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RESUMEN

El objetivo fue evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de Crinum X
amabile, se recolecto la materia vegetal en el cantdn Muisne perteneciente a la provincia de
Esmeraldas, el acondicionamiento se lo ejecutd en los laboratorios de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo. Se realiz6 un tamizaje fitoquimico de los bulbos de la planta. Se
elabord para el desarrollo de los ensayos un extracto metandlico mediante maceracion y bafio de
ultrasonido y otro en el cual se purifico la fraccion de alcaloides mediante el uso de solventes
organicos y cambio de pH, fueron desecados con un rotavapor a 40°C. La fraccion de alcaloides
fue analizada por cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de masas (CG-EM) para
obtener el perfil de alcaloides. El ensayo de la actividad antimicrobiana se ejecuté mediante el
método de microgotas y difusion disco de discos utilizando los extractos disueltos en una
solucion de Dimetil Sulféxido (DMSO) al 10% en agua destilada contra los microorganismos:
Salmonella typhi, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, esta actividad fue comparada contra discos de antibi6ticos de gentamicina (10 pg),
ampicilina (10 pg) y el antimicético comercial fluconazol (2mg/mL) y como controles
negativos agua destilada y la solucion de DMSO al 10%. Con la CG-EM se obtuvo como
alcaloide mayoritario a la licorina con una abundancia superior (44%), le precede la assoanina
con un 11,63%. En cuanto a la actividad antimicrobiana por el método de difusion de discos se
obtuvieron mejores halos de inhibicion en los extracto bruto de alcaloides en las concertaciones
analizadas de 700 pg contra K. pneumoniae, P. aeruginosa y S. typhi, se observd un diametro
de inhibicion minimo para E. coli y C. albicans. En el método de microgotas no se consiguio

buenos resultados debido a las bajas concentraciones empleadas.

Palabras clave: <BIOQUIMICA>, <FARMACIA>, <ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA>,
<LIRIO (Crinum x amabile)>, <METODO DE MICROGOTAS>, <METODO DE DIFUSION
DE DISCOS>
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SUMMARY

The purpose of the research was to evaluate the in vitro antimicrobial activity of Crinum x
amabile extracts, the vegetal matter was collected in Muisne County belong to Esmeraldas
Province, the conditions was carried out in the laboratories of Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo. A phytochemical screening of the plant bulbs was carried out. For the
development of the test, it was necessary to elaborate a methanolic extract through maceration
and ultrasonic bath and other in which the fraction of alkaloids was purified with the use of
organic solvents and change the pH; these were dried with a rotatory evaporator at 40°C. The
fraction of alkaloids was analyzed through gas chromatography coupled to mass spectroscopy
(CG-EM) to obtain the alkaloids profile. The test of antimicrobial activity was carried out with
the micro drop and disc diffusion method, using the extracts solved in a Dimethyl Sulfoxide
solution (DMSO) at 10% as well as distilled water for Salmonella typhi, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa, and Candida albicans microorganisms. This
activity was compared with antibiotics discs of gentamicin (10 ug), ampicillin (10 ug), and
fluconazole (commercial anti-fungical agent) (2 mg/ml), and as negative controls were distilled
water and the DMSO solution at 10 %. With the CG-EM, it was possible to obtain lycorine with
higher abundase of 44% as the principal alkaloid, followed by the assoanine with halos were
obtained in the gross extract of alkaloids in the concentrations analyzed of 700 ug for K.
pneumoniae, P. aeruginosa and S. typhi, a minimal diameter for E.coli and C. albicans also

observed. The micro drops method did not reflect good results due to low concentrations used.

Key words: <BIOCHEMISTRY>, <PHARMACY>, <ANTIMICROBIAL ACTIVITY>,
<LILY (Crinum x amabile)>, <MICRO DROPS METHOD>, <DISC DIFUSSION METHOD>

XViii



INTRODUCCION

Segun la OMS las diarreas, infecciones nosocomiales y del tracto respiratorio conforman los
principales motivos de muerte en paises en via de desarrollo.(World Health Organization,
2015). Las enfermedades infecciosas son la causa mas comin de mortalidad en la poblacion
ecuatoriana, siendo la neumonia y la influenza en el 2006 la segunda causa de muerte (5,5%) lo
cual representa el principal motivo de las consultas médicas, estas infecciones generalmente son

causadas por virus, bacterias y hongos.(OPS, 2006)

En nuestro pais el conocimiento ancestral sobre la utilizacién de las plantas medicinales se ha
transmitido con el paso del tiempo entre los habitantes de las diferentes etnias y razas como:
indigenas, mestizos y afro ecuatorianos. Estos conocimientos representan la cultura y sabiduria

de cada region, lo cual es el pilar fundamental del desarrollo de la etnobotanica.

La frecuencia elevada de enfermedades infecciosas en la poblacién mundial obliga al hombre a
relacionarse con su medio ambiente, en varias oportunidades estas infecciones son tratadas con
medicina natural, gracias al conocimiento de sus propiedades terapéuticas, hace que surja la
pregunta: ¢Cuales son esos principios activos capaces de combatir y subyugar a los

microorganismos responsables?

La finalidad de este trabajo es proporcionar una herramienta para futuras investigaciones en el
tratamiento de enfermedades infecciosas, siendo las principales causas de morbi/mortalidad en

el pais

Cabe recalcar que las enfermedades infecciosas afectan en mayor cantidad a las poblaciones
susceptibles tales como ancianos y nifios debido a que sus sistemas inmunoldgicos en el caso de

los nifios estan disminuidos y en el de los ancianos se encuentran muy debilitados.

Ademés actualmente existen problemas con la resistencia maltiple a los antibiéticos lo cual se
ha producido debido al uso indiscriminado los mismos, medicamentos que son usados para el
tratamiento de enfermedades infecciosas (PAHO Publications, 2004). Esto ocurre debido a la
falta de profesionales farmacéuticos en la dispensacion también a la inexistencia de sanciones

en la regulacion de la venta de antimicrobianos en las farmacias.

Los antibidticos estan asociados directamente con la resistencia antimicrobiana aparte de los

efectos adversos tales como problemas renales y reacciones alérgicas (llavenil, S, B.



Kaleeswaran, B. and Ravikumar, 2010). Debido a estos problemas se ha visto la necesidad de
realizar investigaciones para buscar nuevas sustancias con actividades antimicrobianas en

fuentes de origen vegetal.

