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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. MEDICINA NATURAL

La medicina Natural es un concepto amplio que resmpira tratar una gran variedad de
medicinas complementarias y alternativas, inclugenghedicina herbaria, suplementos
dietéticos, homeopatia, acupuntura, terapia nebi@hagnetismo, digitopuntura, y otras de
las muchas medicinas alternativas que existenlawtuage. (52)(55)

La teoria del poder curativo de la naturaleza cadetrededor del siglo V y IV antes del
Cristo y fue descrito por seguidores de Hipocrgt&aleno entre los afios 460 y 200 A.C.
La doctrina sostiene que la naturaleza dota alnisgeo humano con poderes internos para
restaurase a si mismo su salud. Esta teoria expldiarrea, la inflamacion y la fiebre (entre
otros sintomas y signos fisioldégicos) como intentted organismo para alcanzar la
homeostasis. (60)

Una teoria mas moderna por el Dr. Henry Lindlatatdsce que la enfermedad es causada
por la desviacion de las leyes naturales, y qumfarmedad por si misma es una evidencia
del intento del organismo por intentar corregirsimacion retornando el organismo a su
estado natural, es decir a la homeostasis con sieata. El Dr. Lindlahr postula que la
enfermedad tiene una de las siguientes causasndisgn de la vitalidad, intoxicacion de la
sangre e intoxicacion de la linfa. (52)(60)
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Otro elemento importante de la Medicina Naturaleegrincipio del tratamiento de la
persona total. La Medicina Natural es el arte detatniento de la persona y no la
enfermedad, mediante el tratamiento individualizd8)

La importancia en la actualidad de la Medicina Katge evidencia por el alto consumo de
los productos recomendados por esta alternativa @amanejo de las enfermedades. En
Inglaterra, un sondeo efectuado por una organimai®d28.000 consumidores descubrié que
80 personas de cada 100 habian recurrido a alguma tle medicina complementaria. (52)

Las razones que motivan este enorme auge de lasinasdalternativas son varias:

- Abordaje integral de la persona

- Mejores y mas rapidos resultados en ciertos tiposnfiermedades y padecimientos

- Unico tratamiento disponible en algunos trastoyssiue la Medicina convencional
sélo ofrece en esos casos un tratamiento parénimsras.

- Menos complicaciones y menos efectos secundarios

- Algunos tratamientos son menos traumaticos.

- Porlo general son de mas bajo costo.

La medicina fabricada por la naturaleza y diseffaatael creador de la naturaleza, sera
siempre mucho mas compleja y avanzada que la imdanpor el hombre, pero nuestro
trabajo es sacarle provecho consistiendo en egtudiavestigarla y utilizarla a la altura de

nuestra capacidad cientifica. (55)(60)

La medicina natural se utilizar4 siempre de formasiwa por la simple razén de que
funciona, pero cuando se practica con apoyo puarfakie institucional, los resultados
superan cualquier expectativa. Tal es el ejempéodgula OMS (Organizacién Mundial de la
Salud) la cual estima que aproximadamente un mitlénpersonas se salvan de morir
anualmente de Malaria Resistente por la utilizacidesiva y controlada de extracto de
Artemisa annugplanta de origen Chino pariente de Estafiatd) (5
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En la parte de hierbas medicinales, en los Ultiaioss 14 paises de Europa han establecido
su politica y reglamentaciéon de estos productosotmgados entre si y a la OMS, dando
como resultado un gran avance cientifico en edta. &n Canada es el pais que mas ha
avanzado en la integracion de la medicina natusal sistema de salud, y el gran beneficio
que ha significado para la poblacion es un alieigméra cualquier pais. En el aspecto
herbolario, México es uno de los paises de mawlidion y riqueza fisica de plantas
medicinales. (54)(55)

1.2. MEDICINA TRADICIONAL

La medicina tradicional es todo el conjunto de @im@ntos, aptitudes y practicas basados
en teorias, creencias y experiencias indigenasadediferentes culturas, sean 0 no
explicables, usados para el mantenimiento de ladsasi como para la prevencion, el
diagnostico, la mejora o el tratamiento de enfeaded fisicas o mentales. (35)(37)

1.3. ANTECEDENTES DE LA MEDICINA TRADICIONAL

En 1976, hace mas de tres décadas, se inici0 enuetlo un movimiento politico y
cientifico que busc6 desarrollar modernos medicémsea partir de plantas medicinales
usadas, desde tiempos remotos, en la llamada ‘Meditradicional’, ese ‘conocimiento
médico social’ 6 popular que prevalece en la magote de los paises de Asia, Africa y
Latinoamérica, como parte de su cultura autéctii)a.

Este movimiento promovido por la Organizacion Mahdle la Salud (OMS) y que fuera
concretado como “Programa de Promocion y Desardslda Medicina Tradicional” tuvo
diferentes repercusiones en el mundo dependienddasledistintas realidades socio-
econdmicas Yy politicas de los paises que atendaribeimado, pero lo que resulté evidente
en Occidente fue que los conocimientos alcanzadda segunda mitad del siglo XX sobre
botanica, quimica y farmacologia, habian creado dasdiciones para demostrar
cientificamente los beneficios curativos de mugblastas medicinales que eran utilizadas
como infusiones, tisanas, emplastos u otras fofarasacéuticas populares, heredadas del
siglo XIX. (7)(54)
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También quedé claro que las plantas medicinalesearal siglo XX el recurso fundamental
de miles de millones de personas que las utilizab@mo recursos de su Medicina
Tradicional, un fenomeno cultural particularmenigente en los paises pobres, llamados en
ésa época del “Tercer Mundo”. (48)

La abundancia y diversidad de estos recursos biorales se debia a la importante utilidad
gue tenian para el 75% de la poblacion mundiabbstante que estas plantas permanecian
ignoradas por la Medicina Occidental. Si bien,nduistria quimico-farmacéutica reconocia
en 1980 que mas del 40% de los medicamentos madgran uso en Occidente provenian
de plantas, las industrias farmacéuticas occidesita manifestaban interés por indagar las
potencialidades comerciales de unos recursos tegussados por la cultura médica
autoctona de paises considerados “subdesarrollad@)s”

No obstante que estudiar las plantas medicinalda tedicina Tradicional o Indigena no
interes6 en esos afos a los gobiernos e institegianadémicas de salud de los EUA y de
Europa, el hecho es que el interés cientifico patuar las propiedades curativas de tales
recursos naturales si crecio rapidamente entranasggrupos de intelectuales y cientificos
de Asia, de Africa y de Latinoamérica. La estratetg impulsar de desarrollo industrial y
comercial de tales recursos se dio predominant@remtChina, India y Japon, paises en
donde pronto se planted la posibilidad de que asrmiismas plantas usadas por siglos de
manera empirica en sus culturas locales se fahrnicaredicamentos para todo el mundo,
cuya eficacia fuera cientificamente comprobadagmumviendo el desarrollo de un nuevo
tipo de “medicamentos de plantas” que posterioremesérian denominados: fito-
medicamentos. (51)(64)

Fue asi que, a partir de 1980, se inicio la carolaercializadora de plantas medicinales en
todo el mundo y cuyo slogan de que lo natural gemn@) (55)

Con el pasar de tiempo y el crecimiento de los auws de productos naturales,
considerados suplementos, quedd claro que lasiateesstomadas no eran suficientes.
Infinidad de productos no cabian en la definici@ sliplemento, pero sobre todo las
propiedades y efectos terapéuticos de la mayori@sd&roductos que salian al mercado eran
las de un medicamento, un fitomedicamento. (22)(69)
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Es asi como se considera a la medicina tradiciahalpnjunto de sistemas de atencion a la
salud que tiene sus raices en profundos conociosieabre la salud y la enfermedad que los
diferentes pueblos indigenas y rurales de nuesilman acumulado a través de su historia,
fundamentados en una interpretacion del mundo (@asion), de la salud y enfermedad de
origen prehispanico, que ha incorporado elementmgepientes de otras medicinas, como la
medicina antigua espafiola, la medicina africana ynenor medida por la interaccion de la
propia medicina occidental. (64)(69)(70)

1.4. FITOTERAPIA

Basicamente consiste en el uso de las plantasimes durativos, constituyendo una de las

terapias mas antiguas que existen, aunque muctergen desprestigiarla. Pero por ejemplo

para poder tener en cuenta la propia eficacia fitotarapia, se deben recordar que, a dia de
hoy, muchos de los farmacos que existen son desvdeplantas medicinale$38)

Simplemente por este hecho no hay que menosprelcialor medicinal de las plantas,
aunque tampoco podemos pensar que por tratargzageas o remedios naturglesrecen
de cierta toxicidad, en especial porque contien@mcipios activos que pueden provocar
efectos indeseables si no son usadas de formatzor(@8)(44)

Muchos de los preparados a base de hierbas o plargdicinales en si pueden llegar a

resultar una buena solucidon para pequefios probleleasalud. Si no se tienen unos

conocimientos adecuados, es informarse o maydbleode las propiedades, beneficios y

virtudes de aquella planta que vayamos a utilizarp teniendo siempre en cuenta las dosis
correctas para que soélo obtengamos de las missipsdpiedades que deseamos. (64)(69)

1.4.1. FITOFARMACOS

Los fitofarmacos son compuestos que poseen comoipio activo, un extracto estandar de
ingredientes de caracter vegetal, de una plantabmmciones realizadas a partir de ella. Se
obtienen a través de tecnologias modernas de middundustrial, mediante diversos
procesos, cortes, pulverizacion, jugos, extractis,, de plantas, para convertirlos en
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productos que poseen una configuracion galénicacégm, bien sean comprimidos,

granulados, grageas, infusiones, entre otros. Bstude comprobacién de tolerancia y
eficacia, usados para la medicina académica, coafirque un extracto esta constituido por
compuestos quimicos que interactian con una gnaedea de moléculas bioldgicas; esta
caracteristica comprueba que los fitofarmacos actda la misma manera que los
medicamentos convencionales. (35)

Mientras en el caso de un medicamento quimicoietipio medicamentoso activo es un

compuesto quimico (molécula), en el caso del fito&&co el principio activo proviene de

una preparacion vegetal, en general, un extradtacakacter especial de los extractos
vegetales es que a partir de una misma planta edepuobtener extractos diferentes con
principios activos variados, lo esencial es laguaegetal que se emplea. (36)(37)

Por ejempilo, los frutos pueden contener principicis/os fitoquimicos totalmente diferentes
de las raices o de las hojas, de la corteza csdtas. (20)

También depende del solvente empleado para exireeparte vegetal definida. ElI agua
disuelve los principios hidrosolubles de una padgetal especifica; el alcohol o acetona
disuelve los principios activos liposolubles. Mezclde alcohol y agua, en relaciones
cuantitativas y cualitativas diferentes, disuelveegun la proporcion de mezcla, los
principios activos hidrosolubles, asi como lipobt#s de una parte vegetal especifica. Los
fitofarmacos de modo estricto son:

- Agquellos que contienen como principio activo pregames vegetales, sobre todo

extractos estandarizados, a diferencia de los ‘d&a% quimicos”.

- Que se elaboran en preparaciones galénicas norowtes son gotas, comprimidos,

grageas, capsulas o cremas.

- Que se emplean en el campo de la medicina ciemtific
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- Cuyos efectos farmacoldgicos se prueban mediargeriexentos y cuya eficacia

clinica se demuestra en estudios clinicos y erdletipa médica(37) (42)

1.4.2. FORMAS DE PREPARACIONES FITOTERAPICAS

1.4.2.1. Métodos de extraccion

Los principales activos contenidos en las plantasdpn ser extraidos mediante diversas
técnicas extractivas o bien pueden ser adminisiradmo tales, en la planta desecada o en
la planta fresca. (49)

A lo largo de la historia la fitoterapia ha desHado diversos métodos de extraccion para el
mejor aprovechamiento de las virtudes terapéutieatas plantas tratadas. El método de
extraccion utilizado depende del tipo de plantanplear (caracteres organolépticos), de la
concentracion de principios activos y de sus pagales farmacolégicas. (53)

Cuando utilizamos el agua como vehiculo extraataaiben el nombre genérico de Tisanas,
gue son preparaciones acuosas en las que se apolegoder de extraccion que el agua
posee. Manteniendo el agua en contacto con lagkésia cede parte de sus principios
activos a la misma, aquellas sustancias que saleslen agua. Ocurre un fenébmeno de
difusion celular. Una vez que la planta ha sido enida, es decir, impregna de agua, vuelve
a reconstruir el estado que tenia la planta frdscda planta seca los protoplasmas celulares
estan retraidos hacia las paredes celulésicagideziindeformable, con lo cual se llenan de
finas peliculas de aire, el cual es expulsado pl@némeno de la imbibicidn y sustituido por
agua. La difusion celular y por tanto la extracai@nprincipios activos durara mientras no se
alce un equilibrio osmatico entre protoplasma eelylliquido extractivo, en este caso agua.
(20)(48)

Entre los métodos mas utilizados son:
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MACERACION.- se introduce la planta en agua a temperatura asidimlurante varias
horas (generalmente de 8 a 12 horas). Esta formeatdeccion se suele emplear para plantas
ricas en mucilagos como las semillas de lino. (42)

MACERACION-DECOCCION.- se utiliza para ciertas tisanas, compuestas despar
vegetales duras y tiernas, en donde esta indican®rias en maceracion antes de
cocerlas.(16)(56)

1.4.2.1.1. Factores de extraccion

La extraccion depende de varios factores, como son:

- La cantidad de agua, cuanto mayor sea la cantidadgda mas elevada sera el
agotamiento de los principios activos dentro dadata.

- Las influencias que entre unos y otros princi@osvos pueden ocurrir, se dé en
solucion una mayor o menor solubilidad.

- La temperatura; la infusién o el cocimiento a uemperatura cercana a los 100°C
favorece la extraccion. No obstante, a veces coavimcer la extraccidn con agua
fria, ya que puede interesar no extraer determspdacipios activos que solamente
pasarian al agua con la ayuda del calor.

- El tiempo, esto es la duracion del contacto dddatp con el agua o solventes.

- El sistema empleado para la extraccion.

- El grado de pulverizacion de la planta, aumentatadextraccion cuanto mas
troceada esté la planta, pero hasta ciertos lirpiea evitar una serie de procesos
fisicos que dificulten el proceso. (19)(31)(32)

1.4.2.2. Extractos
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Los extractos son preparaciones todavia mas coadestque las tinturas. Se basan
en el principio de que las sustancias como el agekalcohol pueden disolver las

sustancias curativas de las plantas, asi teneneobayuextractos hidroalcohdlicos y

extractos puramente acuosos. Los extractos hidrodlicos tienen la ventaja que se
les puede calcular en dosis exactas. Asi, 1 mixttacto fluido representa un gramo

de la droga en polvo. (33)

Se puede elevar la concentracidbn de principiosv@tiprocedentes de una tintura,

cocimiento o jugo de las plantas por medio de Eperacion del disolvente, sea alcohol o
sea agua. (19)

Mediante calor y evaporacion con bafio Maria sealagre el extracto tome diferentes
consistencias, pueden quedar blandos como la seiebs como polvo y liquidos o fluidos.
(20)(31)

Dado que esta evaporacion dafaria y alterariariosiios activos, debera siempre hacerse

al vacio, con lo cual se consigue que la evapanas®thaga a una temperatura que no supere
los 50°C, ya que el punto de ebullicion de un tigudepende de la presion a la que esté
sometido. (53)

Disminuyendo esta presion, vacio o presion negae/aonsigue disminuir el punto de
ebullicion. Asi, se pueden concentrar mas o mesmpreparaciones extractivas, pudiéndose
llegar incluso al extracto seco, que es el masamtnado. Por estos métodos, se pierden los
aceites esenciales de la planta, al evaporar. (33)

Existen diversos aparatos para tal efecto, depeddidel resultado que se quiera conseguir:

- Concentradores a vacio.
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- Nebulizadores o atomizadores.- Producen una ewvapardanstantanea haciendo
atomizar el liquido a través de una corriente de aaliente. Asi se obtienen los

nebulizados.

- Liofilizadores.- Consiste en enfriar a muy bajasigeraturas, por medio de una
potente fuente de vacio el disolvente solidificado el frio, pasa directamente a
vapor, sin pasar por estado liquido. A este proseske llama sublimacion y asi se
obtienen los liofilizados. (51)(53)(62)

1.5. CARACTERISTICAS DE LA PLANTA EN ESTUDIO CARRASQUILL A

FOTOGRAFIA N°1. CARRASQUILLA ( Berberis halliii )

Arbusto espinoso que alcanza un maximo de 2 mdeaatura. Sus ramas (generalmente
enmarafiadas) tienen hojas ovaladas, lampifiasatigeite denticuladas, transformadas en
fuertes espinas y agrupadas en numero impar (deetreres, o de cinco en cinco). Las
pequenas flores amarillas, que aparecen entre ynjayao, cuelgan agrupadas en racimos.

Los frutos son bayas ovaladas rojizas, acidasgadas, de unos 8 a 10 mm., que maduran
en otofio o finales del verano. Su habitat natwgall elima continental de montafa; nace de
forma natural en espinares, zonas abiertas, lirdledos campos y suelos calizos y
pedregosos. (11)(13)
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15.1. CLASIFICACION BOTANICA

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Ranunculares
Familia Berberidaceae
Subfamilia Berberidoideae
Tribu Berberideae
Subtribu Berberidinae
Género Berberis
Especie Halliii

Nombre Berberis halliii
binomial

(11)

1.5.2. DESCRIPCION BOTANICA

Nombres vernaculos: Carrasquillo, Chinia, Chivqiks, Espuela casha.

Es un arbusto denso armado de espinos simpleplestriTiene los tallos lefiosos que
alcanzan hasta los 3 m de altura, son erectos #icados con la corteza de color ceniza.
Las hojas son ovales, alternas, con peciolo catars 3 cm de longitud. Presentan una
gradacion desde hojas hasta espinas, de forma agiedd mas de un afio se van
transformando en espinas. Las flores aparecen apiiley junio, son pequefias y amarillas,
agrupadas en pequefios racimos colgantes. Los foitokayas de 1 cm de longitud de color
rojo brillante, 4cidas pero de sabor agradable. @bastos o pequefios arboles, espinosos,
lefio amarillo:
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- Hojas alternas, coriaceas, margen entera o espiaossanudo con el envés pruinoso;

ramas secundarias con entrenudos muy cortos apadedias hojas fasciculadas.

- Inflorescencia racimosa o paniculada o flores adis. Flores bisexuales, amarillas
0 anaranjadas; 6 sépalos, en 2 series de 3; pétalo® series, con glandulas basales
en la superficie interna; estambres en igual nuncue pétalos, dentados o
edentados; ovario supero, unicarpelar, con pocodo$ven placentas marginales,

estigma papiloso con el apice concavo, generalns&sié

- Drupa negro-morada, generalmente pruinosa. (24)

1.5.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Berberises un género de distribucién cosmopolita conralitmero de representantes en Sur
América y algunos pocos en el nororiente de Afi@abe recalcar la ausencia de especies en
Australia y Nueva Zelanda. En Sur Ameérica se entaeralrededor de 178 especies de
Berberisdistribuidas desde Venezuela, Chile y Argentina.

El géneroBerberisconsta de mas de 500 especies ampliamente digyupero mejor
representadas en los Himalayas, el oeste de Chira lps Andes. En el Ecuador estan
representadas 32 especiBsrberis chillacochensis Camargo, B. chimboensiS&hneider,

B. conferta H.B.K., B. engleriana C. Schneider f@inosa Benoist, B. glauca Kunth, B.
grandiflora Turcz., B. hallii Benoist, B. hirtelgs Ahrendt, B. hyperythra Diels, B.
jamesonii Lindley, B. laidivo Camargo, B. lechler@&aC. Schneider, B. lehmannii Hieron.,
B. lobbiana C. Schneider, B. loxensis Benth., BeaduRuiz & Pavon, B. minzaensis
Camargo, B. multiflora Benth., B. paniculata JusB., papillosa Ahrendt, B. pectinata
Hieron., B. pichinchensis Turcz., B. pindilicenstteron., B. quinduensis H.B.K., B.
reicheana C. Schneider, B. retinervia Triana & Rthon, B. rigida Hieron., B. saxorum
Ahrendt, B. schwerinii C. Schneider, B. sprucea®aSchneider) Ahrendt y B. warszewiczii
Hieron, entre otras todas sobre los 2000 m y especiaémemtel subparamo. La especie
halliii se la encuentra en Pichincha y zonas de parad283(26)
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1.5.4. USOS Y PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

1.5.4.1. Aplicaciones

a) INDUSTRIA TEXTIL: TINCION DE TEJIDOS

En la industria de curtidos que consiste en lastamacion de pieles de animales en cuero,
de amplia utilizacion industrial y comercial enelaboracion de calzado, prendas de vestir
(guantes, confeccién), marroquineria y pieles. timt®reros la aprecian por sus raices, que
son sangradas para extraer el liquido de interlso @marillo con que tifien sus tejidos. Este
color se le atribuye a que la mayoria de alcalosd@samarillos. (68)

b) MEDICINA

Desde la antigiiedad los egipcios la usaban paga fiebres. La parte mas usada es laraiz y
corteza, que se cree tienen la mayor cantidad adoales y que se le atribuye propiedad
anti cancerigenas. Los alcaloides como la berbégifeindan un poder antibacteriano. En
estudios con animales se ha demostradcegtesalcaloide reduce los espasmos musculares,
lo que puede explicar por qué puede ayudar a kstian. (63)(68)

Se usa para combatir infecciones como laddBcobacter pylorj que esta asociada con la
gastritis y la Ulcera péptica, y para tratar infeses por levaduras, como las provocadas por
Candida albicansLa berberina actta también sobre la vejiga esdinto la secrecion de
bilis, que arrastra los residuos fuera del higélo.

Externamente, por sus propiedades anti inflamatot@aBerberis sirve para tratar ojos

doloridos o irritados, eccema, psoriasis, reumatjshepatitis y muchos otros tipos de
inflamaciones. Recientes estudios realizados emaBal han confirmado el efecto anti
inflamatorio de la berberina extraida de la rali3)(64)
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- En diarrea: La berberina combate las infecciones bacteriavieaes, fungicas y
parasitarias. ElIBerberis suele usarse principalmente para la diarrea dgerori
bacteriano, diarrea del viajero, infecciones poéagpi#os y candidiasis cronica. (29)

- En infecciones del tracto urinaria Los estudios han mostrado que esta planta
puede actuar contra & coliy laPseudomonas aeruginasalgunas fuentes indican
gue la baya es mas eficaz que la raiz de la plaanta este tipo de infecciones.
(29)(67)

A principios de siglo XX se preconizé la utilizacide la berberina para la deshabituacion
de la dependencia a los opiaceos. (68)

c) ALIMENTACION

Los frutos son refrescantes y tienen un ligero ptad@nte. Se pueden consumir frescos, en
conserva o secos. Pueden servir para elaborarsds/drebidas refrescantes, compotas o
mermeladas y vinos medicinales aperitivos. Tampiétde utilizarse para la falta de apetito,
espasmos digestivos, relajante muscular y pargéatbnsion. (10)(12)

1.5.4.2. Aprovechamiento integral de carrasquilla

La carrasquilla es una planta no muy estudiadaesmbargo se ha demostrado tener
alcaloides que poseen actividad en diversos cammsubcinales. Desde la antigiedad ha
sido utilizado por los indigenas americanos pataitrestdmagos ulcerados, encias ulceradas
y dolores de garganta. Los usos tradicionales a&gicos del vegetal incluyen, para
debilidad, fiebre, disenteria, colitis, ictericimagrandamiento del higado, etc. (17)(18)

Dentro de los usos de la planta, se suele aproveubdondades en:
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Cerebro y Sistema Nerviosoproduce una sensacion de bienestar y promuevgal v

Condiciones cardiovascularesdilata los vasos sanguineos.

Condiciones gastrointestinalesPara el estrefiimiento (a dosis mayores), diaae@lez,
mejora el apetito, regula la digestion, alivia ellestar estomacal.

Condiciones inflamatorias: las bayas sirven para fiebres inflamatorias, cdandiebre
tifoidea, actlla como antiescorbutico como fuenteitimina C, astringente reduciendo las
secreciones o los vertidos de mucosas Yy fluidoscdelpo, como laxante, refrigerante,
reduciendo el calor corporal anormal, alivia la geth una sensacion de frescor.

Condiciones del higadopara trastornos biliares, crisis hepatica, enéelawles y alteracion
funcional del higado, vesicula biliar, ictericia.

Afecciones del tractorespiratorio: Se utiliza para hacer gargarismos para la boca y la
irritacion y dolor de la garganta, el alivio deplarrea, el fortalecimiento de las encias.

Otros usos:En la debilidad en general, reduce la fiebre intiemte y se usa para problemas
del bazo. (52)

Se puede usar como jalea, encurtidos, la cortegednde los tallos hervidos con alumbre
tefiiran ropa de color amarillo, las bayas madueagugden utilizar para hacer mermelada,
las raices hervidas sirve como tinte amarillo @ pi

También tiene un efecto de amplio espectro antohiano, la lucha contra las bacterias
asociadas a gastroenteritis. Esto ayuda a redudwlor abdominal, distension abdominal,
colicos y flatulencia. (18)(49)(66)
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Ademas de haber sido probada en el tiempo, latigaesdin reciente ha hecho dado crédito
a los usos tradicionales @&erberis El principal componente activo es la berberiraasialo
recientemente objeto de mucha investigacion queéenaostrado que sea eficaz contra una
variedad de dolencias. (15)

La investigacion cientifica ha demostrado que fadéena:

Inhibié el crecimiento de una amplia gama de miganismos, incluyendo

bacterias, hongos y parasitos.

- Inhibe el crecimiento de hong@andida pero no afecto a las bacterias beneficiosas
comoAcidophillus y Bifidus

- Fue de beneficio en el tratamiento de la diarrela yrente asi a los productos

farmacéuticos de la gastroenteritis.

- Fue mas eficaz que un producto farmacéutico erejarmde la gastritis.

- Demostrada actividad anti-inflamatoria.

- Prevenir la quimica inducida por dafio hepatico.

En la medicina moderna a base de hierbas, éstdalegge usa para mejorar todos los
aspectos de la funcion digestiva. Debido a que igsifisativo con propiedades
antibacterianas, antivirales, antifingicos y ampdarios, es un arma muy eficaz contra las
infecciones intestinales. (17)(23)(61)

Se recomienda para su uso contra la diarrea easteognteritis, ya sea de tipo no especifico,
o de una fuente identificada. También es capaintibir el crecimiento de Giardia,
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Trichomonas y Entamoeba. También se recomienda glafartalecimiento del paciente
durante la convalecencia ya que actua como un @stite inmunoldgico y estimulante del
apetito eficaz. (42)(61)

Se han realizado ensayos clinicos utilizando ladyera. Existe alguna evidencia que apoya
su uso en el tratamiento de tracomas (infecciérlodeojos), diarrea bacteriana y en la

enfermedad por parasitos. También se ha demodtaatectividad de la berberina como un

agente antimicrobiano contra las bacterias, viiaagos, protozoario, helmintos (lombrices)

y la clamidia (enfermedad de transmision sexu@)eguiere investigacion clinica adicional

en esta area, asi como en las areas de enfermedadesasculares, trastornos de la piel y
hepéticos. (17)(29)

Por ultimo elBerberises huésped intermedio de la conocida y temida deyks cereales
(Puccinia gramini}, puede observarse en el envés de algunas depkstéass unas manchas
de color amarillento, anaranjado o rojizo, de las gurgen una pequefia cadena de esporas
gue son dispersadas por el viento, pudiendo afectas cultivos de cereales, donde se
propaga a través de sus hojas, dando lugar a l@aeynconocida plaga, la que puede
terminar con cosechas enteras. Motivo por los queechas regiones ha sido exterminado
este arbusto por los agricultores. (61)(70)

1.5.4.3. Actividad farmacolégica

La parte mas usada es la raiz y corteza, que sdiereen la mayor cantidad de alcaloides y
gue se le atribuye ciertas propiedades farmaca@égicos alcaloides como la berberina le
brindan un poder antibacteriano. (11)

1.55. DESCRIPCION MORFOLOGICA

1.5.5.1. Composicién quimica deBerberis halliii

Toda la planta, excepto los frutos, contiene aidak (2-3%). Se conoce que el vegetal
contiene berberina, el potente agente que tieneeragsos usos en el control de diferentes
enfermedades (estimula la digestion y reduce ltmek® gastrointestinales). Se sabe también
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gue esta sustancia ayuda en el sistema inmunoldgi@ote de berberina en la composiciéon
quimica de la planta hay un gran nimero de sustaactivas. (11)(26)

El principal es la berberina, junto con la magnafia, berbamina, berberrubina y

bervulcina. La corteza contiene un gran numero ldalades (berberina, berbamina,

oxycatina) y taninos. Los frutos contienen Dextroglicosa, levulosa, fructosa, acido
tartdrico y malico, goma, pectosa, vitamina C. kastancias activas de la hierba puede
lograr los siguientes efectos: hemostatico, dicoéti vasodilatador, hipertensor,

antibacterianos (mata las bacterias y parasitamtiyinflamatorios. (25)

Solo la corteza seca de las raices y el troncoatiseaten fines medicinaleBerberis se
puede encontrar en el mercado bajo la forma déntéyra, pastillas y ungliento, por lo
general el porcentaje de berberina de estos proslestentre el 8 y el 12%. (26)(44)

1.5.5.2. Berberina

La berberina es un tdnico de sabor amargo con iiap@s acciones aperitivas y coleréticas;
éstos alcaloides tienen acciones hipotensorasgagds y antipiréticas, en la planta
Berberis los frutos son refrescantes y tienen un ligemepdaxante. (4)(5)

La berberina posee accion antimicrobiana y protodao Estructuralmente, la berberina se
asemeja a la morfina el alcaloide mas importanteog® y las acciones que ejerce son
similares, aunque no iguales. (11) (45)

- NOMBRE QUIMICO (IUPAC):
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9,10-Dimetoxi-5,6-dihidro[1,3]dioxolo[4,5g]isoquiffy2-a]isoquinolin-7-io o]
,8,13,13a-Tertadehidro-9,10-dimetoxi-2,3-[metilexfbki)|berbinio. (11)

- SINONIMOS:

Rizoma de Coptis; Umbellatina; Umbellatine; Umbiha Thalsine; Majarine;

Berbinium, 7,8,13,132 tetradehidro-9,10-dimetod-@netilendioxi)-; Berberine;

Berberin; 9,10-Dimetoxi-2,3- (metilendioxi)-7,8,132 tetrahidroberbinio; Benzo(g)-
1,3-benzodioxolo(5,6-a)quinolizinio, 5,6-dihidral9;dimetoxi-; cation 5,6-dihidro-
9,10 dimetoxibenzo[g]-1,3-benzodioxolo[5,6-a]quirmlio (26)

ESTRUCTURA QUIMICA : (30)

* xH O

OCH, ol Bt

FIGURA N°L. ESTRUCTURA QUIMICA IONICA DE LA BERBER INA

FORMULA QUIMICA: C, H,; CI NO,

PESO MOLECULAR: 336.37

CLASIFICACION: Alcaloide isoquinolinico

1.55.2.1. Propiedades fisico quimicas de la berberina
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Alcaloide obtenido de plantas (raices, rizomas gteza) de las familias Berberidaceae,
incluyendo especies de los géndBesberis Mahonig Coptis Thalictrume Hydrastis (11)

Es un sdlido cristalino en forma de agujas, dercatoarillo. Su punto de fusion es igual a
145°C, soluble en agua y etanol, pero insolubleestteno, éter y cloroformo.

Su solubilidad estimada en agua es de 0.116 mgA.°€ o de 3.53 x 10-4 mg/L. En forma
aislada se presenta siempre como una sal &cideoglucuro, sulfato o sulfato &cido).
Frecuentemente su sal cristaliza como solvatogtodir(11)(13)

1.55.2.2. Toxicidad de la berberina para los organismos y ehedio ambiente

Este compuesto presenta actividad bacteriostatigtericida, fungicida, antiviral,
antiprotozoaria (antimalarica) e insecticida. Hemrintes tipos de microorganismos inhibe el
metabolismo, la formacion de endotoxinas y la agliga que permite la colonizaciéon de la
piel y las mucosas. (61)(66)

Es muy toxica por lo que hay que manejarla congueon, ya que se ha descrito un efecto
oxitocico (contraindicado en el embarazo), por sllgotencial de toxicidad por la presencia
de estos alcaloides con accion citotoxica, la iiceroion se manifiesta por medio de nduseas,
diarrea, epistaxis y afeccion renal. (4)(17)

1.5.5.2.3. Aplicaciones de la berberina

En la antigiedad se emple6 para combatir los doloeematicos, la falta de apetito,
dispepsias hipo secretoras, disquinesia y litidsigar, espasmos gastrointestinales,
hipertension, tos, afecciones bronquiales, hipmitey como purificador de la sangre. (4)
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A principios de siglo XX, la utilizacién de la berina se dio para la deshabituacion de la
dependencia a los opiaceos. (41)

La berberina muestra actividad frente a bactenass, hongos, protozoos, helmintos y
clamidias, con resultadas vitro y en fase clinica. (30)

La berberina es antibacteriano; la corteza de ita cantiene un 3% de berberina. Este
compuesto explica ciertas propiedades de la pldata.estudios con animales se ha
demostrado que este alcaloide reduce los espasnsculares, o que puede explicar por
gué elBerberispuede ayudar a la digestion. (68)

Berbaning

FIGURA N2. ESTRUCTURA QUIMICA DESARROLLADA DE LA BERBERINA (68)

La berberina actia también sobre la vejiga estintldda secrecion de bilis, que arrastra los
residuos fuera del higado. Esto apoya el uso todit de la planta, que se usaba para
rectificar los desordenes del higado como la i los célculos. (4) (5)

La berberina es un alcaloide amarillo y de saboargm con un amplio historial de uso
médico. Presente en las raices, rizomas y cor@zaltb de las plantas, por ello también se
le ha utilizado histéricamente para tefiir, dadeaor amarillo. (17)(64)(68)
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En la mayoria de los ensayos clinicos, la berbdrandemostrado ser segura. Sin embargo,
existe una interaccion potencial entre la berbeyimauchos medicamentos que se venden
con receta; no debe administrarse a mujeres engmEs0 lactantes dados sus potenciales
efectos adversos en los recién nacidos. (11)(1R)(13

a) APLICACION FARMACOLOGICA

Dentro de las acciones farmacologicas de la berbancluyen:

- Accién antibacteriana: Inhibicibn metabdlica derttie microorganismos, inhibicion
de la formacion de enterotoxinas, inhibicion deadherencia bacteriana (inhibe una
lipasa bacteriana que permite la colonizacion deypmucosas).