De acuerdo a la inclinacion mundial en el desarrollo de investigaciones sobre actividades
bioldgicas con utilidad social, se ha direccionado realizar estudios sobre la familia vegetal de las
amarilidaceas, puesto que en este pais no existen antecedentes de trabajos sobre efectos
terapéuticos en esta familia, por lo tanto es muy importante redirigir la atencion de los

programas de investigacién en estudiantes de bioquimica y farmacia.

Con respecto a las lineas de investigacién propuestas por el Ministerio de Salud del Ecuador
2013 -2017, se encuentra como una de sus prioridades el desarrollo de nuevas investigaciones
para la lucha contra enfermedades infecciosas comunes en especial las que afectan a las vias
respiratorias altas y bajas (Organizacién Mundial De La Salud, 2017). De esta forma la
realizacion de este trabajo evidentemente contribuird con el cumplimiento del plan nacional del

buen vivir, contribuyendo con el objetivo de la mejora en la calidad de vida de la poblacion.

Por estas razones se ha visto la necesidad de realizar estd investigacion sobre esta especie
vegetal, dado que en la cual existe la evidencia cientifica de presentar actividades
antimicrobianas basados en la etnobotanica ecuatoriana (De La Torre et al., 2008) y de acuerdo
a investigaciones previas sobre las especies vegetales de la familia Amarillidaceae en especial
se destaca para este trabajo el género Crinum debido a que se ha de mostrado la presencia de
alcaloides isoquinolinicos con actividades antimicrobianas, antitumorales y anticolinérgicas
(Pham et al., 1998).



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de bulbos de Crinum x amabile.
Obijetivos Especificos

o Determinar cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios mediante tamizaje
fitoquimico.

e Obtener los extractos metandlico y extracto bruto de alcaloides mediante el uso de
solventes con cambios de pH.

o Determinar el perfil de alcaloides mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG.EM).

e Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de Crinum x amabile

contra patégenos humanos a través de los métodos de difusién de discos y microgotas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Especies vegetales como antimicrobianos

Actualmente la mayor parte de antimicrobianos utilizados son de procedencia natural esto
ocurre debido a los mecanismos de defensa que usan los organismos vivos para adaptarse al
medio, en estos mecanismos se involucran la produccién de muchos metabolitos secundarios
que desempefian multiples funciones, que a lo largo del tiempo el ser humano voluntaria o
involuntariamente los ha utilizado, extraidos e identificados con el fin de asegurar su

supervivencia(Escalona, 2011).

La familia de las amarilidaceas en particular el género Crinum el cual estd constituido de
aproximadamente 160 especies distribuidas en regiones tropicales y célidas de todo el mundo

(Thi Ngoc Tram et al., 2002).

Muchas especies de Crinum han sido usadas comunmente en la medicina tradicional alrededor
del mundo a lo largo del tiempo, por ejemplo los indigenas ecuatorianos utilizaban las flores de
C. amabile para tratar afecciones como la gripe y las hojas las usaba para el tratamiento de
infecciones intestinales (De La Torre etal., 2008), las culturas vietnamitas utilizan esta misma
especien (C. amabile) para tratar el reumatismo, el dolor de 0ido (Fennell y Van Staden, 2001). En la
India se usa los bulbos de la C. asiaticum como laxante, expectorante y en el tratamiento de

infecciones urinarias (Fennell y Van Staden, 2001; Thi Ngoc Tram et al., 2002).

Varias de estas especies ha sido involucradas en numerosos estudios fitoquimicos debido al
valor bioldgico y actividades terapéuticas que son caracteristicas de su familia, en la cual se han
analizado los componente quimicos que presenta, los componentes que segun Jeralt, Nair y
colaboradores han resaltado son los alcaloides, los méas representativo que se han estudiado son
lycorina, galanthamina y bufasinisina (Thi Ngoc Tram et al., 2002; Donatien Gatsing, et al, 2009).

Un estudio realizado por Pham, L y colaboradores, sobre conformacion alcaloidal de la C.
Amabile procedente de Vietnam, este estudio muestra que esta especie estd constituidas
principalmente por Lycorina, bufasinisina, augustina. Ademas se demuestra que en esta especie
se han hallado dos nuevos alcaloides con una estructura crinan-triol y diol los cuales fueron

denominados crinamabina (Pham et al., 1998).



1.1.2 Fitoterapia

Ciencia encargada de la investigacion de efectos terapéuticos en agentes de origenes vegetales
con la finalidad de aliviar, prevenir o paliar enfermedades en su mayoria leves y el uso como
coadyuvantes en afecciones cronicas, con basa en la etnobotéanica de las diferentes regiones del

mundo.

Es imprescindible identificar la definicion de planta medicinal y droga vegetal puesto que son
contextos distintos. como definicion de planta medicinal se ha establecido que es aquella planta
gue posee o supone actividad bioldgica en un o todos sus 6rganos y es usada con fines
terapéuticos, por otro lado se entiende por droga vegetal a la parte u 6rgano de la planta

medicinal con actividad terapéutica (Baulies Romero y Torres Castella, 2012, pp.149-153 ).

Las plantas medicinales contienen una serie de sustancias activas con utilidad terapéutica en los
cuales se basa la existencia de la fitoterapia, el uso de drogas vegetales en tratamientos suponen
la causa de menos efectos negativos y una agresividad minima para el paciente. La
investigacion de estos principios activos han demostrado la existencias de propiedades
terapéuticas y de sustancias sinérgicas que son extraidos y utilizadas a partir de plantas
medicinales en forma de fitomedicamentos en su mayoria o solo como en forma de drogas

vegetales. (Baulies Romero y Torres Castella, 2012b)

1.1.3 Métodos de extraccion de componentes

Para hacer uso de los beneficios de las plantas medicinales o potenciar sus efectos es importante
realizar la extraccion o separacion del principio activo del resto de componentes de la droga
vegetal. Para realizar estos procedimientos es necesario hacer uso de métodos fisicos o la
utilizacién de solventes quimicos donde se implica el fendbmeno de difusion, en el cual participa
la ley de Fick, en el cual componentes activos inmersos en la célula migraran al solvente de

extraccion.

La extraccion con disolventes es el método méas usado en la purificacion de estas sustancias
activas estd basado en la utilizacién de solventes organicos de extraccion de naturaleza
semejante a las sustancias activas a extraer, En el desarrollo de extracciones de este tipo es
necesario controlar parametros tales como la temperatura, el tiempo de extraccién y en algunos

casos la presion atmosférica.



Existen diferentes tipos de extraccion con disolventes orgénicos donde destacan las siguientes:

las extracciones discontinuas y continuas.

Se entiende por extraccion discontinua al procedimiento en donde la droga vegetal es inmersa
completamente en el disolvente organico, donde los componentes que se encuentra en el interior
de las células migran hacia el disolvente organico hasta conseguir un equilibrio, como ejemplo
de ello se tiene a la maceracion, mientras que en la extraccion continua esta basada en el arrastre
de los principios activos por el uso de disolventes, como ejemplo del se tiene a el método de

soxhlet y el uso del evaporador rotatorio (Bruneton, 2001).

1.1.4 Actividad Antibacteriana de Plantas

Durante muchos siglos el ser humano ha hecho uso de las plantas medicinales en principalmente
en su alimentacion y como agentes terapéuticos hasta la evolucion de los farmacos sintéticos,
sin embargo actualmente las plantas siguen siendo tendencia en la investigacién para el

desarrollo de nuevos farmacos.

Las plantas producen un gran nimero de sustancias de bajo peso molecular denominadas
metabolitos secundarios distintos a las moléculas de la vida ya conocidas, dentro de estos
metabolitos secundarios, en los cuales se resaltan a los metabolitos con accion antimicrobiana,
en donde se diferencian dos tipos las fitoanticipinas presentes durante toda la vida de la planta 'y
las fitoalexinas que son sustancias producidas a causa de estimulos provocados por el
microorganismos, dichas sustancias durante la ejecucion de un analisis o identificacion tienden

a variar su concentracion debido a su origen y a las especia vegetal.

Las fitoalexinas pueden producirse en grandes cantidades en presencia de microrganismos
patégenos con el objetivo de eliminarlos. Estas descripciones corresponden a la actividad
antimicrobiana en vivo puesto que in vitro como lo explicado anteriormente surgen

complicaciones relacionadas en la concentracién de las fitoalexinas (Domingo y Lopez-brea, 2003).
1.1.5 Alcaloides
La expresion alcaloide se establecié para distinguir las sustancias de origen vegetal que

reaccionan como bases, como los alcalis, etimolégicamente provine de los términos arabes al

kaly, significa sosa y del griego eidos, el aspecto.



Generalmente son metabolitos secundarios  nitrogenados naturales. Se definen como
sustancias nitrogenadas, de caracter basico, de origen natural y de distribucién particular, estas
sustancias tienen una estructura compleja. EI nitrogeno de su estructura forma un sistema
heterociclico y es el responsable de la actividad farmacoldgica, los aminoacidos son precursores

naturales de alcaloides

Los alcaloides rara vez se encuentran en las bacterias (piocianina en Pseudomonas aeruginosa),
son muy escasamente en hongos (psilocina en los hongos alucin6genos américanos). Los
alcaloides se hallan basicamente en las Angiospermas, en porcentajes entre el 10-15% del peso

total de la planta.

Cierto tipo de familias tienen una evidente predileccion para producir alcaloides; esto sucede
tanto en las Monocotiledéneas (Amaryllidaceae, Liliaceae) como en las Dicotiledoneas,
(Fumariaceae, Lauraceae, Loganiaceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Papaveraceae,
Ranunculaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Solanaceae, etc.). Varios géneros en estas familias

contienen alcaloides mientras que otros se encuentran carentes de ellos.

Ademas existen alcaloides que son propios limitados de géneros pertenecientes a una familia
(hiosciamina) o de un conjunto de especies de un mismo género (tebaina); también constan
alcaloides son muy especificos como los opiaceos (morfina). La cantidad de alcaloides
presentes en las especies vegetales varia ampliamente entre una y otra En las plantas casi nunca
domina un Gnico alcaloide: en algunos casos existe uno en cantidades mayores a los demas,

pero normalmente se encuentran presentes cantidades numerosas.

Generalmente, todos los alcaloides de una misma planta sufren un origen idéntico aungue sus
estructuras presenten muchas diferencias. También, la produccion y concentracion de
alcaloides puede ser distinta en cada 6rgano de la planta. Se observan variaciones cualitativas

frecuentes: no es raro que los diferentes 6érganos de una planta contengan alcaloides diferentes
(Bruneton, 2001).

En el interior de la células vegetales, los alcaloides estan presentes en forma soluble, es decir en
sales 0 combinados con taninos. La alcalinidad y las acciones antimetaboliticas de la mayoria de
estas sustancias implican que se almacenen normalmente en las vacuolas de la célula.
Habitualmente la biosintesis de los alcaloide ocurre fuera del lugar de almacenamiento y

consecutivamente son distribuyen a su zona de almacenamiento (Bruneton, 2001).

1.2 Crinum x amabile



1.2.1 Descripcion botanica

La Crinum x amabile es una herbéacea perteneciente a la familia de las amarilidaceas, esta
comprendida por mas de 160 subespecies, se encuentra ampliamente distribuida a lo largo del
mundo en Asia, América y Africa, especialmente en paises con climas tropicales y calurosos.,
no solo es considerada como una planta decorativa, puesto que presenta llamativos colores,
también es usada en la medicina ancestral como emético, antimalarico, antimicrobiano y para

tratar el reumatismo (De La Torre et al., 2008; Pham et al., 1998).

Es una especie vegetales perennes que estan formada por bulbos gruesos alcanzando hasta 15
cm en su didmetro. Hojas son muy largas, planas y dispuestas en rosetas. Tiene flores grandes
de coloraciones rojas, rosadas o blancas que acompafian a los bulbos, son intensamente
atractivas, hermafroditas y actinomorfas; el perignio estd formado por 6 tétalos
ensamblados, integrando un tubo abierto o cilindrico, los estambres exponen filamentos y

anteras inestables

1.2.2 Taxonomia

Tabla 1-1. Taxonomia de Crinum x amabile

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Liliidae
Orden: Asparagales
Familia: Amaryllidaceae
Género: Crinum
Especie: Crinum x amabile

Donn ex Ker Gawl.

Fuente: (Maroyi, 2016)

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018

1.2.3 Alcaloides de Crinum x amabile



De acuerdo con investigaciones realizadas se ha descrito aislamiento de alcaloides con
actividades antitumorales, antiviricas, antimicrobianas y anticolinérgicas de los bulbos secos de
C. amabile de los cuales se destacan: licorina, buphanisine, amabellina, augustina, flexinina,

crinamina y crinamabina que son los principales (Pham et al., 1998).
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Figura 1-1. Alcaloides representativos de Crinum x amabile (1. Licorina; 2. Crinamabina; 3.
Crinamina; 4. Buphanisine; 5. Amabellina; 6. Flexinina; 7. Augustina.)