- Accion anti-diarreica: Inhibicion de la secrecidteistinal idnica.

- Accion anti-espasmadica: Inhibicion de la contr@dede musculos lisos.

- Accidén anti-inflamatoria, inmunomoduladora, armtitoral.

- Aumento del recuento plaguetario en ciertos cdedsombocitopenia.

- Efectos Cardiovasculares: inotrOpicos positivosgegativos cronotropicos,
antiarritmicos y vasodilatadores.

- Accion hipoglicemiante: inhibe la alfa-glucosidagiaminuyendo el transporte de
glucosa a través del epitelio intestinal. Ademasnenta el consumo celular de
glucosa, sin aumentar la secrecion de insuling. (11

b) APLICACION CLINICA

INFECCIONES INTESTINALES: Numerosos estudios han demostrado la efectividad de
la berberina en casos de diarrea causadaVmio cholerae (colera), Escherichia coli
enteropatdgena y enterotoxigénica. Los resultadosstbs estudios indican que mejora los
casos de diarrea. Un estudio demostré que la heabeduce la secrecion intestinal de agua
y electrolitos inducida por la toxina colérica.1117)
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Otros estudios demuestran que inhibe algunas ¢oxéras deV. choleraey E. coli,
disminuye significativamente la peristaltismo inigal, reduciendo la contraccion de los
musculos lisos, retraso del transito intestinakeres humanos. Se ha demostrado efectos
bactericidas directos sobre el colera. En casdafdecion porkE. coli, inhibe la adherencia
bacteriana siendo, paso del proceso infecciosdaptemente como resultado de su efecto
inhibitorio sobre la formacion de fimbrias en lgstficie bacteriana.(11)(17)

INFECCIONES BUCO-FARINGEAS RESPIRATORIAS : Su espectro antimicrobiano
es de especial importancia a nivel de las mucgsaag,le actla sobre patégenos causantes de
infecciones de la orofaringe y vias respiratorasno: Streptococcus pyogends| grupo A,
Stafilococcus aurey:meumococolNeisseria meningitidis, Proteus, Klebsiella, Pseudoas
aeruginosa, Corinebacterium difteriag Micobacterium tuberculosjs incluso cepas
resistentes al estilo de terapia antituberculosavercional. Un estudio reporta que la
berberina bloquea la adherencia de los estrepteabeiogrupo A, a las células del huésped.
En vista de su espectro antimicrobiano, puede 8krado en casos de infecciones de
amigdalas, infecciones faringeas, gingivitis, @aria sinusitis, etc. (11)(12)(17)(68)

ACCION ANTICARIES: Estudiosin vitro demuestran que la berberina ejerce una accién
bactericida contra &treptococcus mutansicroorganismo cariogénico. (68)

INFECCIONES URINARIAS : Dado que la berberina por si misma, se da una
concentracion en la vejiga, los servicios de wiieén el tratamiento de infecciones urinarias
causadas por gérmenes susceptibles. (61)(68)

INFECCIONES VAGINALES: La berberina inhibe rapidamente el crecimiento de
Trichomonas vaginaliformando grandes vacuolas autofagicas que evergngdnproducen

la lisis de los trofozoitos. Se ha demostradotefiedad contra otros patdogenos vaginales
como,Candida albicans, Gonorreae, Neisseria, Treponeaibdumy Clamidia (61)(68)

PALUDISMO : Estudiosin vitro demuestran la accion de la berberina coRteemodium
falciparum Aparentemente interfiere con la replicacion plafasito por inhibicion de la
enzima telomerasa. (68)
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LEISHMANIASIS: En casos de infeccidbn poaceishmania donovanila berberina
disminuye marcadamente la carga parasitaria y mejdpidamente los parametros
hematoldgicos en animales infectados. Los resudtde pruebas vitro indican que inhibe
la multiplicacion de los amastigotes y su transti@dn en promastigotes. Inhibe la
incorporacion de nucleotidos de los acidos nucteide los amastigotes, interfiriendo la
sintesis de macromoléculas. Y asi, evitando lairespn y la maduracion de este parasito.
(61)

EFECTOS CARDIOVASCULARES: Estudios clinicos en humanos y animales indican
gue la berberina tiene efectos inotropicos posstiyacronotrépicos negativos, antiarritmicos
y vasodilatadores. Previene isquemia, taquiamsmiinducidas por la contractilidad
miocardica. Estimula y disminuye la resistenciacué periférica. Estos efectos atribuyen
un bloqueo de los canales de potasio y estimulag&nintercambio de sodio y calcio.
Ademas, la prolongacion en la duracion del potémigaccion ventricular. (68)(70)

ACCION ANTI-INFLAMATORIA : Estudiosin vitro demuestran sobre células humanas
gue la berberina inhibe la proteina activadora P-{4, siendo el factor clave de las
Naciones Unidas en la transcripcion para evitanflamacion y la carcinogénesis. Otro
estudio, utilizando linfocitos humanos, demostrée gia berberina ejerce sin efecto
inhibitorio significativo sobre la transformacidanfbcitaria, concluyendo que la accion anti-
inflamatoria puede deberse a una inhibicién deinéesis en los linfocitos activados. Un
tercer estudio concluyé que durante la activaciaquetaria en respuesta al dafio tisular, la
berberina ejerce efecto directo en diversos aspedtd proceso inflamatorio. Inhibe la
liberacion de &cido arquidonico de los fosfolipidds la membrana celular, inhibe la
liberacion de tromboxano A2 plaquetario, e inhéékmacion de trombos. (11)(30)

1.5.6. INFORMACION SOBRE LA ESPECIE DEL GENERBerberis halliii

Berberis(Bér-sea-ris bérbero, arbusto del pepperidge) género de é&@®H00 especies de
hojas caducas y arbol de hoja perenne arbustosta ga la 1-5 m de alto con los
lanzamientos espinosos, nativa a las regiones éelaply subtropicales de Europa, Asia,
Africa, Norteamérica y Suramérica. (41)
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Son plantas arbustivas de hasta 2m de altura,atios £spinosos azucarados, los de un afio
son amarillentos, y floridos los de mas afios sdsageos. Las espinas que son hojas
modificadas, son de color pardo amarillento, simpleon hasta 5 ramas. La espina central
es la mayor de hasta 30mm y las laterales menerbasta 25mm. Las hojas de 15-50mm x
7-25mm. Son simples fasciculadas aparecen en la dei las espinas y tienen forma
eliptica, abovada u oblanceolada, con la base danessil o con un corto peciolo hasta
20mm. Las flores aparecen en racimos alargados 820 flores, son amarillas y miden 4-
6mm de diametro, el caliz tiene 6 sépalos, la eodel igual manera consta de 6 sépalos. El
androceo esta formado por 6 estambres opuestsyétalos y el gineceo por un ovario, que
carece de estilo y un estigma truncado, persiseangs fruto. (10)(19)

El fruto es una baya de 5 - 9mm x 3 - 4,5 mm denéooblonga, elipsoidal, de color rojo
generalmente, con 2 semillas en el interior.

Crece en espinares, setos y bosques despejadnsna&s continentales, de sustrato calizo,
pero con influencia atlantica, Desde los 300 all®800 m de altitud. Florece de mayo a
junio. Dentro de los requerimientos ecologicos) (10

- Luz: no soporta la sombra.

- Temperatura: calor moderado, piso Montafio prinoigake

- Humedad: suelos muy secos, es un indicador de dadue

- Acidez: suelos ricos en bases, pH 5.5-8. Es indigade alcalinidad.

- Nitrogeno: suelos pobres en nitrégeno

Aparecen en Europa, al oeste de Asia y norte deaMén la peninsula aparece en norte este
centro y sur. (13)
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1.6. ACTIVIDAD BIOLOGICA

Es una expresion que describe los efectos benéfiadsersos de una droga sobre la materia
viva. Cuando la droga es una mezcla quimica compésjta actividad es ejercida por los
principios activos de la sustancia pero puede s&lifroado por los otros constituyentes. La
principal clase de actividad biolégica es la takéel de la sustancia. La actividad es
generalmente dependiente de la dosis y no es caménenga efectos en un rango de
beneficioso a adverso para una sustancia cuande bajas a altas dosis. (3)(16)

Considerando que un material se considera bioastitiene una interaccion o efectos sobre
cualquier tejido celular en el cuerpo humano, laviad farmacologica es usualmente
tomada para describir efectos benéficos. (23)(59)

1.6.1. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Los agentes antimicrobianos son aquellos utilizgohoa destruir o impedir el crecimiento
de los microorganismos. Por su estado pueden isgiidds, solidos o gases y por su
naturaleza, fisicos y quimicos. (1)(2)

La eficacia de estos agentes esta condicionadaagpims factores como son: la naturaleza y
concentracion del mismo, asi como la concentragiécaracteristicas de la poblacion
microbiana presente, la temperatura, la duracioh cdatacto entre el agente y los
microorganismos, la naturaleza del material a degacainar, particularmente la presencia de
material organico, y el pH. (1)(2)

Los agentes antimicrobianos actian sobre la esteude la célula bacteriana y sobre sus
procesos metabolicos, y sus modos posibles derasoitt desnaturalizacion de la proteina,
rompimiento de la membrana o de la pared celudamnocion de grupos sulfhidrilos libres,
interferencia con reacciones enzimaticas de losromiganismos y accion sobre el
ADN.(59)
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A continuacion, algunos de los términos relaciosattin los agentes antimicrobianos:

BACTERIOSTATICO .- Agente que inhibe el crecimiento de la bactegite se reanuda
cuando se retira el agente.

BACTERICIDA.- Agente que mata a las bacterias. La mayoria no md&s esporas
bacterianas. Esta accion es irreversible.

GERMICIDA .- Agente capaz de matar microorganismos rapidameigunos de estos
agentes actian matando ciertos microorganismos,gaamente inhiben el crecimiento de
otros.

VIRUCIDA .- Agente que inactiva a los virus.

FUNGICIDA .- Agente que mata a los hongos.

ESPORICIDA.- Agente que mata a las esporas bacterianas o naisotic

DESINFECTANTE.- Agente quimico usado para matar microorganismosesobjetos
inanimados, pero que resulta toxico para ser ajgicirectamente a los tejidos.

ANTISEPTICOS.- Son desinfectantes que pueden ser utilizados $alpiel y, en casos
especiales, sobre las mucosas.

ESTERIL.- Libre de vida de cualquier clase. Tenemos que aefgle dado que el criterio
de muerte para los microorganismos es su incapghgidia reproducirse, el material estéril
puede contener células microbianas metabdlicanataietas.
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SEPTICO.- Presencia de microorganismos perjudiciales égjidb vivo.

ASEPTICO.- Ausencia de microorganismos patdgenos. (2)(59)

1.6.1.1. Agentes antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos, segun su accion, selgpuconsiderar bacteriostaticos o

bactericidas y segun su naturaleza pueden sevdisicuimicos. Entre los agentes fisicos de
esterilizacion se utiliza especialmente el calatqichumedo y calor seco), la filtracion y las

radiaciones. (8)

En cuanto a los agentes quimicos, algunos tiereemienientes para su uso, por no cumplir
el principio de toxicidad selectiva, porque resultauy toxicos e irritantes para el hombre o
porque afectan los materiales a esterilizar. (59)

Hay agentes quimicos que pueden emplearse comalizmtées, por su enérgica accion
sobre los microorganismos, pero muchos tienen quetgsizados diluidos, con el objetivo
de disminuir su toxicidad y poder irritante, y esteecaso se usan habitualmente como
desinfectantes o antisépticos. (28)
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1.6.2. METABOLISMO MICROBIANO

La palabra microbiologideriva de las voces griegaskros, pequefiobios, vida ylogos
estudio; por lo que etimologicamente en ella sedésh l0s organismos demasiado pequefios
para ser percibidos a simple vista. (39)

El crecimiento microbiano requiere la formacioned&ucturas bioquimicas complejas como
proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos y lipid@artir de elementos preformados en el
medio de crecimiento o ser sintetizados por la ipraglula; a su vez, este crecimiento
necesita de una fuente de energia para ser llevafkrcto; todo este proceso se designa con
el nombre de metabolismo, que se define como taasransformaciones quimicas que
ocurren en una célula. (29)

Cuando este va dirigido a la sintesis de macromt@écse le nombra biosintesis o
anabolismo. (50)

1.6.3. CULTIVO Y CRECIMIENTO DE M.O

Se denomina cultivo al proceso de propagar losaoiganismos, proporcionandoles las

condiciones ambientales adecuadas. Los microormgasien fase de crecimiento realizan

réplicas de si mismos y requieren de los elememi@sse encuentran en su composicion
quimica. Se le deben brindar los elementos nutsten una forma accesible desde el punto
de vista metabdlico. Ademas, los microorganismagiiegzen energia metabdlica con el

objetivo de sintetizar macromoléculas y conserear ¢radientes quimicos esenciales a
través de sus membranas. Durante el crecimientielsen regular los factores nutricionales
(carbono, nitrogeno, azufre y fésforo, elementazas y vitaminas) y los factores fisicos

(pH, temperatura, oxigeno, humedad, presion hiétioat presion osmatica y radiacion).

(43)(50)(59)
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1.6.3.1. Requerimientos para el crecimiento

El peso seco de los microorganismos consiste emri@airganica que contiene carbono,
hidrégeno, nitrégeno, oxigeno, fosforo y azufre.r8guieren, ademas, iones inorganicos
como potasio, sodio, hierro, magnesio, calcio yurtopara facilitar la catélisis enzimética y
conservar los gradientes quimicos a través de tabmana celular. La materia organica se
encuentra en macromoléculas formadas por enlacésdrimios entre los bloques
estructurales. Para la sintesis de los enlaceddradidd se requiere la energia quimica
proporcionada por los dos enlaces fosfodiestérmsbATP (trifosfato de adenosina). Para
conservar una composicion citoplasmica relativamemnstante, se necesita una energia
adicional derivada de la fuerza motriz protonice @s la energia potencial que se puede
liberar al pasar un proton a través de una memb(4Bg50)

1.6.3.1.1. Fuentes de energia metabdlica

Los tres modos principales de generar energia letalson: fermentacion, respiracion y
fotosintesis. Los microorganismos, para poder cretben utilizar, por lo menos, uno de
estos mecanismos. (46)(50)

1.6.3.1.2. Factores nutricionales

- NUTRICION

La nutricion es la provision de nutrientes paracedcimiento de un organismo. Los
nutrientes de los medios de cultivo deben conteydos los elementos necesarios para la
sintesis biolégica de los microorganismos e inatugarbono, nitrogeno, azufre, fosforo,
elementos trazas y vitaminas. (40)(50)
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- FUENTE DE CARBONO

La mayoria de las bacterias utilizan compuestosadeono como fuente de energia y otras,
para la sintesis de elementos celulares. Los agensi fotosintéticos reducen el dioxido de
carbono (CQ a glucosa y otras moléculas organicas. Los osgaws autotrofos emplean
nutrientes completamente inorganicos; mientras lgaeheterdtrofos requieren nutrientes
orgéanicos. (40)(50)

- FUENTE DE NITROGENO

Todos los organismos, incluyendo los microorgangnm@cesitan nitrdgeno para sintetizar
enzimas, proteinas y acidos nucleicos. Algunos aoiganismos obtienen el nitrogeno a
partir de fuentes inorganicas y otros adquierererlargia mediante el metabolismo de
sustancias que contienen nitrdgeno inorganico.drosesos por los cuales las proteinas y
los acidos nucleicos son sintetizados, estan dimestte relacionados con la informacion
genética contenida en la célula. El producto fidal todas las vias de asimilacion del
nitrégeno es la forma mas reducida del elementonpeimonio (NH2).

Muchos microorganismos poseen capacidad para asimlil nitrato (NO3 y el nitrito
(NOZ) de manera reductiva al convertir a estos ionemssniaco (NH3). (40)(50)

- AZUFRE Y FOSFORO

Ademas del carbono y el nitrégeno, los microorganis necesitan un suministro de ciertos
minerales, especialmente azufre y fosforo, los esuabon componentes celulares
importantes. Ellos obtienen el azufre a partir @& dales inorganicas de sulfato y de los
aminoacidos que contienen azufre, y lo utilizanaeelaboracion de proteinas, coenzimas y
otros componentes celulares. El fésforo es adquipdncipalmente, mediante iones fosfato
inorganico (P@") y lo emplean para sintetizar ATP, fosfolipidogcjdos nucleicos. (50)
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- ELEMENTOS TRAZAS

Muchos microorganismos requieren una variedad dmesitos trazas, usualmente en la
forma de iones. Todos los organismos necesitatacentidad de sodio y cloro, y los

haldfilos lo requieren en grandes cantidades. Rotdenc y Manganeso son usados para
activar ciertas enzimas. El Cobalto es necesalws arganismos que sintetizan vitamina
B1,. El Hierro es importante para la sintesis de casfms que contienen el nicleo heme y
para ciertas enzimas. (50)

Las bacterias Gram positivas requieren calcio fmeintesis de las paredes celulares y los
organismos formadores de esporas, para la sidiesss paredes de la espora. (50)

- VITAMINAS

Las vitaminas necesarias para algunos microorgasisimcluyen inositol, acido félico,
vitamina B, y vitamina K. Los microorganismos patdgenos hursamguieren a menudo
una variedad de vitaminas y por esta razon sonceapde crecer solamente cuando pueden
obtener esas sustancias a partir del organismcetiesp El desarrollo de tales organismos
en el laboratorio necesita un medio complejo ell ceatenga todos los nutrientes que
normalmente obtiene de sus hospederos. (40)(50)

1.6.3.2. Factores ambientales que afectan el crecimiento

El crecimiento microbiano puede estar influido poa variedad de factores, tanto fisicos
como nutricionales. Los factores fisicos incluylanconcentracion de iones hidrogeno (pH),
la temperatura, la concentracion de oxigeno, laduad, la presion hidrostatica, la presion
osmoética y la radiacién. Los factores nutricionat@smprenden: la disponibilidad de

carbono, nitrégeno, azufre, fésforo y otros miresal en algunos casos vitaminas. (59)
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1.6.3.2.1. Factores nutricionales

Para realizar estudios sobre metabolismo microbipaplo general es necesario preparar
medios completamente sintéticos en los cualesa@risticas y la concentracion de cada
ingrediente sean exactamente conocidas. La maglerilas microorganismos de vida libre
crecen bien en extracto de levaduras, mientraslagidormas pardsitas pueden requerir
sustancias especiales que se encuentran Unicaeref@esangre o en extractos de tejidos
animales.

Para muchos organismos, un solo compuesto (comaminoacido) puede servir como
fuente de energia, de carbono y de nitr6geno; oeggieren un compuesto diferente para
cada una de ellas. (50)

1.6.3.2.2. Factores fisicos

- CONCENTRACION DE IONES HIDROGENO (pH)

La acidez o alcalinidad de un medio es expresadéarennos de pH. Los microorganismos
tienen un pH éptimo en el cual se obtiene el mgjecimiento. Comunmente, el pH 6ptimo
es neutro (pH 7), y la mayoria de los microorgansmo se desarrollan a una unidad de pH
por encima o por debajo de su pH 6ptimo. (50)(59)

Las bacterias son clasificadas como acidofilastraglas y alcalinéfilas de acuerdo con las
condiciones de acidez o alcalinidad que ellas puddkrar. Las bacteriaacidofilas se
desarrollan en un rango que va desde pH 0,0 hgktads bacteriaseutréfilascrecen en un
rango de pH 5,4 hasta 8,5; incluyéndose en esfgogrula mayoria de las bacterias que
causan enfermedades en el hombre. Las bacter@mafitas se desarrollan entre un pH 7,0
hasta 11,5Vibrio cholerae,agente causal del colera, se desarrolla mejor@Hucercano a
9. (59)

- TEMPERATURA
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La mayoria de las bacterias se desarrollan a ugorde temperatura por encima de 30°C,
pero las temperaturas minimas y maximas varianidenablemente para las diferentes
especies. Las bacterias pueden ser clasificadaaciudedo con el rango de temperatura al
cual se desarrollan, en psicrofilas, mesofilasrimédilas; y a su vez sub-clasificadas como
obligadas o facultativas. Obligad&gnifica que el organismo debe tener las condason
ambientales especificas, y facultatiyae el organismo es capaz de tolerar las condigione
ambientales, pero puede desarrollarse, ademas;ceanobiente.

Las bacterias psicroéfilas se desarrollan mejoreetfry 20°C, y pueden ser subdivididas en
psicréfilas obligadas cuando no crecen por enciendC y psicréfilas facultativas cuando
son capaces de crecer por debajo y por encimade R8s bacterias mesofilascluyen a

la mayoria de las bacterias y se desarrollan aango de temperatura entre 30 y 37°C. Las
bacterias patdgenas al hombre estan incluidastarcategoria y la mayoria de ellas crecen
mejor a una temperatura cercana al cuerpo humarfiC)3Las bacterias termdfilas se
desarrollan mejor a temperaturas entre 50 y 69). (

- CONCENTRACION DE OXIGENO

Las bacterias, especialmente las heterodtrofas gousetr divididas en aerobias, que requieren
oxigeno para crecer, y anaerobias, las cuales regjloeren. Los microorganismos aerobios
obligados, tales com®seudomonagjue causa muchas infecciones adquiridas en pitabs

se desarrollan en presencia de oxigeno libre; migrgue los anaerobios obligados, tales
comoBacteroidesmueren en presencia de oxigeno libre. Entre estosngos se encuentran
los microorganismos microaerofilicos que se delarronejor en presencia de una pequeia
cantidad de oxigeno libre. Los microorganismos niaes facultativos son capaces de
desarrollarse en ausencia y en presencia de oxidgedllus y Staphylococcusson
anaerobios facultativos y se encuentran en elatredestinal y urinario donde soélo esta
disponible una pequefia cantidad de oxigeno. (48)(59

- HUMEDAD

Generalmente todas las células con un metabolisthpaequieren agua del ambiente. A
diferencia de los organismos superiores, los osgaws unicelulares estan expuestos
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directamente a su ambiente. La mayoria de lasasthégetativas sélo pueden vivir pocas
horas sin humedad; sélo las esporas y los orgasi$onmadores de esporas pueden existir
en un ambiente seco. (43)(59)

- PRESION HIDROSTATICA

Las bacterias que viven a altas presiones muersonsimantenidas en el laboratorio pocas
horas en condiciones de presion atmosférica estanda

- PRESION OSMOTICA

La mayoria de las bacterias pueden tolerar un rangmio de concentraciones de sustancias
disueltas. Su membrana celular contiene un sistenzamatico llamado permeasas que
regulan el movimiento de las sustancias disuedtagsavés de las membranas. Si la
concentracion fuera de la célula se torna demasilidpla pérdida de agua puede inhibir o
detener el crecimiento celular. Ciertas bacterlamddas halofilicas requieren de una
moderada a gran cantidad de sal y se hallan ecéaino donde la concentracion de sal
(3,5%) es Optima para su crecimiento. (59)

- RADIACION

La energia radiante, particularmente la luz ultoketa, puede causar mutaciones y
eventualmente ocasionar la muerte de los organisn®i® embargo, algunos

microorganismos tienen pigmentos que los protegela dadiacion y ayudan a prevenir el
dafio del ADN. Otros poseen sistemas enzimaticospgeelen reparar algunos tipos de
dafios del ADN. (43)(59)

1.6.4. METODOS DE CULTIVO

Debido al pequefio tamafio de los microorganismofmftamacion que puede obtenerse
acerca de sus propiedades a partir del examersdiediwiduos es limitada; en la mayoria de
los casos se estudian poblaciones que contienéneslo miles de millones de individuos.
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Estas poblaciones se obtienen al hacer crecer im®amganismos bajo condiciones mas o
menos bien definidas, como cultivos. Un cultivo quantiene solamente una clase de
microorganismo se conoce como -cultivo puro-; et gomprende mas de una clase de
microorganismo se denomina -cultivo mixté&n el estudio de los microorganismos es
importante tener presente que el cultivo es unqaliotiento mediante el cual se promueve
el crecimiento de los microorganismos al brindaldsscondiciones ambientales adecuadas,
y el aislamiento de un organismo en cultivo purediante la aplicacion de técnicas de
laboratorio para separarlo de las poblaciones mix8)(50)(59)

1.6.4.1. Aislamiento de un organismo en cultivo puro

Para estudiar las propiedades de un organismeea@Esario no sélo su aislamiento a partir
de una poblacion microbiana natural mixta, sinobiém su mantenimiento y el de su
descendencia en estado aislado, en un ambierfieia@reén el que se impida el acceso de
otros microorganismos. Para esto se cuenta coosvarétodos: (43)(47)

- SIEMBRA EN PLACA

La manera mas facil de obtener cultivos puros darlimroorganismos que forman colonias
sobre los medios sdlidos, se lleva a cabo mediangeparacion e inmovilizacion de los
organismos individuales sobre o dentro de un mediwitivo solidificado; cada célula
crecera dando una colonia aislada cuya transfergugide hacerse facilmente. (59)

La sustancia solidificante ideal para la mayoredd los medios de cultivo microbiolégicos
es el agar, un polisacéarido acido extraido deaseatgas rojas. En una concentracion de 1,5-
2 %, en suspension acuosa, se disuelve a 100°@rdioruna solucion clara que solidifica a
45°C, la cual no volvera a licuarse hasta tempestmayores de 80°C, de manera que
cualquier temperatura empleada para la incuba@étepor puede ser usada. (59)

La siembra por estria es el método mas util de san@n placa y se realiza empleando un
asa de alambre estéril que se introduce en la ssigpeoriginal para luego hacer una serie
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de estrias paralelas, no superpuestas, sobre aca g agar. Al ir avanzando la estria, el
in6culo va disminuyendo hasta obtener colonias hisladas sobre el agar. (43)

Alternativamente, los aislamientos pueden haceoseptacas sembradas por vertido, para
ello una suspension del microorganismo se mezelaktmedio de cultivo que contiene agar
fundido el cual se vacia en placas de Petri esterduando el agar se solidifica, las células
se inmovilizan y se desarrollan dando coloniasdas. (28)

- DILUCION

Los métodos de siembra en placa por lo generalsatsfactorios para el aislamiento de
bacterias y hongos. Sin embargo, muchos protozmos&lo cultivables en medio liquido.
Con una suspension del microorganismo, se realieadilucion en serie utilizando un
medio estéril y se inocula un gran nimero de tulms el medio de cultivo, con partes
alicuotas de cada una de las diluciones sucegamso resultado de esto, si un tubo muestra
algun crecimiento subsiguiente, existe una eleyadbabilidad de que este crecimiento sea
el resultado de la introduccién de un solo organiqi28)

Cuando no puede aplicarse ni el método de siembnalaza ni el de las diluciones, una
alternativa consiste en recurrir al aislamiento rogcopicamente controlado, de un solo
organismo a partir de una poblacién mixta. (16)(28)

- CULTIVO DE HONGOS

La mayor parte de los hongos existen en la nazaalteroliferan con facilidad en presencia
de fuentes simples de nitrégeno y carbohidratos toltivos para hongos se hacen
comunmente en juegos de pares, uno incubado entee3®°C y el otro entre 35 a 37°C.
(50)
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1.6.5. CRECIMIENTO MICROBIANO

Se define como crecimiento al aumento ordenadodiestlos componentes quimicos de un
organismo. El aumento de masa (tamafio) no resaltarecimiento verdadero, ya que las
células pueden estar incrementando sus reserydanda agua, etc.

Las bacterias que se adaptan a un medio adecuatcsentran en un estado de crecimiento
equilibrado donde la duplicacion de la biomasaasgnta la duplicacion de todas las demas
propiedades medibles como son el ARN, ADN, proteinal agua intracelular.

La existencia de este crecimiento equilibrado esg@da ayuda a la hora de medir el
crecimiento bacteriano pues, como todos los comypeseposeen la misma velocidad de
crecimiento, basta medir uno de ellos para detemt@misma. (50)

La multiplicacion celular es una consecuencia detimiento, esta conduce al aumento en
numero de individuos originando una poblacion dieal (16)(27)(50)

1.6.5.1. Curva de crecimiento microbiano

En un crecimiento equilibrado, la velocidad de amtmede bacterias en un tiempo
determinado es directamente proporcional al ndmenmasa de bacterias presentes en ese
tiempo. (50)
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FOTOGRAFIAN°2 CURVA DE CRECIMIENTO MICROBIANO (50)

1. FASE |: FASE LAG O DE RETRASO Vc=0

Adaptacién a un medio ambiente de células empataedel arsenal metabdlico (enzimas)
y de sustratos como resultado de las condicionsfawtwables al final del cultivo. Existe un
cese parcial de las funciones metabdlicas.

Formacion de enzimas y metabolitos intermediariesesarios para la reanimacion del
crecimiento. (50)

2. FASE Il: FASE DE ACELERACION POSITIVA Vc=CRECIENTE

Las células disminuyen de tamafio, comienzan azartiié las reservas, aparecen nuevas
funciones. (50)
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3. FASE lll: FASE EXPONENCIAL O DE CRECIMIENTO LOGARIT MICO

Vc=CONSTANTE

Proceso de catalisis que conlleva al aumento enaf@xponencial de la masa bacteriana.
Existe un equilibrio de flujo de material. Estegeso se mantiene hasta que:

- Se agoten los nutrientes (fundamentalmente oxigaros aerobios).
- Se acumulen muchas sustancias toxicas que inhilza@ogmiento.

- Se pongan de manifiesto las propiedades mas inmpestde la célula. (50)

4. FASE IV: FASE DE DESACELERACION O RETARDO Vc= DECRECIENTE

Estadio de deficiencia. Las células viven del mataimo enddgeno, disminuye la velocidad
de crecimiento. (50)

5. FASE V: FASE ESTACIONARIA MAXIMA Vc=0

Cese completo del crecimiento por agotamiento deilemtes y acumulo de sustancias
toxicas. Pérdida lenta de células por muerte cosgundebido a la formacion de células
nuevas mediante su crecimiento y division. (50)

6. FASE VI: FASE DE DECLINACION O Muerte Vc= NEGATIVA (MUERTE)

Aumento de la tasa de mortalidad hasta un nivees@®. Persiste un nimero pequefio de
sobrevivientes por meses 0 afios a expensas daetlentes de las que mueren.

La célula pierde toda capacidad para los procesgsadativos. (50)
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1.7. DESCRIPCION DE LAS BACTERIAS EN ESTUDIO

1.7.1. Staphylococcus aureusTCC 6538

1.7.1.1. Taxonomia

Reino Bacteria
Phillum Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Bacillales

Familia  Micrococcaceae
Género  Staphylococcus
Especie  aureus

1.7.1.2. Morfologia

Son esféricos frecuentemente en forma de racinmmo,tpenbién pueden observarse aislados,
en parejas, en cadenas cortas o en tétradas; afcdez0,5 a 1 micro de diametro, Gram-
positivos e inmoviles, normalmente acapsuladospmoan esporas. (14)

Staphylococcus aureuss un microorganismo del reino de los protistaspliamente
distribuido en el ambiente, coloniza al hombre ynmmbtes. EI hombre es portador
asintomatico entre un 20 y un 40% de los adultossg forma parte de la flora normal de
muchos sitios del organismo como piel y nasofariggieacto gastrointestinal, causando
diversas manifestaciones clinicas. Casi toda parpogsenta algun tipo de infeccion or
aureusdurante la vida, que varia en gravedad desde g#oXin alimentaria o infeccion
cutaneas menores hasta infecciones graves potaeaig mortales. (28)(57)
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La palabra griega “staphyle” significa racimo deasivy constituye la raiz del término
genérico, en tanto aureus hace referencia al pignaorado caracteristico de la especie.
Tipicamente en el aislamiento inicial el microorigamo produce su color caracteristico
amarillo dorado, pero esta facultad es variabledsmdose blancas o péalidas después del
cultivo en el laboratorio y aun frecuentemente atemal clinico. (28)

Las colonias son opacas, circulares, lisas y esjteraconsistencia es mantecdaaureus
crece en TSA o Agar nutritivo, pero en Agar sangesarrolla colonias de 2-3 mm de
diametro en 24 horas. (14)

Se lo clasifica como Gram positivos pero la faalli@ conservar el cristal violeta cambia
sobre todo en cultivos viejos, observandose vadidaloi con el Gram e incluso pueden

parecer Gram negativoS. aureuses un coco inmévil, capaz de presentarse aislado, e
pares, en cadena corta o en racimos irregulareadaila ultima disposicion la mas

caracteristica. (8)

Son organismos que no forman esporas, sus diametrias entre 0.7 y 1.2 micras; crecen
en cultivos con altas concentraciones de clorureatko y bilis en forma abundante. Las
colonias de5.aureuson redondas, convexas, cuando estan bien ai¢gledas de 1 a 3 mm
de diametro y de color amarillo dorado debido a pigmento compuesto de dos
caratenoides, d-caroteno y sarcinaxantina. (21)

La mayoria de cepas elaboran la enzima coagulapazae coagular el plasma también
producen toxinas conocidas como estafilolisinaspddo se incluyen cuatro tipos de

hemolisinas, destacando la hemolisina alfa, prateapaz de lisar diversos tipos de células
incluyendo los leucositos humanos; producen adesndtancias como la hialuronidasa,

estafiloquinasa, lipasa, proteinasa, nucleasa (Ed\lyaRN-asa).