Fuente: (Pham et al., 1998)

1.2.4 Utilidad terapéutica

Los alcaloides de esta especies se usan en ampliamente en la medicina tradicional existen varias
investigaciones realizadas sobre estos componentes en Asia, Africa y América del sur, la
siguiente tabla muestra las actividades terapéuticas basadas en estudios previos de los

principales alcaloides de Crinum x amabile (Maroyi, 2016; KITTISAK et al., 1993).

Tabla 2-1. Utilidad terapéutica de alcaloides de Crinum amabile.

Alcaloide Accion

Amebellina inmunoestimulante moderada
Crinamina Antineopléasica moderada sobre leucemia

Crinasiadina Bacteriostatica

Crinasiatina Bacteriostatica
Licorina Antiprotozoaria, antivirica, inmunomoduladora
Ungeremina antineoplésica, antibacteriana

Fuente: (Fuster, 1994; Maroyi, 2016; Fennell y VVan Staden, 2001)

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018



1.3 Enfermedades infecciosas

Estas patologias se definen como las interacciones entre microorganismos, el huésped humano y
el medio ambiente, la cual causa dafios fisioldgicos en el tejidos celular con la aparicion de
expresiones clinicas mediante la capacidad de estos microorganismos de generar la infeccion
dependen de sus factores virulentos, aspectos inmunitarios del huésped, la sensibilidad genética,
ademés de las caracteristicas fisicas de las condiciones de vida del individuo. Estas
enfermedades son transferibles de forma directa o indirectamente en la poblacion humana

(Restrepo et al., 2003).

1.3.1 Mecanismos de transmision

Ocurren principalmente por dos maneras tales como: Transmision directa y transmisién
indirecta.

El movimiento de la patologia del origen de la infeccion al individuo saludable, sin interrupcién
y de modo inmediata se denomina como transmision directa, mientras que cuando existe un fase
de tiempo y espacio entre contagio de la enfermedad desde el origen de infeccién hacia una

individuo susceptible se conoce como transmision indirecta (Ausin Ruiz y Moreno Guillén, 2005).

1.3.2 Mecanismos de respuesta ante la infeccion

La defensa innata es la primera proteccion contra todas las infecciones, este mecanismo es muy
importante pero sin especificidad, estd constituido por barreras fisicas en las cuales destacamos
a la piel, cabello, bellos y ufias como los principales, también constan de fluidos corporales y
células del sistema inmune. La deficiencia de este mecanismo es la dificultad para desarrollar

una memoria inmunoldgica (Ausin Ruiz y Moreno Guillén, 2005; Restrepo et al., 2003).

La piel y los fluidos corporales al ser las primeras barreras de interaccion con los
microrganismos presentan diferentes tipos de mecanismos como en el caso los desmosomas se
encargan de unir fuertemente las células epiteliales manteniéndolas herméticos para asi evitar el
paso de microorganismos. También la piel al mantener un pH &cido destruye gran parte de las

bacterias que intentan entrar (Ausin Ruiz y Moreno Guillén, 2005).

Un caso similar sucede en el aparato gastrointestinal que posee un pH muy acido el cual resulta
ser una eficiente barrera bactericida para varios tipos de microorganismos que ingresan por esta
via. De la misma manera la vagina esta se encuentra protegida por la acidez de su medio la cual

es causada por la microbiota natural (Restrepo et al., 2003).
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Las defensas adaptativos, también denominados especificos o adquiridos, como los sefiala su
nombre, son aquellos capaces de reconocer los materiales fordneos con un alto grado de

especificidad.

La propiedad mas Ilamativa que poseen los mecanismos adaptativos es la capacidad de proveer
una adaptacion al medio, es decir, de mostrar respuestas inmunes cada vez mayores y mas
eficientes ante el estimulo repetido por parte de un mismo antigeno, o cuando un organismo se
va poniendo en contacto con diferentes agentes patdgenos y no es hereditaria.. Esta propiedad es

conocida como la memoria inmunoldgica, un ejemplo especifico es el uso de vacunas (Ausin Ruiz
y Moreno Guillén, 2005).

1.3.3 Tipos de enfermedades infecciosas

Las patologias infecciosas son causadas por el paso y proliferacion de bacterias, virus y hongos

patdgenos. Este trabajo se basa en el estudio de las infecciones bacterianas y flngicas.

La mayor cantidad de infecciones bacterianas son causadas por bacterias ajenas a las de la
microbiota normal del ser humano, como es el caso de la Klebsiella pneumoniae la cual es
responsable de las neumonia. La Escherichia coli debido a su capacidad para erradicarse en el
colon y vias urinarias es la principal causantes de enteritis y de infecciones en las vias urinarias.
Asimismo como es el caso del Streptococcus pyogenes que son los responsables de causar
infecciones en el tracto respiratorio alto y Staphylococcus aureus que producen la escarlatina en

los seres humanos (Ausin Ruiz y Moreno Guillén, 2005).

Tabla 3-1.- Algunas enfermedades infecciosas causadas por bacterias.

BACTERIAS ENFERMEDADES
Corynebacterium diphteriae Difteria
Vibrio cholerae Colera
Clostridium Difficile colitis psudomembranosa
Staphilococcus aureus Enteritis, Sindrome de shock séptico, sindrome de piel estcalada
Staphilococcus pyogenes Escarlatina
Pseudomona auroginos Infecciones variadas
Shigella dysenteriae Enteritis

Fuente: (Ausin Ruiz y Moreno Guillén, 2005)
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Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018

Las infecciones fangicas son poco frecuentes debido a que el ser humano se encuentra en
constante contacto con hongos y sus esporas, pero existen hongos patégenos que generan
infecciones en el individuo tales como la Candida albicans, Dermatophytos, y hongos

dimorficos (PAHO Publications, 2004).

Estos hongos principalmente causan infecciones en los tejidos epiteliales y las mucosas en
zonas cutaneas himedas y roce, estos problemas son causados principalmente por dermatofitos
y céndida. Ciertos hongos presenta una efecto de accion infecciosa dimorfica, lo cual quiere
decir que estos hongos invaden y se adaptan a ciertos tejidos del cuerpo formando filamentos
en forma de levaduras, donde se proliferan, estos hongos son los causantes de infecciones
pulmonares por la inhalacion de sus esporas, l0s hongos responsables de estos efectos son el

Histoplasma o Cococcioide los cuales crecen en forma filamentosa (Ausin Ruiz y Moreno Guillén,
2005).