Existen cepas que producen penicilinasa, la cuadtiva la porcion beta-lactama de la
penicilina, esto explica la resistencia del micgamismo a los antibioticos. La pared
estafilocécia contiene una columna vertebral detig@égiucano y acidos teicoicos
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especificos de cada espe@eaureugposee un componente antifagocitario de superigie,
proteina A, unida a la pared de peptidoglucano,o pgue puede ser liberado
extracelularmente. (9)

La mayor parte de las cepasSleaureusermentan el manitol, soportan concentraciones del
7.5 a 10% de sal, y crecen en un medio de agaalcohol feniletilico, y son relativamente
resistentes a la polimixina. Las caracteristicateraores favorecen su aislamiento de
material fecal. (29)

Una caracteristica importante 8e aureuses su facultaghara desarrollar resistencia a los

antibioticos, al menos el 90% de cepas de estafitlux hospitalarios son resistentes a la
penicilina, gracias a la penicilinasa, es menacudente la resistencia penicilinasa
resistentes, como la metilcilina, pero existen sapatilcilina, pero existen cepas meticilin-

resistentes d8. aureusas cuales han alterado el sitio de ataque. (28)

1.7.1.3. Crecimiento

La familia Micrococcaceae son aerobios o anaerdidiagitativos, algunas cepas necesitan
de determinada atmosfera de Q8ara su crecimiento, crecen en medios ordinaries y
presencia de una elevada concentracion salinal(QP®% de NaCl). Pueden producir
pigmentos desde blanco, naranja o amarillo hastdoeddo. Algunas cepas son beta-
hemodliticas en agar sangre. La temperatura Optenaetimiento es de 37 °C pero tienen un
intervalo de temperatura 10-45°C. La temperaturdim@ para el crecimiento del
estafilococo es de 37°C aunque su desarrollo skupeofacilmente a temperaturas tan bajas
como los 5°C y tan altas como 45°C el pH fluctiaeeid,4 a 7,6 y los valores extremos de
pH varian de 5-9. (14)

En los caldos de cultivo permanecen vivos a la eatpra de la estufa por tres semanas
durante tres a cuatro meses a la temperatura lwhtario. Las siembras en agar nutritivo
mantenidas en refrigeracion conservan su vitaldladnte un afio. La mayoria de las cepas
de estafilococos patégenos son destruidas portaat@nto a 80°C por espacio de una hora
mientras que, casi todas las bacterias muerenirarias a 60°C. El aldehido formico al 2%,
el agua oxigenada al 1% los destruyen en algunogtos. (14)(34)
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1.7.1.4. Patogenicidad

Para fines clinicos, los estafilococos se iderificomo:S. aureus, S. epidermidientre
otros, en la mayoria de los laboratorios.

S. aureuses potencialmente patdégeno, las infecciones kstaficas especificas son los

foranculos, el impétigo ampollar, la osteomielite,enteritis y la intoxicacion alimentaria

por enterotoxina. Se comprueba que éstos causastimfies en muchos tejidos, érganos y
tractos del cuerpo como: endocarditis, septicemaningitis, orzuelos, neumonia, cistitis y

sepsis puerperal, etc. (14)

S. aureuspuede producir una variedad de procesos infecgiqae van desde la infeccion
cutaneas relativamente benignas hasta enfermedeti@sicas potencialmente fatales. Las
infecciones cutaneas incluyen foliculitis simplelympétigo (infeccion superficial de la piel
en nifios). (28)

En cuanto a infecciones profundas, se pueden d#aarinfecciones mas extensas y
profundas a partir de infecciones cutaneas, enddgem de una exposicion a fuentes
exdgenas. Un recién nacido que es hospitalizadoeskp al estafilococo puede adquirir una
neumonia o0 una septicemia fatal. Los ancianos e dxperimentado un ataque de
influenza pueden sucumbir a una neumonia estafiicedLa osteomielitis, una infeccion

del hueso y médula 6sea que asume la forma desgesbresulta dificil de erradicar.

También hay cepas & aureugjue pueden producir intoxicaciones alimentaridsdiea la
elaboracion de exotoxinas durante su desarroli@iprentos contaminados. Dos a tres horas
después de la ingestion de ésta causa un cuadactez&mado por vomitos violentos,
calambres, diarreas y postracion, raras vecestals & paciente se recupera en un lapso
maximo de 24-48 horas. (14)(28)(40)

1.7.1.5. Caracteristicas bioquimicas
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Catalasa positivos

Produccién de 4cido a Condiciones aerobicas y
partir de glucosa anaerodbicas

Manitol positivo

Fosfatasa positiva

Coagulasa positivo

Reduccion Nitrito a positivo

nitrato

(14)

1.7.1.6. Caracteristicas generales de cultivo d8. aureus

Los estafilococos en agar sangre desarrolla abterdante en un tiempo de 18-24 horas.
Las colonias tienen de 1-3 mm de didmetro, fre@reahte opacas, grandes, circulares,
lisas, elevadas, de consistencia viscosa o crerapsa) medio primario como el agar sangre
son faciles de reconocer y al colorearles los rasige cocos Gram-positivos provenientes
de cultivos liquidos son sumamente caracterist{@d3(47)

Aislado inicialmente elS. aureusproduce un pigmento amarillo dorado; sin embaggo,
muchos casos las colonias son blancas o incoldwasyue el color blanco o incoloro de
dichas colonias ha sido interpretado como critaditerencial para identificar &5.
epidermidisaungue esto no es seguro. La actividad hemoéiiqgaropia dé&. aureus(58)

S. aureusproducen catalasa, ya que poseen esta enzimaeggendpone el perdxido de

hidrogeno en oxigeno y agua. Quimicamente es umapreteina de estructura similar a la
hemoglobina. También es coagulasa positivo, laesidina enzima proteica de composicion
guimica desconocida con actividad semejante a dagonbina, capaz de transformar el
fibrinbgeno en fibrina, provocando la formaciénuwtecoagulo visible. (34)

En cuanto a la fermentacién en manitol las colod@$S. aureusse desarrollan bien en el
medio formando un halo amarillo en el agar circumelague indica la produccion de acido a
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partir del manitol (el indicador de rojo de ferms amarillo a un pH inferior a 6,8 puesto
gue el pH final del medio esta estabilizado a pH [a produccion de cantidades pequefias
de acido hace que se produzca el color). (14)

1.7.2. Pseudomonas aeruginogd CC 27853

1.7.2.1. Taxonomia

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gamma Proteobacteria
Orden Pseudomonadales

Familia  Pseudomonadaceae
Género Pseudomona
Especie  P. aeruginosa

1.7.2.2. Morfologia

Etimolégicamente Pseudomonasignifica falsa unidad, del griegoseudo que significa
falso, ymonas que significa unidad simple. El nombre fue usauicialmente en la historia
de la microbiologia como sinénimo de gérmerasuginosaes el nombre latino para el
cardenillo u 6xido de cobre. Esto describe el pigim@zul verdoso bacteriano, visto en los
cultivos de laboratorio de. aeruginosa(28)

Son bacilos Gram negativos pequefios bastoncilligades de 1.5 mm y 3 mm. Estan
unidos en pares y en cadenas cortas, posee utoffagar. Crece 30° a 37°, aerobio estricto
y su fuente de energia: Oxidacion de azucaressmaeehtadores, (no fermentan la glucosa),
son oxidasa-positivos (la oxidaciéon comprende deln3porte por citocromo “C”), es
aerobico pero facultativamente anaerdbico y la mayae las especies producen pigmentos:

Piocianina azul-oscuro
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Pigmentos Fluorescentes Luz UV
Pioverdinas amarillo-verdoso o amarillo parduzco
Piomelanina marrén-negro

(28)

1.7.2.3. Patogenicidad

Este patdégeno es oportunista de individuos inmumpcometidosPs. aeruginosanfecta el
tracto pulmonar, el urinario, tejidos, heridasambién causa otras infecciones de sangre.
Pseudomonapuede causar neumonias a grupesesitando a veces ayuda mecdénica para
superar dichas neumonias, siendo uno de los masnesmagentes aislados en muchos
estudios. La piocianina es un factor de virulend® la bacteria. Sin embargo, la
investigacion indica que el acido salicilico puadgbir la produccion de piocianina. Uno en
diez hospitales se infecta cBseudomonad.a fibrosis quistica estad también predispuesta a
la infeccidbn conPs. aeruginosade los pulmonesPs. aeruginosaes el causante de
dermatitis, causada por disminucion del controladealidad del agua de bebida. EI mas
comun causante de altas fiebres en infeccionePsesaeruginosa También ha estado
involucrado en foliculitis de tinas de agua cakenén especial aquellas sin un control
higiénico continuo. (28)

En el hombre es el agente causal de una seripa®diinicos conocidos como piocianosis.
Causa conjuntivitis virulenta en recién nacidosidees ulcerativas de la cornea, meningitis,
endocarditis y septicemia son afecciones de cumstaim(22)

Pseudomonas aeruginoga el pseudomonadal que con mayor frecuenciecapes de las
muestras clinicas. La infeccion es especialmemegpgnte entre pacientes con quemaduras,
fibrosis quistica, leucemia aguda, trasplantesrdans y adiccion a drogas intravenosas.
Las infecciones se observan habitualmente en tass ®n los que tiende a acumularse
humedad: traqueostomias, catéteres permanentemjadues, oido externo (oido del
nadador) y heridas cutaneas oxidativas. (28)(39)
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La exudacion de pus azulado, con olor a uvas pirddymor la piocianina, es caracteristica
de P. aeruginosatambién produce infecciones del tracto urinaridey tracto respiratorio
inferior; éstas Ultimas pueden ser graves e incamenazantes para la vida de huéspedes
imunocomprometidos. EI m.o también produce infaoeso oculares devastadoras. La
gueratitis porPseudomonada infeccion de Ulceras de la cornea y la entioits deben
encararse como una emergencia medica que puedalrs@rante y que amenaza con la
pérdida permanente de la vision. Con regula frezimeaparecen en bibliografia casos
aislados de endocarditis, meningitis, abscesosbi@es e infecciones Oseas por
diseminacion hematica. La mayoria de los casos ndi®carditis requiere un remplazo
valvular debido a que la infeccién es dificil deadicar. (28)(39)

P. aeruginosgproduce varias sustancias que suponen aumentaolaizacion e infeccion

de tejidos del huésped. Estas sustancias juntaucarvariedad de factores de virulencia,
incluidos el lipopolisacéarido (LPS), la exotoxina, Aa leucocidina, la viscosidad
extracelular, las proteasas, fosfolipasa y varteescenzimas hacen que ésta bacteria tenga
mayor importancia clinica dentro de los bacilosnsreegativos no fermentador (BNF). (28)

Con plantas,Ps. aeruginosanduce sintomas de "pudricién de raices" érabidopsis
thalianay Lactuca sativglechuga). (50)

1.7.2.4. Caracteristicas bioquimicas

Piocianina positivo
Pioverdina positivo
Desarrollo o crecimiento a 42°C  positivo
O-F glucosa Oxidativo o inerte
oxidasa positivo
Movilidad positivo
Arginina dehidrolasa positivo
Hidrdlisis de la gelatina positiv@o)
Ureasa \%
Reduccidn de nitrato (N4p positivo(74)
Gluconato positivo
Manitol \%

Indol negativo
Citrato positivo
catalasa positiva

Kanamicina R
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Carbenicilina S

V (11-89%): de las cepas positivas, los nUmerosquaréntesis indican el porcentaje de
cepas que dan reaccion positiva. (6)(28)

1.7.2.5. Caracteristicas generales de cultivo de. aeruginosa

P. aeruginosaequiere un medio aerobico para su crecimientar@ptEn caldo simple se
desarrolla en exceso, forma una fuerte turbiedaidlpay pelicula, forma un denso agrado
gue parece polvo de tiza facilmente desintegrasesaracteristico un olor intenso debido a
la trimetil-amina, el medio se torna de color veiidado. (27)

En agar simple, las colonias son grandes redobd#iantes, de borde continuo u ondulado,
grisdceas con el centro opaco y periferia traséygitH 6.8 a 7.2, la colonia no toma color
por el pigmento elaborado, este se difunde al mgaiporcionandole una tonalidad verdosa
fluorescente en los primeros dias, que postericiersEvuelve parda. (9)(27)

1.7.3. Candida albicanATCC 10231

1.7.3.1. Taxonomia

Reino Fungi

Filo Deuteromiceta
Subfilo Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Orden  Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Candida

Especie C. albicans

1.7.3.2. Morfologia
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El GéneroCandida comprende mas de 150 especies, cuya principattesistica es la
ausencia de forma sexual, con excepcion de algespescies micéticas. Son clasificadas
como levaduras, las cuales corresponden a hongos wwo modo de desarrollo
predominantemente unicelular. Solamente una dodendas especies pertenecientes al
GéneroCandidaposeen la facultad de adaptarse a una temperaaudd € y pueden ser
ocasionalmente patdgenas para el hombre, estangerotrasC. albicans, C. tropicalis, C.
kefyr (pseudotropicalis), C. krusei, C. guillermgn€. parakrusei, C. zeylanvides, C.
stellatoidea y C. brumpti(14)

C. albicanses una levadura, cuyas células en yema son redangdadas u oblongas de 2.5
por 3-14um y de paredes delgadas, se presentan solas @ismsapresentan coloracion
azul al Gram. (9)

Forma clamidosporas de pared gruesa sostenidaslaisénte o en racimos, habitualmente
en los apices de pseudohifas y blastoconidias pidds en densos racimos regularmente
espaciados a lo largo de las pseudohifas. (58)

Es un hongo dimorfo capaz de producir hifas y noselerdaderos, a menudo forma
pseudomicelios compuestos de pseudohifas. Las gmeulares d€. albicanscontiene
los constituyentes micéticos tipicos y ademas casims no identificados que son
toxicos.(27)

1.7.3.3. Patogenicidad

C. albicanses un agente colonizador habitual de la piel yosas humanas. En promedio, el
25-30% de los individuos son portadores Glealbicansen la cavidad oral, con mayor
incidencia en los lactantes, nifios pequefios y passoon SIDA. La mala higiene bucal y
las dentaduras postizas aumentan la tasa de pgortacal. Alrededor del 50% de las
personas posedl. albicansen su tracto gastrointestinal y alrededor del 3@%as mujeres
tienen colonizacién vaginal en algdn momento. Latgoion vaginal es particularmente
prevalente durante el embarazo. (46)(47)
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La capacidad de ciertas cepaslealbicansde sufrir un cambio fenotipico, es decir, la
formacién de tipos de colonia en apariencia difexeen particular las que muestran
formacion de franjas discontinuas cuando se cultiea medios sintéticos especificos, se
asocia de manera estrecha con la videncia e invésidar. (28)

La candidiasis es la mas frecuente de las micasisngaticas, causa alrededor del 25% de
todas las muertes dependientes de hongos. La ¢asidids una infeccién aguda o subaguda
provocada pok. albicans éste hongo puede ser aislado de heces, vagirganga, ufas,
bronquios y los pulmones de pacientes en qui@gméecanismos de defensa normales se
hallan alterados por otra enfermedad, por ejemptoepempleo excesivo de antibidticos o
agentes inmunosupresores. También existen repdetesertas infecciones de la sangre
como, endocarditis (en drogadictos) y meningitastanada po€andida.(14)

1.7.3.4. Caracteristicas bioquimicas

(6)(28

Maltosa positivo
Sacarosa positivo
Trehalosa positivo
Galactosa Positivo
Celobiosa  Negativo
Xilosa Positivo
Rafinosa Negativo
Lactosa Negativo
Dulcitol Negativo
Melibiosa  Negativo
Ureasa Negativo
NOs NO, Negativo

Pseudohifas positivo

Actidiona

R
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1.7.3.5. Caracteristicas generales de cultivo d€andida albicans

Candida albicansa temperatura ambiente existe como levadura, peando se inocula
dentro de un huésped susceptible o cuando sonamds con bajos potenciales de oxido-
reducciéon forman filamentos denominados pseudoiogeEn cultivo se trata de una
colonia de crecimiento rapido (2-5 dias) p de onéto lento (2-3 semanas). (22)

C. albicanscrece rapidamente en agar Sabouraud, agar sangeetripticasa y en otros
medios enriquecidos. (21)(22)

En agar glucosado de Sabouraud germina bien y peodolonias que recuerdan las
bacterianas; son irregulares, cremosas, hUumedasa®y al envejecer desarrollan hifas al
interior del agar. Son capaces de desarrollar§é@@a temperatura ambiente. (28)

El crecimiento es aerobio, diminutas colonias suaer visibles ya q las 24-36 horas y

alcanza un tamafo de 1.5 a 2 mm en aproximadarmaeatesemana en agar Sabouraud. Las
colonias por lo general son de color blanco peredpun tornarse cremas o bronce al

envejecer. (47)(50)

En el cultivo en el medio de Sabouraud podemoscelemias blancas, blandas, cremosas,
con olor a levadura. A la observacion de las mismasel microscopio hallamos
blastoconidias en la superficie y en la profundjdatl pseudomicelio compuesto de
pseudohifas; en las uniones de estas Ultimas sblastoconidias agrupadas en racimos, y a
veces hay clamidosporas en los extremos. (14)(@y)(5

1.7.4. Escherichia coliATCC 9637

1.7.4.1. Taxonomia

Reino Bacteria
Phillum Proteobacteria
Clase Gamma Proteobacteria
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Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Especie  E.coli