1.3.4 Agentes infecciosos

Los agentes causantes de estas patologias se dividen en dos grupos lo que forman parte de la
microbiota normal del individuo y los patégenos externos que son los responsables de las
principales enfermedades infecciosas los cuales ingresan del medio ambiente al huésped
susceptible, entre los agentes infecciosos tenemos las bacterias, hongos (principales grupos de

estudio) y virus

1.3.5 Bacterias

Son organismos unicelulares constituidos por células procariotas de tamafio entre 0,2 — 5 um,
poseen reproduccion binaria, ademas presentan mecanismos de produccion de energia y
material genético. Son considerados como los organismos mas abundantes que existen en la
tierra. Estos organismos debido a sus caracteristicas estructurales pueden cohabitar con otros

tipos de organismos y ademas con organismos superiores. (Gray Young, 1969; Ausin Ruiz y Moreno
Guillén, 2005).

1.3.5.1 Estructura bacteriana

Las bacterias estan constituidas principalmente por: pared celular, la membrana celular,

citoplasma, periplasma, ribosomas y nucleoide, también por estructuras variables que se
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encuentran generalmente en la pared celular las cuales son: los pilis, flagelos, la capsula y los

poros (Tortora, Funke y Case, 2007).

La pared celular o bacteriana es de gran utilidad para la bacteria, es la que le brinda las
propiedades de rigidez y elasticidad por ende son las responsables de la forma de la bacteria, es
la principal barrera de proteccion de la bacteria (Montoya Villafane, 2008), Algunos antibioticos

impiden su crecimiento causando una lisis en la célula bacteriana.

Para identificar la pared bacteriana se utiliza la llamada tincién Gram desarrollada en 1883 por
Christian Gram mediante la cual se distingue entre las Gram positivas y Gram negativas, que
difieren entre si por su contenido de aminoazucares tales como N-Acetil muramico (NAM) y N-
acetil glucosamina (NAG) entrelazados con péptidoglicanos, en la cual difieren en el grosor de
la capa del NAM, puesto que en las bacterias Gram positivas esta capa oscila entre 15a 80 nmy
en las Gram negativas esta entre 5 — 10 nm (Madigan, John y Parker, 2009). Ademas los compuestos
fundamentales para que ocurra la tincién son los acidos teicoicos que se encuentra en las

bacterias Gram positivas (Tortora, Funke y Case, 2007).

La capsula o glucocalix es una sustancia pegajosa y viscosa, proveen proteccion a la bacteria
evitando que algunas sustancias penetren a la célula como antibidticos, interfiere en la
fagocitosis de las células de defensa del organismo y su capacidad antigénica (antigeno K) este
mecanismo favorece la virulencia de las bacterias debido a que va a facilitar su multiplicacion

en el organismo (Ausin Ruiz y Moreno Guillén, 2005; Montoya Villafane, 2008).

Los flagelos son fibras proteicas que poseen algunas bacterias, son apéndice que se utilizan para
la locomocién de las bacterias, estan compuestos por un filamento largo externo de proteina
globular conocida como flagelina formando un largo cilindro hueco y este se encuentra unido a
la pared celular por el cuerpo basal la proteina presente en los flagelos le confiere funciones

inmunes a la bacteria (antigeno H) (Ausin Ruiz y Moreno Guillén, 2005).

Las pili fimbrias son apéndices externos filamentosos huecos formados por la acumulacién de
muchas subunidades de proteinas, cumplen funciones muy importantes como la fijacion y

transporte de ADN ademés de la motilidad, ademé&s contiene un caracter antigénico (Tortora,
Funke y Case, 2007).

La membrana celular o citoplasmética se encuentra recubierta por la pared, es una estructura
indispensable para la vida bacteriana, estd formada por una bicapa lipidica (fosfolipidos),

proteinas y glucolipidos en menor proporcion, esta membrana posee un espesor de 7,6 nm,
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corresponde al 20 y 30 % del peso total de la célula (Montoya Villafane, 2008). En las bacterias la
principal funcion de la membrana es controlar el paso de sustancias del interior al exterior y
viceversa, ademas en la membrana citoplasmatica ocurre la fosforilacion oxidativa y el
transporte de electrones los cuales son procesos generadores de energia (Madigan, John y Parker,
2009).

Figura 2-1. Estructura Bacteriana interna y externa

Fuente: (Montoya Villafane, 2008)

El citoplasma es una sustancia que se encuentra limitada por la membrana celular, esta
constituido principalmente por aguan en un 80%, ademas contiene proteinas en su mayoria
enzimas, hidratos de carbono, lipidos, iones metélicos y compuestos de bajo peso molecular. Es
una sustancia semi-transparente, elastica, acuosa y espesa. En el citoplasma se encuentra la zona

nuclear, que esté constituida por ADN, ribosomas y nucleoide (Tortora, Funke y Case, 2007).

Los ribosomas se encuentran en células eucariontes y procariontes, constituyen el 25-30% del
peso celular, su funcion principal es la sintesis de proteinas. Los ribosomas estan formados por
dos subunidades las cuales estan constituidas por proteina y al ARN-ribosémico (ARN-r), los
ribosomas de las células bacterianas se denomina 70 S, la letra S alude a la unidad Svedberg
basada en la medicion de velocidad de sedimentacion durante una centrifugacion ultrarrapida,
por ende el ribosoma se divide en dos sub unidades un menor tamafo de 30S la cual posee una

molécula de RNA-r y otra subunidad mayor tamafio 50S que tiene dos moléculas de RNA-r
(Tortora, Funke y Case, 2007).

Algunos antibiéticos inhiben la formacion de estas proteinas, como es el caso de los
aminoglucésidos los cuales atacan a la subunidad 30S y los macrolidos los cuales ejercen su

accion sobre las subunidades 50S (Tortora, Funke y Case, 2007; Montoya Villafane, 2008).
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En el nucleoide conocido también como zona nuclear se encuentra el ADN bacteriano,
habitualmente esta zona contiene una sola fibra dispuesta circularmente la cual es Ilamada
cromosoma bacteriano, esta estructura tiene como funcién almacenar el material genético
responsable de todas las estructuras y funciones de la bacteria. Las bacterias son haploides y
pese a la forma circular del ADN se transfiere en forma lineal a cada célula hija por fision

binaria (Gamazo, Sanchez y Camacho, 2013; Tortora, Funke y Case, 2007).
1.3.5.2 Clasificacion

Las clasificaciones mas comunes de las bacterias se basan en la forma de su pared bacteriana y

su tipo de tincion Gram.