1.7.4.2. Morfologia

Las enterobacterias son bacilos gramnegativos €uecasiones, en cultivos jovenes, se
pueden observar formas cocobacilares y hasta @xoiflus bordes son rectos y sus
extremos curvos. El tamafio promedio de la maydgiastas bacterias oscila entre 0,5y 2
um de ancho, y de 2 a 4um de largo. La presencimdeapsula puede ser observada muy
rara vez en algunas cepaskeoli. (43)

Las bacterias pertenecientes a esta familia no gouetbsificarse sobre la base de la
coloracién de Gram, puesto que todos sus mieml@qgwesentan con la misma forma y
afinidad tintoreal. (43)

E. coli son bacilos de 1 a 3 um por 0.5 um, sus formasawatesde cocos a pequefios

bastoncillos, que se presentan solos, en parespras cadenas, agrupados, en general
moviles por flagelos peritricos, aunque existenavaes maoviles no flageladas. No forman

esporas; generalmente son no capsulados y Grarivesg$39)(43)

La temperatura 6ptima de crecimiento #e coli toleran temperaturas hasta de 42 °C. De
acuerdo con sus requerimientos de oxigeno sonieasdb anaerodbicas facultativas. Los
requerimientos de nutrientes en el metabolismoodeniiembros de esta familia no son

altamente exigentes y crecen de manera muy sinulalguiera de sus especies, en la
mayoria de los medios que se utilizan, por lo gdnen el laboratorio de microbiologia

clinica diagnostica, desde un agar nutriente, sgagre, agar-sangre-chocolate o caldo
nutritivo. (50)

En cultivos jévenes la forma cocobacilar es bastdirgcuente y en los cultivos viejos se
presentan formas de una dimension mayor. Producépmls de fibra que rigen su capacidad
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patdégena. Produce un tipo de enzima denominadarlmaiha que se sabe regular la flora
normal segun el principio de la antibiosis. (47)

1.7.4.3. Patogenicidad

E. colies la especie bacteriana mas cominmente recupardds laboratorios clinicos y ha
sido incriminada en enfermedades infecciosas qumuaran virtualmente todos los tejidos
humanos y sistemas de organBscoli es uno de los organismos comunes involucrados en
sepsis Gram negativa y shock inducido por endoé&sxibas infecciones del tracto urinario y
de las heridas, la neumonia en pacientes hospiakzinmunosuprimidos y las meningitis
en los neonatos son otras formas comunes de iafecausada pdt. coli. (28)

Las infecciones poE. coli pueden ser divididas en extraintestinales e inedss. Las
extraintestinales pueden ocurrir por el contactgelesona a personk. coli es una causa
comun de infecciones urinarias como: cistitis, ippgelpielonefritis, esto ocurre por la intima
asociacion entre el habitat normal de los micraosyaos y el tracto urinario, estas
infecciones estan alrededor del 20% de todas fesdiones urinarias en Hospitales. En
pacientes tratados. (29)

Las infecciones intestinales estan limitadas @taducidas por las seis clasesedeoli que
en la actualidad se consideran como patégenascastéestas son:

E. coli enteropatogena (ECEPE. coli enterotoxigénica (ECET)E. coli enteroinvasiva
(ECEI), E. coli enterohemorragica (ECEHE. coli enteroagregativd ECEA), E. coli
difusamente adherente (ECDA). (9)(28)
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CONSIDERADAS COMO PATOGENAS

ENTERICAS, CON SU FENOTIPO Y PATOLOGIA (28)

TERMINO

FENOTIPO PATOGENO

PATOLOGIA

E. coli enterotoxigena

Elaboracion de toxinas secretd
(LT, ST) que no dafian el epitel
mucoso

ri@8arrea del viajero”. El sintom
opredominante es una diarr
acuosa profunda, a menu
acompafiada de contraccion
abdominales leves. En algun
casos ocurren deshidratacion
vomitos

E. coli enteropatégena

Se adhieren a las cél
epiteliales en  microcolonig
localizadas y causan lesiones
adhesién y borrado.

uldsualmente ocurre en infantes.
scaracteriza por fiebre de bal
dgrado, malestar, vdmitos
diarrea, con una cantidd

mucha sangre.

prominente de moco, pero Sj

E. colienteroinvasiva

Invaden células epiteliales

Digéate las caracteristicq
sobresalientes son fiebre y colit
Sintomas de tenesmo, sangre
moco y muchos leucocitos €
materia fecal.

E. colienterohemorragica

Elaboracion de citotoxinas (SUTPiarrea

sanguinolenta cq
leucocitos. A menudo sin fiebr
Es comin el dolor abdominal.

E. colienteroagregativa

Se adhieren a células epitel
en un patréon gue hace recorg
una pila de ladrillos

dlEarrea acuosa, vomito
ateshidratacibn y con men
frecuencia dolor abdominal.

E. colidifusamente adherente

Se ha descrito una fim
superficial que media el fenotip

de adhesion difusa designag&eucocitos.

como F 1845 y que esta media
por genes que pueden g
cromosomales o estar portad

bberrea en nifos de 1-5 afq
oHeces liquidas sin sangre

da
er
0s

por un plasmido.

1%

1.7.4.4.Caracteristicas bioquimicas

Lisina descarboxilasa

Glucosa Positivo
Gas/ glucosa Positivo
Lactosa Positivo
SH, Negativo
Citrato Negativo
Fenilanina desaminasa  Negativo
Indol Positivo

Positivo
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Manitol Positivo
Movilidad Positivo
Ureasa Negativo

1.7.4.5.Caracteristicas generales de cultivo @escherichia coli

En los medios sélidos se observan colonias relagveée grandes, de color grisaceo, en agar
sangre se presentan colonias de aspecto grandendmillo metélico de color verdoso, con
olor caracteristico y fuerte, de aspecto humedde ybordes definidos. En los medios
liquidos, las cepas de enterobacterias enturbiameglio homogéneamente. Las diversas
tribus, géneros y especies que conforman la farffiserobacteriaceaeno pueden ser
diferenciados en los medios universales. La difgegion primaria de las distintas especies
se fundamenta en la presencia o ausencia de enzoddgadas por el material genético
cromosomal o adquiridas por medio de plasmidosasEstzimas se presentan en alguno de
los pasos del metabolismo bacteriano y puedenetectddas usando medios diferenciales o
selectivos, asi como medios para estudios de adibm de sustratos como son los
arbohidratos y para decarboxilacion o desaminad@m@minoacidos, a los cuales, ademas
del sustrato seleccionado, se les afiade un indigada poder detectar la utilizacion de este
en el metabolismo bacteriano. (50)
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CAPITULO Il

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGAR Y PRUEBAS DE ENSAYO

La presente investigacion se desarroll6 en:

- Laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de @Gisrae la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo.
- Laboratorio de Microbiologia Clinica de la FacultsglCiencias de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo.
2.2. RECURSOS MATERIALES
2.2.1. MATERIA PRIMA
Carrasquilla(Berberis halliii), vegetal que se consiguid en el cantdbn San Andréase
siguientes coordenadas S 01° 36, 078° 33'46, a una altitud de 2728m.s.n.m. a 8 km

de la ciudad de Riobamba, de lo cual se separ@ila parte principal para realizar el

extracto.
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2.2.2. EQUIPOS

DESCRIPCION

Z
o

Rotavapor R110

Bomba de presion

Autoclave P - C

Balanza analitica

Refrigeradora

Estufa bacteriologica

Cémara Digital

Computadora

O 00| Nl o O | W[ N|

Microscopio

=
o

Vortex

[
=

Ultrasonido

[EEN
N

Refractémetro

=
w

pH-metro

2.2.3. MATERIALES DE LABORATORIO

N° | MATERIAL

Asa de Helen

Guantes estériles

Mascarillas

Gorros

Mechero

Picnémetro

N O O B~ W NP

Pipetas de 15 mL
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8 Pipeta Graduada de D

9 Pipeta Graduada de hD
10 | Pipeta Graduada de 100D
11 | Pipeta Graduada de 500D
12 | Pipeta Graduada de 10000
13 | Probeta de 250 mL

14 | Probeta de 500 mL

15 | Probeta de 25 mL

16 | Reverbero eléctrico

17 | Paquete de algoddn

18 | Gasas

19 | Rollo de papel aluminio
20 | Papelfiltro

21 | Erlenmeyers 125mL

22 | Erlenmeyers 1000mL

23 | Vasos de precipitacion 1000 mL
24 | Viales con tapa

25 | Tubos pirex 25x100

26 | Tubos de ensayo 100x13 con tapas
27 | Tubos de Ensayo 100x75
28 | Tubos de Ensayo 150x15
29 | Papel toalla

30 | TermOmetro

31 | Gradillas

32 | Papelfiltro

33 | Tripode

34 | Embudo

35 | Varilla de agitacion

36

Viales estériles
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37

Baléon esmerilado

38

Balén aforado de 10MI

39

Frascos ambar

40

Cinta adhesiva

41

Jeringuillas

42

Cajas petri desechables

43

Aplicadores

44

Pera de succion

45

Puntas amarillas y azules

46

Filtro para urea

47

Fundas plasticas (transparentes, ne

y rojas)

gras

48

Fundas de tela

49

Parafilm

50

Placas Portaobjetos

51

Cubre objetos

2.2.4. REACTIVOS

=z
]

MATERIAL

Agua destilada

Agua potable

Alcohol (etanol 96°)

Cristal violeta

Lugol

Decolorante

Safranina

Aceite de inmersion

O O N| O O | W N|

Suero fisiolégico 0,85% (NacCl)
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10 | DMSO

11 | Sulfato de estreptomicina

12 | Caldo de soya tripticasa MERCK
13 | Agar de soya tripticasa MERCK
14 | Caldo cerebro corazon MERCK
15 | Agar Sauboraud MERCK

16 | Agar Base sangre MERCK

17 | Agar EMB MERCK

18 | Agar Manitol MERCK

19 | Agar SIM MERCK

20 | Reactivo de Ehrlich

21 | Agar KIA MERCK

22 | Agar con urea de Christensen MERCK
23 | Reactivo de Urea al 20%

24 | Agar citratado de Simmons MERCK
25 | Bacterias ATCC

2.3. FACTORES DE ESTUDIO

Los factores de estudio de esta investigacion fuero

- Evaluaciénin vitro de la actividad antibacteriana del extracto etandlie la raiz de
CarrasquillaBerberis halliij.

- Obtener bacterias ATCC activas y analizar la &daiy que poseen frente a los alcaloides
presentes en el extracto etandlico de Carrasquilla.

- Halo de inhibicion frente a cepas de bacterias AT@@ivas, relacionado con la

concentracion del vegetal utilizado.
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2.4. MATERIAL BIOLOGICO

Los microorganismos que se utilizé son los sigagnipificados por la ATCC:

N° BACTERIAS CODIGO

1 Staphylococcus aureus ATCC 6538
2 Escherichia coli ATCC 9637
3 Candida albicans ATCC 10231
4 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

2.5. METODOLOGIA

2.5.1. RECOLECCION

La raiz de CarrasquillaBérberis hallii) fue recolectada del cantdn San Andrés a
2728m.s.n.m. a 8 km de la ciudad de Riobambaaed4lide Octubre del 2010 con el criterio

gue deben ser raices de corteza color ceniza gldeaafé-amarillento que se encuentre en
perfectas condiciones y de tamafio considerable.

2.5.2. COMPROBACION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BOTANICA

Se tomo la raiz recolectada y se llevo al herbdeidea ESPOCH, dirigido por el Ing. Jorge

Caranqui, quien certificd el ejemplar.
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PROCESAMIENTO DE MATERIA PRIMA: LIMPIEZA Y DESINFECION
DEL MATERIAL VEGETAL

Se tomé la raiz y se elimina impurezas y cuerptsigas, sacudiéndola.

Se lavé con abundante agua por varias pasadasesgigndolas en un recipiente con agua.
Se dejé escurrir exponiendo al sol por aproximaddengna hora, hasta secarla.

Se procedi6 a triturar toda la raiz.

Si es necesario se obtiene diametros de mediagposde ser en forma de polvo.

Se almacené la droga evitando contacto con luznyeldiad en bolsas de papel si es posible

estéril o de plastico.

OBTENCION DEL EXTRACTO

Para el desarrollo de esta investigacion se llegab® el siguiente proceso, el mismo que

fue obtenido de la raiz del vegetal CarrasquiBlereris halliii).

2.5.4.1. Procedimiento

1.

En un recipiente de vidrio con su respediaga, se transfirid la droga cruda
triturada y pesada y se humedece directemeam el etanol a 96°, procurando
gue no quede liquido residual. (Generalmense emplea por cada gramo de
droga, 2mL de alcohol para la humectacio®e dio golpes con la palma de la

mano para que todo el material se humedezca. Serénaar 3-5 dias.

A los 3-5 dias se transfirio a un erlenmeyer deOifl0todo el material liquido

obtenido, en un proceso de decantacion, vaciaridodisel contenido liquido.
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3. Con ayuda de un embudo cuyo orificio de sakéacubri6 con papel filtro, se
transfirio el liquido decantado a otro erlenmeyer IDOOmML. De ésta manera
filtramos las impurezas que pudo contener el etdrac

4. Se coloco en un balon esmerilado (previamente pgsgdcontenido obtenido por
filtracion e iniciamos el proceso de concentraciel extracto por medio del
rotavapor.

5. El restante es secado, a presidbn o comovactravées de bomba de velocidad
moderada, ayudados de una estufa o hielo secdandwi lo mas posible la

expansion del extracto por el recipiente para epéadidas del mismo.
6. Se envaso en recipiente de vidrio apto para sdrdallo del estudio microbiolégico.
Si es necesario se refrigera a 4°C y se mantieam fdel alcance de la luz y
humedad.
2.6. METODOS GENERALES PARA EL ANALISIS DEL EXTRACTO
2.6.1. DETERMINACION DE LOS REQUISITOS ORGANOLERJDS
A. DETERMINACION DE OLOR
Se tomoé una tira de papelfiltro de apradamente 1 cm de ancho por 10 cm

de largo y se introduce un extremolaenmuestra de ensayo. Se huele y se
determina el olor caracteristico del producto.

B. DETERMINACION DEL COLOR
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Se tom6 un tubo de ensayo bien limgioseco y se llend hasta los 2cm. con la
muestra de ensayo y se observa el colar, transparencia, la presencia de

particulas y la separacibn en capas yrgerma los resultados.
C. DETERMINACION DEL SABOR

Se coloco una pequefia cantidad de muestra endd derla palma de la mano o en el dedo
indice e inmediatamente al contacto con la puntia #iengua se realiza la identificacion de
su sabor.

2.6.2. DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA

En primer lugar se pesa el picnOmetro vaciosego, posterior a ello se llena con la
porcion de ensayo y mantenemos a la temparatumbiente, y se lleva el liquido al
nivel empleado, si es preciso, con una tira @&Epel extraer el exceso Yy secar
exteriormente el picndmetro. Se pesa cuidadestamel picndmetro con la porcién de

ensayo.

En los resultados la densidad relativa se uti@alccon la siguiente formula:

_ P2-P1
J VP

Donde:

Pl peso del picnémetro vacio (Q)

P2: peso del picndmetro con muestra (g)

VP: volumen del picnometro (mL)

2.6.3. DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION
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Se coloca sobre el prisma de medicibn gwa de agua destilada, utilizando para
ello una varilla de vidrio que no tengantcs agudos, se ajusta el equipo
seleccionando la zona del espectro Vvisid@e aparece en la linea limite del
campo visual, moviendo el compensador crmmaty colocando la interseccion del

reticulo sobre la linea limite de los camglaro y oscuro.

Después de haber realizado el ajustel refractbmetro, se coloca una gota de
la muestra de ensayo sobre el prisma ddiadn, se cierra el termo prisma y se
enfoca la luz por medio del espejo, dedo tal que la misma incida sobre la
apertura de entrada del prisma de mediciorse proceda de la misma forma que

con el agua.

2.6.4. DETERMINACION DEL pH DE EXTRACTOS

Ajuste el equipo con la solucion reguladode pH adecuada al rango en que se
realizara la determinacion del valor @&l de la muestra. Se introduce directamente

los detectores del pH-metro en la muestra y sezeelal lectura.

2.7. REACTIVACION DE CEPAS MICROBIOLOGICAS ATCC

2.7.1. PREPARACION DE MEDIOS

A. PREPARACION DE CALDO DE CULTIVO CEREBRO CORAZON

Se prepar6 una cantidad suficiente de caldo cerebrazon y se reparten 25mL en 6
erlenmeyers individuales de 125mL previamente dst¢con tapones de gasa y algodon. Se

autoclavo a 121°C por 30 minutos y se enfrié parsuspension de bacterias.

B. PREPARACION DE AGAR BASE SANGRE, AGAR CON EOSINA Y AZUL DE
METILENO, AGAR SABOURAUD Y AGAR MANITOL
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Se prepard una cantidad suficiente de agar baggesagpsina, saboraud y manitol en 4
erlenmeyers de 1000mL respectivamente. Se llevaedullicion y se autoclavaron a 121°C
durante 30 minutos. Ya preparados y esteriliza@psgurtir en cajas petri una cantidad de

15mL. Al enfriar se invirtieron y almacenaron efrigeeracion en bolsas plasticas.

En el caso de agar base sangre, una vez preparesiernlizado el medio se dejé enfriar
hasta una temperatura de 45-50°C y se le afiadiOreticiones asépticas, del 15 al 10 % de
sangre estéril de caballo, conejo o cardero. Saqedte se homogeniza y se reparte en

cajas petri.

C. PREPARACION DE AGAR PARA PRUEBAS BIOQUIMICAS

Se prepardé una cantidad suficiente de agar higligler, agar SIM, agar citratado de

Simmons y Urea en 4 erlenmeyers de 1000mL respectute. Se llevaron a ebullicion y se
autoclavaron a 121°C durante 30 minutos. Se eanfriartemperatura ambiente. Se repartié
3mL de cada agar preparado en tubos de 75x100miaprente estériles con su tapa. Se
inclinaron con el pico flauta bastante largo, exaeplM, el mismo que se dejo enfriar en
posicién vertical. En el caso de Urea al bajar dmperatura se colocé una cantidad
suficiente de reactivo de Urea al 20% previamesiteriey filtrada y se procedio de la misma

manera.

Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se lna@dna en gradillas con fundas plasticas

en refrigeracion.

D. PREPARACION DE REACTIVO DE EHRLICH

Se utiliza la siguiente férmula:
- Para-dimetilaminobenzaldehido: 2g.
- Alcohol etilico de 95°: 190 mL.
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- Acido clorhidrico concentrado: 40 mL.

Disolver el aldehido con el alcohol y agregar lergate el acido con agitacion constante. El
reactivo es de color amarillo y se almacena prdtegie la luz en un frasco ambar

previamente estéril a 4°C.

E. PREPARACION DEL REACTIVO DE UREA

Para el estudio se realizé una solucion de ur2a%l Pesar 20 gramos de Urea deshidratada
y disolver en 100mL de agua destilada. Si es ndoessterilizar por filtracion. Almacenar

protegido de la luz a temperatura de 4°C.

F. PREPARACION DE AGAR SOYA TRIPTICASA (TSA)

Se prepard una cantidad suficiente de agar SoydicEsa (TSA), se llevo a ebullicion y se
reparti6 6 mL en tubos individuales 100x13 mL deaciédad. Se autoclavaron a iQipor

30 minutos. Los tubos con TSA se colocaron a umlérgproximado de 45° de manera que
puedan inclinarse y se solidifiquen. Se pueden em@&nta temperatura ambiente hasta el

momento de usar, bien tapados y envueltos en fupldsticas.

2.7.2. SUSPENSION DE MICROORGANISMOS ATCC

Se verifica las cepas ATCC encontradas y almacenedeel laboratorio y con ayuda de
hisopos estériles se tomd una cantidad adecuadasyspendieron a un angulo de 45° en
cada erlenmeyer (previamente codificado) que coaties 25mL de caldo cerebro corazon.

Se incubaron a 35°C durante 18-24 horas.
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2.7.3. SIEMBRA DE MICROORGANISMOS ATCC

Se verifica si existe crecimiento de los microoigaios que deseamos reactivar, para ello
nos fijamos en la turbidez de los erlemeyers Id esal primer indicativo. Por medio de un

asa estéril, y enfriandola en las paredes del redgar, se introdujeron para obtener una
pequeia cantidad de muestra y se sembraron ersls@es de las cajas petri (codificadas
con el microorganismo a reactivar) que contienesr agngre, EAM y Saubouraud, éste
ultimo en el caso d€andida albicansSe incuban a 35°C por 24 horas.

2.7.4. LECTURA DE CAJAS INCUBADAS

Se tomaron las cajas petri sembradas del dia @ntegse observo si existe crecimiento en
cada una de ellas. Se observaron las caractesistiaaroscopicas de cada colonia y se
realizan las pruebas bioquimicas necesarias pafec&esi el microorganismo obtenido es

el deseado o0 una contaminacion.

2.7.4.1.Procedimiento

1. En el caso dStaphylococcus aureg® debe tomar una colonia crecida en agar sangrelc
asa estéril y se siembra en agar Manitol. Se dejéar a 35°C por 24 horas.

2. En el caso d€andida albicanda observacién macroscopica es clara en agar Sauwbg su
olor. Pero se realiza un fresco y Gram para detemminicroscépicamente las colonias de
hongos.

3. Las caracteristicas macroscépicas en agar EMEsiberichia colison suficientes para
verificar la bacteria sin embargo se realiza preeb&oquimicas, como a todas las
enterobacterias y bacterias Gram negativas.

4. Para la realizacion de pruebas bioquimicas se tora&olonia crecida en EMB con aguja de
inoculacion estéril y se siembra en cada una derlasbas bioquimicas esto es en Kiligler,
Citrato y Urea, en agar pico flauta se hace pi@guestriamiento, mientras que para la
prueba de Indol se inocula en picadura hasta lcaitdea de la base del agar. Los tubos se

dejan incubar a 35°C semi-tapados por 24-48 horas.
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En caso de no existir crecimiento en las cajags, petisiembra nuevamente.

2.7.5. ALMACENAMIENTO DE MICROORGANISMOS ATCC REACTIVADOS

Al obtener y comprobar la existencia de las cemaxtivadas de los microorganismos
ATCC, con un asa estéril se tomé una asada direcii@rde agar EMB o de las pruebas
bioquimicas realizadas (Manitol en el casoSdaureusKIligler en el caso d&. coli) y se

sembraron por estriamiento en tubos codificadoE3# que se mantuvieron almacenados a
temperatura ambiente. Se incubaron por 18-24 fB&’C. Al dia siguiente se almacenan

en gradillas y se realiza un sellado hermético puditar la contaminacion.

2.8. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR EL METODO DE
MITSCHER EN EL EXTRACTO ETANOLICO DE CARRASQUILLA ( Berberis
halliii )

2.8.1. PREPARACION DE MEDIOS. (Dia 1)

A. PREPARACION DE SUERO FISIOLOGICO (0,85%)

Se prepardé 100mL de suero fisiolégico al 0,85% gadeca en un envase de tapa rosca, seco
y libre de impurezas que proteja al producto dedaSe autoclavé a 122 por 30 minutos,
semi-tapado de manera que el vapor esterilice ebugto. Puede mantenerse en

refrigeracion a 4°C hasta el momento de usar.

B. PREPARACION DE AGUA ESTERIL

Se colocé 200mL de agua destilada en un envasgpdedsca, seco y libre de impurezas. Se

autoclavé a 12C por 30 minutos. Se mantiene en refrigeraciérahelsthomento de usar.
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C. ESTERILIZACION DE MATERIALES

Se preparé todo el material necesario para realizestudio por triplicado. Estos materiales
sean de vidrio o plastico se los colocan en furtasela etiquetadas, clasificandolos en
tubos, tapas, viales, balones, puntas, etc. Selauéwon a 121°C durante 50-55 minutos. Se
coloca en una estufa para secarlas a 90°C y seahaan un lugar aséptico en las mismas

fundas de tela sin abrirlas hasta el momento ddéossa

2.8.2. PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL ENSAYO (Dia 2)

A. PREPARACION DEL EXTRACTO PARA EL ENSAYO

Se tomo el extracto seco y se coloco en vialesilest§ secos, bien tapados y se mantuvo

protegido de la luz y el calor.

Se tomod un vial estéril y seco y se pes6 en uranbalanalitica e informo resultados. Con
un aplicador de punta estéril se pesé con prec#ding de extracto en el vial. Se afiadio
400uL. de DMSO vy se disolvié con ayuda de ultraconi

Se tapa y se deja en reposo hasta el momento dgos éste vial lo codificamos con el

nombre de la planta.
B. PREPARACION DE CALDO SOYA TRIPTICASA (TSB)
Se preparo una cantidad suficiente de caldo de Bogaca (TSB) y se repartid 25 ml en 4

erlenmeyers individuales de 125 mL de capacidackvipmente esterilizados. Se

autoclavaron a 12€C por 30 minutos.
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C. PREPARACION DE LA SUSPENSION BACTERIANA

Staphylococcus auredsTCC 6538
Escherichia colATCC 9637

Candida albican®ATCC 10231
Pseudomonas aerugino8d CC 27853

A w DD P

- Se llevé a temperatura ambiente los 4 erlenmeyercqatenian 25 mL de TSB estéril y se
codifico con el nombre de los microorganismos ATYC@ fecha.

- Utilizando aplicadores estériles se tomé una cadtite los microorganismos ATCC de los
tubos inclinados (TSA) que los contienen y se fidemon independientemente a los
erlenmeyer codificados.

- Los erlenmeyer se incubaron £8%or 18-24 horas.

D. PREPARACION DE AGAR SOYA TRIPTICASA (TSA)

Se prepar6 630mL de agar soya triptica (TSA) yepantio 15mL en 42 tubos 25X150 mm
de pirex individuales cada uno con su tapa o tapérautoclavaron a 121°C por 15 minutos.

Se mantienen a 45°C hasta el momento de usarlos.

E. PREPARACION DE CAJAS PETRI CON EL EXTRACTO

- Se inicia con el vial de la disolucion del extraeto DMSO, que se codificé con el
nombre del extracto de la planta. Cuya concentnafiital del extracto fue 10.000
ug/mL. El estudio es por triplicado por lo tantonglsmo procedimiento hacemos tres
veces.

- Se codifico las cajas Petri estériles con el nordeteextracto, la concentracion final y el
tratamiento (tres cajas para cada concentraci@®@01000, 10@g/ml).

- En un tubo con TSA estéril a 45°C, se adicion6 100¢ la disolucion del extracto en
DMSO, se mezcla con ayuda del vortex e inmediatéandiapensamos en una caja petri

codificada y se dej6 en reposo hasta solidificarla.
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- Se realizé una dilucién al decimo, utilizando tubdesensayo de 75x100 limpios, secos y
estériles a los que se ha afiadido §@00de DMSO y 100 uL del extracto de la
concentracion 10.000ug/mL y asi obtenemos una dilucién 1/10, dando una
concentracion final de 100Qg/mL.

- Se pipete6 10QL de la disoluciéon de concentracion 10@ml a los tubos 25x150mm
pirex que contenian 15 ml de TSA°@5 Se mezclaron con la ayuda de un vortex e
inmediatamente se pasaron a las cajas Petri premtancodificadas con el nombre del
extracto y de la concentracion y tratamiento. $arde solidificar.

- Se realiza otra dilucién 1/100 en tubos de ensay@5x100 limpios, secos y estériles a
los que se ha afiadido 900 de DMSO y 100uL del extracto de la concentracién 1000
ug/mL, obteniendo una concentracion final de ggOnL.

- Se pipeted 10QL de la dilucion de concentracion 1Q@/mL a los tubos 25x150mm
pirex grandes que contenian 15 ml de TSAC45Se mezclaron en el vortex e
inmediatamente se dispensaron en las cajas petiaprente codificadas.

- Una vez solidificado el medio de cultivo que camgie los extractos se invirtieron las

cajas y se dejaron a temperatura ambiente por 18424, dentro de una bolsa de tela.

PREPARACION DE CAJAS CONTROL DE SULFATO DE ESTREPTOMICINA

Se colocé una pequefa cantidad de agua estétibafda de 10mL limpio, seco y estéril.
Con precision se pesaron 100 mg de sulfato depésinécina y se disolvieron en el agua
estéril colocado en el balén de 10 mL limpio, sgcestéril y se afora con el mismo
disolvente. Esta solucidn no se esteriliza en &ec si es necesario una esterilizacion
adicional, se puede realizar por ultrafiltraciéma ¢oncentracién final fue de 10006/mL
equivalente a 1000ug/100uL.

Utilizando tubos de ensayo 75 x 100 limpios, sgcestériles se realizaron 6 diluciones 1:2
Y, Y, 118, 1/16, 1/32, 1/64 (Ej. 500 de solucién de sulfato de estreptomicina + pD@le
agua estéril). Concentraciones finales 500, 2505, 182.5, 31.25, 15.62ug/mL,
respectivamente.

Se codificaron 21 cajas petri estériles con el memtle control estreptomicina y las

concentraciones finales: 500, 250, 125, 62.5, 31.2%2ug/mL y el tratamiento.
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Se pipetearon separadamente 100de las diluciones de sulfato de estreptomicinasa
tubos de ensayo que contienen 15 mL de TSA°€.4Se mezclaron con la ayuda de un
vortex e inmediatamente se pasaron a las cajappetiamente codificadas.

Una vez solidificado el medio de cultivo que comtidas diluciones de los controles de
sulfato de estreptomicina se invirtieron y se dagjaa temperatura ambiente por 18-24 horas
cubiertos por bolsas de tela.

PREPARACION DE CAJAS BLANCO

Se codificaron 12 cajas petri estériles con el menmde blanco (3cajas TSA, 3DMSO,
3NacCl, 3Agua estéril).

Se tomaron tubos de TSA 45°C e inmediatamentelsearon en las cajas petri previamente
codificadas con el nombre blanco TSA. Dejar satdif

Se pipetearon 100L de DMSO a los tubos que contenian TSA 45°C. Sectamn con la
ayuda de un vortex e inmediatamente se dispensardas cajas petri previamente
codificadas con el nombre blanco + DMSO. Dejardsidiar.

Se realiz6 la misma operacion con Suero fisiolo@idanco + NaCl) y agua destilada estéril
(blanco + agua estéril) por separado.

Una vez solidificado el medio de cultivo que coifidos blancos se invirtieron y se dejaron
a temperatura ambiente durante 18-24 horas retobieor bolsas de tela.

PREPARACION DE LA SIEMBRA (Dia 3)

PREPARACION DE CAJAS PETRI

Las cajas petri preparadas en el dia 2 no delpen tentaminacion alguna, si la tienen, se
desechan y se debe repetir su preparacion conuitfslo.
Todas las cajas petri se dividieron con marcadauatro partes iguales y se marcaron del 1

al 4, representando cada uno a los microorganitestados.
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. PREPARACION DE SUSPENSIONES SALINAS DE LOS MICROORGANISMOS

Se coloc6é 10mL de suero fisiologico en 4 tubos 8130 limpios, secos y estériles. Se
mantuvieron a temperatura ambiente y se codificacmm el nombre de cada
microorganismo.

Sacamos los erlenmeyer incubados por 24 horas éésidie anterior a 35°C, debiendo estar
visiblemente turbios, y se mezcla ligeramente gaitar sedimentos, a partir de éstos se
realizaron las suspensiones de los microorganismos.

Se pipeted 10QL de la suspension, a los tubos que conteniandiod- e suero fisioldgico
0,85%. Se mezclaron con ayuda de un vortex. Siéstds las suspensiones:

Staphylococcus auredsTCC 6538

100puL susp. /20 mL sol. Salina

2.

Escherichia colATCC 9637

100puL susp. /20 mL sol. Salina

3.

Candida albicandATCC 10231

100pL susp. /10mL sol. Salina

4.

Pseudomonas aeruginodd CC 27853

100ul susp. / 10 ml sol. Salina

C. ESTRIADO DE MICROORGANISMOS

A partir de las suspensiones de los microorganisnda solucion salina y utilizando varias
asas de platino (4 asas microbiolégicas con unactdgd de qul) esterilizadas y enfriadas
entre un estriado y otro, se tomé una asada denc@taorganismo en su turno y se estrié en
un patrén radial en cada caja petri, a 0,5cm deliebda caja y del centro de la misma,
siguiendo la plantilla.
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FOTOGRAFIA N°3. PLANTILLA DEL TEST DE MITSCHER PAR A EL ESTRIADO DE
MICROORGANISMOS (66)

- Las suspensiones de los microorganismos se agiaram tiempo determinado para evitar
la sedimentacion.

- Al compartir la labor del estriado se estri0 toldescajas petri con un microorganismo dado.
Por ejemplo iniciamos coBtaphylococcus aureusstriamos todas las cajas con esa misma
bacteria y finalizado iniciamos con la bacteria.dos

- Cuando todas las cajas petri fueron estriadasamnstlos microorganismos se invirtieron y
se incubaron a 36 por 18-24 horas. Se incuban boca abajo parar eyig gotas de agua
condensada puedan caer sobre los microorganismiispgrsen su crecimiento. Es necesario
dejar incubar por 18-24 horas mas, es decir t@talotas.

2.8.4. LECTURA DE RESULTADOS (Dias 4y 5)

- Las cajas se sacaron de la incubadora y fueronieadas el dia cuatro, contra los blancos.

- Sitodos los cultivos crecieron, el examen es wval&l alguno no crecié se debe, reincubar y
leer el dia cinco.

- Las cajas petri se sacan de la incubadora y seiexanes mas apropiado realizar la lectura
al quinto dia (especialmente por el crecimient@€dadida albicank
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Existe actividad antibiética cuando no hay crecirtvevisible en las cajas rayadas. La
concentracion inhibitoria minima CIM es la menonoentracion de las diluciones en la cual
no hay crecimiento del microorganismo.

A éste estudio se lo clasifica en tres paramegdsaura:

A = Activo (No existe crecimiento)
P= Parcialmente Activo (poco crecimiento)

I= Inactivo (existe crecimiento)

Si el microorganismo es morfolégicamente altergolr, ejemplo siPs. aeruginosano
muestra su pigmento verde caracteristico, o siraoecbien, la caja puede ser registrada
comoP.