Tabla 4-1. Clasificacion

bacteriana TINCION GRAM FORMA

Gram positivas Cocos
Gram negativas bacilos
espirilos

Fuente: (Montoya Villafane, 2008)
Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

1.3.5.3 Enfermedades bacterianas mas comunes en el Ecuador.

Segun datos del Ministerio de Salud del Ecuador las infecciones respiratorias altas (IRAS) y las
infecciones de las vias urinarias son las mas prevalentes, mientras que en las zonas rurales y
urbanas de la provincia de Chimborazo, las IRAs y las enfermedades diarreicas agudas son las
principales causantes de la morbilidad y mortalidad infantil, sin dejar de lado el aumento de las
infecciones nosocomiales en los dltimos afios lo cual eleva la probabilidad de generar

resistencias bacterianas (Ministerio de Salud. MSP, 2015).

La enfermedad diarreica aguda se detalla como una modificaciéon en la evacuacion normal
intestinal aumentando su frecuencia de deposicion causando cambios en la consistencia de la
materia fecal con una duracién menor a 10 dias, las causas de las EDA son las infecciones
causadas por microorganismos relacionado con el consumo de alimentos intoxicados, siendo la
infeccion de Escherichia coli la mas comuin, la cual es responsable del 70% de estas

enfermedades (Restrepo et al., 2003).
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Las infecciones respiratorias agudas (IRA) se sitGan entre las principales causas de morbilidad
en la poblacion general, y dentro de las 3 primeras causas en el Ecuador, por lo que es
considerado un problema de salud publica. La mayor parte de estas infecciones afectan
principalmente al tracto respiratorio produciendo enfermedades como: rinitis, faringitis,
laringitis, epiglotitis y traqueobronquitis, de la infecciones causadas por bacterias como:
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae entre otras, necesitan atencién médica u hospitalaria debido a que puede generar

enfermedades de caracter mortal como la neumonia.

Las infecciones respiratorias causadas por virus son mas frecuentes pero en su mayoria son
benignas y no requieren de un tratamiento especifico debido a que tiene un tiempo de duracion
establecido, excepto (PAHO Publications, 2004; Restrepo et al., 2003; Prats, 2005).

Las infecciones nosocomiales son una importante causa de morbilidad principalmente en
pacientes que se encuentran en unidades de cuidados intensivos, postquirirgicas y pacientes
muy graves que ingresan al hospital, la resistencia antimicrobiana es el principal problema que
generan este tipo de infecciones causando repercusiones en el estado del paciente y en el
hospital en los que refiere a costes y seguridad del personal.

Entre de las infecciones nosocomiales mas comunes tenemos a: Bacteriemia primaria causada
por Staphylococcus aureus, infeccion de las vias urinarias por Pseudomonas aeruginosa,
neumonia nosocomial por bacterias Gram positivas y negativas e infecciones post quirdrgicas
(Olaechea et al., 2010).

1.3.6 Hongos

De manera distinta a las bacterias los hongos poseen una estructura mas compleja, son
microorganismos formados por células eucariotas, puesto que contienen un nudcleo bien
definido, aparto de Golgi, reticulo endoplasmico, difieren de otros organismos eucariotas por
poseer un pared celular formada por glucano y quitina y también en su membrana contiene
ergosterol en lugar de colesterol como la mayor parte de organismos eucaridticos. La mayor

parte de estos organismos son aerobios obligados o facultativos, ademéas son quimiotrofos.

Los hongos pueden encontrarse de manera un unicelular (levaduras) y en filamentos (moho)
existen hogos que pueden encontrarse de estas dos formas son denominados dimorficos, se

reproducen asexualmente y sexualmente en menor grado (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2006; Brooks
et al., 2011).
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1.3.6.1 Estructuray clasificacion de hongos.

De acuerdo a su aspecto morfolégico y su forma de crecimiento los hongos se dividen en
levaduras y mohos. Las levaduras son hongos unicelulares de forma ovalada o esférica de
didmetro que varia entre 3 — 16 micrometros, su reproduccion ocurre por gemacion o fision,
algunas lavaduras se reproducen pro yemas (brotes) por ende no se separan de la célula madre
formando una especie de cadena corta denominada seudohifa. Se encuentran distribuidas

ampliamente en la naturaleza, son colonias opacas de color crema con aspecto pulverulento
(Brooks et al., 2011).

Mientras que los mohos son organismos pluricelulares que estan dispuestas en forma de cadenas
o filamentos de células unidas integradas por tabulos cilindricos denominados hifas, poseen un
diametro de 3 a 10 micrémetros, al conjunto de hifas se le denomina micelio. Algunas hifas se
encuentran divididas por tabiques o septos, estas hifas se conocen como tabicadas o septadas,
mientras que las hifas que no poseen divisiones se denomina cenociticas. Las hifas que
intervienen en la absorcion de nutrientes se denominan vegetativas, mientras que las estructuras

que participan en la reproduccién se nominan hifas reproductivas o aéreas (Tortora, Funke y Case,
2007; Brooks et al., 2011).

Los hongos presentan con una pared celular rigida que le proporciona su forma, estan
compuesta por carbohidratos glucoproteinas y lipidos. Durante los procesos infecciosos la pared
proporciona fijacion a la célula hospedera y los polisacaridos desencadenan los procesos
inflamatorios, también la pared produce antigenos inmunodominantes que generan respuestas

inmunitarias de tipo celular que son Utiles en el diagnostico (Brooks et al., 2011).

Localizacion Infeccion Hongos Responsables

Superficiales Tifa Hortaea wenwckii
Piedra blanca especies de trichosporon
Piedra negra Piedraia hortae

Cutaneas Dermatofitosis Microsporum,Trichosphyton
Candidaisi dérmica Candida sp.

Subcutaneas Esporotricosis Sporothrix schenckii
Micetoma Madurella mycetomatis
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Endemicas Coccidioidomicosis Coccidioides sp

Histoplasmosis Histoplasma capsulatum
Blastomicosis Blastomyces dermatitidis
Oportunistas Candidosis sistémica Candida albicans sp
Criptococosis Cryptococcus neoformans y gattii
Aspergilosis Aspergillus fumigatus y otras

Tabla 5-1. Principales hongos y sus infecciones en el ser humano
Fuente: (Brooks et al., 2011)

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018

Ademas de su reproduccidn vegetativa los hongos producen esporas sexuales o conidios que son
facilmente distribuibles en el medio ambiente, son muy resistentes y germinan cuando las
condiciones de proliferacién son adecuadas, los conidios son de producto de la reproduccion

sexual o asexual de los hongos (Brooks et al., 2011).