Las cajas petri de control debe tener la apariessieerada (crecimiento en todas las lineas
en las cajas de control negativo blanco y la pddeapropiada en las cajas de control
positivo de sulfato de estreptomicina), de no sér & experimento ha fallado y debe ser
repetido.

La presencia de pocas colonias en una raya es @effakistencia. La presencia de pocas
colonias aisladas en la caja lejos de la lineadasjaes sefal de contaminacién se pueden

generalmente ignorar.
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CAPITULO llI

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA

De la raiz totalmente seca y troceada de Carrds@eailrealizé el control de calidad, que fue

adquirida en el cantén San Andrés en el mes deb@xctiel 2010.

3.1.1. COMPROBACION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BOTANICA

La comprobacién taxonomica e identificacion botanfoe realizada por el Ing. Jorge

Caranqui, encargado del Herbario de la Escuelar®upwlitécnica de Chimborazo.

Se confirmé que la Carrasquilla utilizada Berberis halliii 'y pertenece a la Familia

Berberidaceae.

3.1.2. ESTUDIO MACROSCOPICO

La especie fue identificada de acuerdo a las caiatitas como son arbusto denso armado
de espinos simples o triples. Tiene los tallos $eBoque alcanzan hasta los 3 m de altura,
son erectos y ramificados con la corteza de caoiza. Las hojas son ovales, alternas, con
peciolo corto de unos 3 cm de longitud. Presentengradacién desde hojas hasta espinas,
de forma que las de mas de un afio se van transfdoren espinas. Las flores aparecen

entre abril y junio, son pequefias y amarillas, pgtdas en pequefios racimos colgantes. Los
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frutos son bayas de 1 cm de longitud de color bojitante, acidas pero de sabor agradable.

Son arbustos o pequefios arboles, espinosos, ledrillam

3.2. ANALISIS DEL EXTRACTO

Son un conjunto de pruebas que determinan los pardsnque establecen los requisitos de
calidad en la elaboracion de los extractos.

Estas pruebas fueron aplicadas en el extracto letarde la raiz en un envase color ambar

con tapa plastica estériles, almacenada a tempai@nbiente.

Los resultados observados en el cuaditd Mhediante el empleo de métodos fisico-
guimicos de analisis, permiten establecercédidad de los extractos obtenidos a

partir de drogas crudas.

CUADRO N° 1. DETERMINACION DE PARAMETROS DE CALIDAD PARA EXTRACTO
ETANOLICO DE Berberis hallii. LABORATORIO DE FITOQUIMICA.
FACULTAD DE CIENCIAS ESPOCH.
RIOBAMBA OCTUBRE 2010

DETERMINACION RAIZ
Olor Amaderado
Color Café-amarillento
Aspecto Espeso, pegajoso
Sabor Amargo, algo picante
Densidad relativa (g/mL) 1,2
indice de refraccion 1.520
pH 5.06
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3.3. REACTIVACION BACTERIANA (CEPAS ATCC)

Para el ensayo se necesitdé cepas ATCC puras ya$els cepas reactivadas fueron los
siguientes microorganismoBscherichia coliATCC 9637 Candida albicans ATCQ023],
Pseudomonas aeruginogel CC 27853 Staphylococcus aureusTCC 6538 este ensayo
tuvo como objetivo poder obtener y verificar lasacteristicas de cada microorganismo para
Su posterior uso en el estudio investigativo.

CUADRO N°2. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION PARA Staphylococcus aureusTCC
6538 LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS
ESPOCH.
RIOBAMBA NOVIEMBRE 2010

CRECIMIENTO Agar sangre

ASPECTO EN PLACA Colonias grandes de mas 1mm,
cremosas

PIGMENTACION DE Amarillas doradas

COLONIAS

FERMENTACION MANITOL Positivo

COLORACION GRAM Gram positivo

MORFOLOGIA Masas arracimadas y redondas

MICROSCOPICA

CATALASA Positiva

CUADRO N°3. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION PARA  Escherichia coliATCC 9637.
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS  ESPOCH.
RIOBAMBA NOVIEMBRE 2010

CRECIMIENTO Agar EAM
OXIDASA Negativo
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ASPECTO EN PLACA Colonias de color verde metalicg
COLORACION GRAM Gram negativos
MORFOLOGIA Bacilos rectos, pequeiios
MICROSCOPICA bastoncillos

GLUCOSA Positivo

GAS/GLUCOSA Positivo

LACTOSA Positivo

SH, Negativo

CITRATO Negativo

INDOL Positivo

UREASA Negativo

CUADRO N°4. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION PARA Candida albicans ATCC
10231 LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS
ESPOCH.
RIOBAMBA NOVIEMBRE 2010

CRECIMIENTO Agar sauboraud

MORFOLOGIA EN FRESCO Esporas de hongo ovaladas en
racimos

ASPECTO EN PLACA Colonias de color blanco con olor a

fermentado-vino
COLORACION GRAM GOTA Esporas de color azul
FRESCA (violeta-morado)

CUADRO N°5. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION PARA Pseudomonas aeruginosATCC
27853 LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS
ESPOCH.
RIOBAMBA NOVIEMBRE 2010

CRECIMIENTO Agar EAM
OXIDASA Positivo
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ASPECTO EN PLACA Colonias cremosas de color verdoso
MORFOLOGIA Gram negativos, Bacilos rectos o de
MICROSCOPICA forma curvada

GLUCOSA Negativo

GAS/GLUCOSA Negativo

LACTOSA Negativo

CITRATO Positivo

INDOL Negativo

UREASA Positivo

MANITOL Positivc

3.4. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La actividad antimicrobiana se ensayé frente cepg@BCC de los siguientes
microorganismos:Staphylococcus aureuATCC 6538; Escherichia coliATCC 9637,
Candida albicansATCC 10231;Pseudomonas aeruginogd CC 27853, este ensayo tuvo

como objetivo poder determinar si la Carrasquitisspnta actividad antimicrobiana.

CUADRO N°6. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN SIEMBRA RA DIAL EN PLACA DE PETRI
DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Berberis Hallii. LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

RIOBAMBA DICIEMBRE 2010

EXTRACTO ETANOLICO DE CARRASQUILLA ( Berberis halliii)

BACTERIAS Concentracion Concentracion Concentracién 100
10.000pug/mi 1000png/ml pg/ml

Staphylococcus
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aureus |
ATCC 6538

Escherichia coli |
ATCC 9637

Candida albicans
ATCC 10231 I I I

Pseudomonas
aeruginosa I I I
ATCC 27853

INTERPRETACION: A (activo), P (parcialmente activo), | (inactivo)

Los resultados son evaluados a cabo de un dia ylidss denotdndose el mismo por las

siguientes abreviaturas:

A. indica actividad, es decir ningun tipo de creeimid en las cajas sembradas al final del

ensayo.

I. indica que el extracto ensayado no posee activeldecir que el crecimiento en la caja

es comparable al del blanco.

P. indica actividad parcial, esto quiere decir uectniento moderado, atrofiado o la
ausencia de una caracteristica tipica de la baaemicroorganismo de prueba, como lo es

la no presencia del pigmento verde caracterisgd®sgudomonas aeruginosa.
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CUADRO N°7. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL SULFATO D E ESTREPTOMICINA
FRENTE A LOS MICROORGANISMOS UTILIZADOS. LABORATORI O DE
MICROBIOLOGIA CLINICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. E SPOCH.
RIOBAMBA DICIEMBRE 2010

SULFATO DE ESTEPTOMICINA CONTROL POSITIVO

BACTERIAS 500 250 125 62,5 | 31,25 | 15,62
pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
Staphylococcus
aureus A A P P I I
ATCC 6538

Escherichia coli
ATCC 9637 A A A P I I
Candida
albicans A A A P I I
ATCC 10231

Pseudomonas
aeruginosa A A P P I I
ATCC 27853

INTERPRETACION: A (activo), P (parcialmente activo), | (inactivo)

Los resultados obtenidos no proporcionan el sustemgntifico al uso tradicional de
Berberis halliii “Carrasquilla” como antimicrobiano, es decir que ocmmbate las
infecciones bacterianas. Sabiendo usarse paraateedide origen bacteriano, diarrea del

viajero, infecciones por parésitos y candidiasisma. (61)
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Muchos de los cuales son causados por las bactes&tas en la prueba, obteniendo la
ausencia de actividad de la raiz de extracto @tandtente Staphylococcus aureus,
Escherichia coli,Candida albicans, Pseudomonas aeruginosamo se observa en el
Cuadro N°6 en las concentraciones de 10.000,1000 y d@éL, con esta inactividad se
confirmaria que el uso que se le da en la medicataral en las infecciones de origen
bacteriano y candidiasis, no es valido tomemosuenta que estos resultados se obtuvieron
aplicando el método de Mitscher y frente a éstpaxdTCC testadas. Se debe tomar en
cuenta que ésta planta es nueva y no ha sido ntwgiada en nuestro pais, por lo que es
importante realizar éste tipo de investigacioneBegar a determinar las causas de la
ineficiencia que presenta frente a la informacide gncontramos. También es necesario
saber que algunos extractos vegetales puedenrten@r actividad sobre las bacterias ya

gue su importancia radica en sus complejos activos.

Recientes estudios realizados en la ESPOCH deranapie ésta planta contiene alcaloides,
la berberina, factor en el que nos basamos paraalizacion de éste analisis. Natural
estandart muestra ensayos clinicos sobre la begbetiya evidencia apoya su uso en el
tratamiento de tracomas, diarrea bacteriana yrasimasis y efectividad como un agente

antimicrobiano contra las bacterias, virus, hongostozoarios, helmintos y la clamidia.

Se puede decir que los resultados obtenidos squadtes, esto se debe a que, al ser una
planta totalmente nueva, estamos descartando néafanacion invalida, y al poseer varios
componentes quimicos y al lugar de origen de lam@ispuede proporcionar cierta
efectividad al actuar en sinergia con otras plamgaso por si sola no puede dar este poder
antibacteriano, asi estamos brindando informacimtestable para el uso en la medicina
natural, considerando la comparacion con el sulfoestreptomicina, un antibiotico
(Control positivoCUADRO N°7); los datos obtenidos en cuanto a actividad spergares

pues éstos son compuestos quimicamente purosnglastados.

Diversos estudios en el campo de la ciencia senestdyectando a comprobar las
propiedades curativas de muchas plantas en vistéa deecesidad de ofrecer nuevas
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alternativas de tratamiento antimicrobiano en laakes trabajos de investigacion; por lo que
en el presente trabajo se ha tratado de comprabactividad antibacterianan®vitro” del
extracto etanolico de la raBerberis halliii frente a Staphylococcus aureusTCC 6538
Escherichia coliATCC 9637,Candida albicansATCC 10231,Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, esto basandonos en estudios realizagdtentemente de la misma planta y
fijandonos que en éste extracto se encuentra agipid activo que al parecer no posee la
actividad antimicrobiana esperada, estudio que gwedvir como base para otro tipo de
investigaciones como el efecto anti-inflamatori@portando de ésta manera informacién
con estudios sustentables que pueden servir eedecima natural pues no podemos engafar
a los pacientes frente a éstas enfermedades.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

. El extracto etandlico de la raiz de Carrasquilerberis hallii) no presenta
actividad antimicrobiana frente a los microorgarasran prueba, considerando como

negativa la hipotesis planteada.

. El rendimiento del extracto etandlico de la raizBaeberis halliiiesde 3,97%, con

densidad relativa 1,2 mg/mL, indice de refraccidsQ y pH 5.06, y 0,458% de

alcaloides totales fue utilizado para la detergirade la actividad antimicrobiana.

. Utilizando el método de Mitscher, el extracto etmwdde raiz de Carrasquilla
(Berberis halliii) a las concentraciones de 10.000, 1000 y 100 (ugfralpresent6

actividad antimicrobiana frente Bscherichia coliATCC 9637 Candida albicans

ATCC 10231, Pseudomonas aeruginosATCC 27853, Staphylococcus aureus
ATCC 6538.
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CAPITULO V

RECOMENDACIONES

Se debe realizar otros estudios mencionados estigaeiones bibliograficas, ya que al ser
una planta recién estudiada en nuestro pais ebl@agie presente otro tipo de actividad
farmacolégica, o puede que en su composicion gaiséa otro el principio activo el que

produzca el efecto.

Se recomienda utilizar otras partes de la plantaodos frutos, para determinar el real efecto
farmacolégico, pues se menciona que se utilizabhevedl de los paises andinos ésta parte
como uso tradicional para infecciones del tractoauio.
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

Se evalud la actividad antimicrobiana del extragtanolico de la raiz de Carrasquilla
(Berberis halliii), los estudios fueron realizados en el LaboratdgoFitoquimica y en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Cias de la ESPOCH. Para comprobar

cientificamente la actividad antimicrobianaRkrberis halliiipor el método de Mitscher.

El extracto de raiz dBerberis halliiino present6 actividad frenteEscherichia coliATCC
9637, Candida albicans ATCC 10231 Pseudomonas aeruginosaA\TCC 27853
Staphylococcus aureuBTCC 6538 a concentraciones de 10.000, 1000 y 1@0mL)
determinando asi, la actividad antimicrobiana zgilido 40mg de extracto etanolico de la
raiz de la planta. Este estudio se realiz6 conrepgsito de demostrar si existe 0 no
actividad para posteriormente realizar ensayosstntiis concentraciones para dosificar la
cantidad de principio activo frente a la actividadstrada, el ensayo se realiz6 frente a 4
cepas ATCCEscherichia coliIATCC 9637 Candida albicanATCC 10231 Pseudomonas
aeruginosaATCC 27853 Staphylococcus auredsICC 6538

El extracto etandlico de la raiz Berberis halliiino present6 actividad por lo tanto no pudo
ser dosificada a distintas concentraciones y aldestse dio por culminado, ya que
demuestra que la informacion de su aplicacion éenproblemas digestivos e infecciones
urinarias no es verdadero y no puede ser utilizagi@ combatir problemas de origen
bacteriano, por ello, se recomienda realizar estuditiinflamatorios de esta planta debido a
gue en datos bibliograficos dice existir actividadnacoldgica y proporcionar un buen uso

de la misma.
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CAPITULO VI

8. ANEXOS

ANEXO N°L. EXTRACCION DE PRINCIPIOS ACTIVOS DE UN V EGETAL

[ Parte vegetal seca ]

[Frincipiu hidmsnlubla] [ Principio liposoluble ]

v v

Por ejemplo; Por ejemplo:
Saposoénido Carotinoides

[Partes secas de plantas]

'

[ Adicidn de solventes J

v

™
Extraccién ] — [ Extracto bruto }

v

Eliminacién de partes no
deseadas mediante procesos

!

guimicosifisicos de separacion
(limpieza en una etapalvarias etapas)

Concentracidn de los principios
activos importantes para la eficacia

v

Secados ] —

obtienen extractos especiales
diferentemente dptimizados

Segun el procedimiento se }
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ANEXO N2. OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAR AiZ DE CARRASQUILLA

MACERACIO DECANTACION Y
FILTRACION

CONCENTRA EXTRACTO

ANEXO N3. PARAMETROS DE CALIDAD DEL EXTRACTO ETANO LICO DE Berberis halliii

COLOR OLOR,




-119 -

ASPECTO

ANEXO N%. RESULTADOS DE LA REACTIVACION DE MICROOR GANISMOS ATCC

Staphylococcus aureu

UJ

Manitol




Kligle

Indol

-120 -

Citrato

Ureasa

Escherichia coli
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Candida albicans




Ureasa

Citrato

Pseudomonas aeruginosa
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ANEXO N°5. RESULTADOS MICROSCOPICOS DE LA REACTIVA CION DE Candida albicans
ATCC 10231

Candida albicans
COLORACION

Candida albicans
FRESCO
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ANEXO N%. RESULTADOS DE LAS SIEMBRAS EN PLACA PETR | PARA EL EXTRACTO
ETANOLICO DE LA RAiZ DE Berberis hallii “CARRASQUILLA” A DISTINTAS
CONCENTRACIONES

=

10.000 ug/mL

1.000 ug/mL

100 ug/mL
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ANEXO N<7. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA A PARTIR DE R ESIDUO SECO DE
ALCALOIDES, TESIS BQF. SILVA CAROLINA.

Fase Movil: Cloroformo, Etanol, Acido acético (13: 5: 2).

Luego de haber probado todos y cada uno de los solventes se trabajo con el sistema Cloroformo —
Etanol —Acido acético; el mismo que dio mejores resultados en la cromatografia.

Revelador: Dragendorff
Soporte: Silica Gel 60 F 254 (Merck)
Se analizaron las diferentes fracciones obtenidas:

/‘

o]0 00 0 —

B >— 3.9cm

2.3cm

8.3cm <

M: Extracto de raices de Berberis halliii

GRAFICO N°1. CROMATOGRAMA OBTENIDO DE LAS BANDAS B 1Y B2

Banda 1 : De color anaranjado al revelar con Dragendorff se determina un Rf= 0,28
Banda 2 : De color amarillo al revelar con Dragendorff se determina un Rf= 0,46

B2: existe la aparicion de una tonalidad café dentro de la mancha amarilla lo que conlleva a que se
realice la separacidn de las bandas para determinar los alcaloides presentes. El color café — amarillo
indica la presencia de alcaloides; asi como también el Rf= 0.46 indica la presencia de Berberina en
esta zona. (67)