Aunque el ser humano se encuentra continuamente en contacto con esporas y hongo es poco
frecuente obtener una micosis en el caso de un individuo sano, los casos mas comunes en
infecciones flngicas estan localizadas en la piel y en mucosas cutdneas himedas (vaginal y
oral), son causadas en su gran mayoria por dermatofitos, trichophyton, Microsporum, candidas
y otros hongos dimorficos, son infecciones que se caracterizan por no ser destruir las capas

gueratinizadas de la piel y mucosas.

Las micosis afectan en el plano estético como es el caso de la ptirasis versicolor, que son lesione
en forma de maculas en la piel, generalmente manchas oscuras, decoloraciones y
descamaciones. También es el caso de afecciones como la piedra negra y blanca las cuales

causan la aparicion de nédulos en el cabello (Ausin Ruiz y Moreno Guillén, 2005; Murray, Rosenthal y
Pfaller, 2006).

1.3.6.2 Infecciones fangicas mas comunes en Ecuador
Segun datos del ministerio de salud ecuatoriano las micosis superficiales son las principales

causas de morbilidad, de las cuales la candidiasis vaginal y oral destaca con mayor incidencia

dentro de este grupo (Ministerio de Salud. MSP, 2015).
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La vaginitis micética causada generalmente por Candida albicans presenta principalmente
prurito y secreciones amarillentas, estas infecciones estan relacionadas al uso de antibiéticos y
otros factores como los de higiene y ambientales, estos factores también se asocian a la
candidiasis oral. En pacientes que tienen su sistema inmunol6gico comprometido como es el
caso de pacientes con sida y otros, pueden presentarse candidiasis orales y esofagicas muy

graves (Prats, 2005).

Las dermatofitosis son unas de las micosis superficiales mas comunes, las cuales se caracterizan
por causar dafios estéticos en cabellos y ufias, dando lugar a diferentes tipos e lesiones

epiteliales tales como: eritematosas, hiperqueratinosas, vesiculares, agrietadas y entre otras
(Prats, 2005).

1.3.7 Cepas microbianas en estudio

En este trabajo de investigacion se estudiaron seis tipos de cepas de microorganismos las cuales
son: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,

Candida albicans.

1.3.7.1 Staphylococcus aureus
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Figura 3-1. Tincion Gram de Staphylococcus aureus
Fuente: (Harvey, Champe y Fisher, 2008).

1.3.7.1.1 Morfologiay virulencia
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S. aureus son cocos Gram positivos que pertenece a un grupo heterogéneo de bacterias muy
virulentas para el ser humano. Presenta colonias circulares de 0,7 a 12 micrometros en forma de
racimo irregular de color dorado, son catalasa positivos debido a que poseen enzimas que
desdoblan el perdxidos de hidrogeno en agua y oxigeno gaseoso, ademas tienen la capacidad de
coagular el plasma sanguineo puesto que poseen una enzima llamada coagulasa que cataliza la
transformacion de los factores sérico de fibrindgeno en fibrina formando un coagulo, este tipo

de bacterias son conocidas como coagulasa positivas.

Posee una capa gruesa de péptido glucanos cubierta de polisacaridos y proteinas las cuales
contribuyen a su factor de virulencia, entre estas proteinas se encuentran las enzimas cogulasas
y catalasas, también en esta cubierta se encuentra la proteina A que aporta en la virulencia

evitando que el S. aureus sea fagocitado.

Entre las toxinas producidas por el S. aureus las mas comunes son denominadas exotoxinas
citoliticas, superantigénicas y las enterotoxinas. Las toxinas citoliticas causan dafios en la pared
celular de las células humanas, estas toxinas también son conocidas hemolisinas debido a su
capacidad por romper la membrana de hematies, leucocitos, plaquetas y macrofagos. En a
cuanto a las toxinas superantigénicas estafilocdcicas estas estimulan el efecto inmunitario de
respuesta de los linfocitos T aumentando la produccion de citosinas, que se destaca la toxina del
sindrome del shock toxico (TSST-1) la cual es la principal causante del mismo sindrome.

Mientras que las enterotoxinas son las principales contaminantes de alimentos, son la inductoras
de los sintomas gastrointestinales como el vomito en animales y humanos, estas toxinas son
muy importantes debido a que unas ves formadas son estables a las temperaturas de ebullicion y

a los 4cidos gastricos (Harvey, Champe y Fisher, 2008; Kenneth J et al., 2011).

1.3.7.1.2 Epidemiologia

El S. aureus forma parte de la microbiota normal de la piel y mucosas del ser humano, por ende
las infecciones son por contacto directo del portador, debido a que se propagan por deficiencias
en la higiene de los individuos, de esta forma también ocurre la contaminacién en la

manipulacién de alimentos (Harvey, Champe y Fisher, 2008).
La propagacion hospitalaria de S. aureus genera gran importancia debido a la existencia de

cepas resistentes a los antibi6ticos, puesto que existen muchos paciente que se encuentran en

estado de riesgo como recién nacidos, pacientes postquirtrgicos y de cuidados intensivos, puede
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generar estados criticos y mortales en esta poblacion de pacientes, ademéas de causar grandes

pérdidas para econdmicas en los sistemas de salud (Brooks et al., 2011).

1.3.7.1.3 Condiciones de crecimiento

Las cepas de S. aureus crecen con facilidad en el agar sangre de cordero a una temperatura de
37 °C aproximadamente, después de 18 horas se puede observar las colonias ya formadas con
hemolisis y con su coloracion especifica de gris a dorado. Es posible aislar estas bacterias
utilizando como complemento manitol y cloruro de sodio al 7,5 % (Murray, Rosenthal y Pfaller,
2006).

Figura 4-1. Crecimiento de S. aureus en agar sangre de cordero.

Fuente: (Brooks et al., 2011)

1.3.7.2 Escherichia coli

Figura 5-1. Tincion Gram de Escherichia coli
Fuente: (Brooks et al., 2011)
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1.3.7.2.1 Morfologia y virulencia

Son bacterias Gram negativas que pertenecen a la familia de enterobacterias, se encuentran
ampliamente distribuidas en el medio ambiente, forman parte de la microbiota natural del
organismo especificamente la mayor cantidad de estas bacterias radican en el colon. Son
bacilos de 2 a 3 micrémetros, poseen capsula o microcapsula, ademéas poseen fimbiras pili que
sirven para fijarse a las superficies celulares de organismo hospedero. Son anaerobias

facultativas reductoras de nitritos a nitratos.

Esta bacteria da resultados positivos para el test de indol, lisina descarboxilada, fermentacion de
manitol, en la prueba de citocromo oxidasa da como resultado negativo, debido a la falta de esta
enzima en su estructura, genera gases con el metabolismo de lactosa y glucosa. La E. coli es
responsable de la mayor parte de las infecciones urinarias y gastroenteritis, también

enfermedades como septicemia y meningitis (Luis, Garcia y Cortina, [sin fecha]; Brooks et al., 2011;
Harvey, Champe y Fisher, 2008).

La virulencia de E. coli se caracteriza principalmente por las toxinas que produce, esta bacteria
es capaz de producir la mayor parte de toxinas que hay entre las enterobacterias las cuales
incluyen: inhibidores de la sintesis de proteinas, citotoxinas formadoras de poros y varias
substancias que intervienen en la transmision de mensajeros de las células del organismo

hospedero.

En los ultimos afios se han descubierto que existen diferentes cepas de esta misma bacteria las
se dominan E. coli: Enteropatogena (EPEC), Enteroinvasiva (EIEC), Enterohemorrégica
(EHEC), Enterotoxicas (ETEC) y Enteroadherentes (EAEC), siguen siendo la misma bacteria

pero presentan caracteristicas distintivas en la produccion de ciertas sustancias (Kenneth J et al.,
2011; Harvey, Champe y Fisher, 2008).

1.3.7.2.2 Epidemiologia

La E. coli es la principal causante de las infecciones de vias urinarias y gastroenteritis en el
mundo, ademas son responsables de causar meningitis y septicemias en neonatales, Suelen ser
transmitirse al ser humano por via fecal y oral a través de alimentos y bebidas contaminadas,
también pueden producirse enfermedades cuando el organismo presenta alteraciones en sus

defensas puesto que forman parte de la microbiota normal (Harvey, Champe y Fisher, 2008).
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1.3.7.2.3 Condiciones de Crecimiento

El agar mas comUnmente utilizado para el crecimiento de E coli es el Agar Mc Conkey, también

pueden crecer en agar sangre de cordero y agar eosina azul de metileno (E.M.B) (BASUALDO y
COTO, 2006).

Figura 6-1. Crecimiento de E. coli sobre agar sangre de cordero
Fuente. (Harvey, Champe y Fisher, 2008)

1.3.7.3 Klebsiella pneumoniae

Figura 7-1. Microfotografia de las células de Klebsiella pneumoniae
Fuente. (Harvey, Champe y Fisher, 2008)
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1.3.7.3.1 Morfologiay virulencia

Bacteria anaerobia facultativa no tiene la capacidad de moverse, es Gram negativa, posee un
tamafio aproximado de 0.3-0.5um. Klebsiella pneumoniae presenta una cépsula de
polisacaridos, que le brinda un semblante mucoso y brillante a las colonias que frecuentemente

tiene una tonalidad rosa a blanquecina (Harvey, Champe y Fisher, 2008).

Este bacilo es el principal responsable de provocar infecciones urinarias de heridas y en casos

graves neumonias (Kenneth J et al., 2011).

1.3.7.3.2 Epidemiologia

Klebsiella pneumoniae se halla extensamente distribuido en el medio ambiente, especificamente
cerca de las mucosas de animales mamiferos y en las regiones del tracto gastrointestinal y la
nasofaringe del ser humano. Generalmente los pacientes hospitalizados tiene mayor
probabilidad de contraer una infeccion provocada por la K. pneumoniae puesto que tiene una

relacién directa al periodo de hospitalizacion (Brooks et al., 2011).

Figura 8-1. Crecimiento de K. pneumoniae sobre agar McConkey
Fuente: (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2006)

1.3.7.3.3 Condiciones de crecimiento

Generalmente su crecimiento se lo realiza sobre agar McConkey a 37°C (Murray, Rosenthal y
Pfaller, 2006).

1.3.7.4 Pseudomonas aeruginosa
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1.3.7.4.1 Morfologiay virulencia

Bacteria aerobia estricta movil debido a sus flagelos, posee forma de baston, tiene un tamafio
aproximado de 0,6 a 0,2 um se encuentra dispuesto en células individuales formando pequefas
cadenas o alguna veces en pares., es Gram negativos, no fermentan hidratos de carbono en el
algunos casos oxidan glucosa, crecen en el agua. Forma colonias lisas y redondas con un color
verde fluorescente, la P aeruginosa secreta una sustancia coloreada fluorescente denominada

pioverdina que es responsable del color verde en los cultivos.

Posee unas fimbrias que favorecen la adherencia a las células huésped. Producen toxinas y
enzimas como: exotoxina, piociamina y fosfolipasa C que es sensible a temperaturas elevados.
Pseudomonas aeruginosa s6lo causan infecciones sobre lesiones de mucosas que se encuentra
carentes de defensas inmunoldgicas, en las cuales puede provocar, infecciones urinarias,

enfermedades respiratorias infecciones a nivel de tejidos blandos. (Brooks et al., 2011)

Figura 9-1. Cultivo de Pseudomonas aeruginosa en agar Mueller Hinton
Fuente. (Brooks et al., 2011)

1.3.7.4.2 Epidemiologia
Se despliegan generalmente en ambientes himedos intrahospitalarios como: lava manos, bafio

(duchas), respiradores, inclusive en dispositivos de dialisis y de manera momentanea puede

causar infecciones sistémicas y locales en los pacientes internados en el hospital (Kenneth J et al.,
2011).

1.3.7.4.3 Condiciones de crecimiento
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Esta bacteria crece en ambiente aerobio estrictos, tiene la capacidad de crecer en mdltiples
medios de cultivos a un temperatura de 37 a 42°C, produce un olor dulce caracteristico similar
al de las uvas, son oxidasa positiva, es caracteristico en su crecimiento la presencia de

pigmentos fluorescentes.

1.3.7.5 Salmonella typhi

Figura 10-1. Crecimiento de S. typhy en agar McConkey
Fuente: (Brooks et al., 2011).

1.3.7.5.1 Morfologiay virulencia

S. typhi es una bacteria Gram negativa anaerobia facultativa que pertenece a un grupo
heterogéneo de bacterias muy virulentas para el ser humano. Presenta flagelos peritricos
alrededor de la célula por tienen la facultad de moverse. Tiene forma de bacilos gruesos que no
generan esporas, tienden a estar agrupados en pares algunas veces forman cadenas cortas.
También no poseen capsula. Su tamafio aproximados es de 2 a 3 micras Son fermentadores de
glucosa, maltosa y sorbitol produciendo &cido, ademéas también es fermentadora de lactosa, no

es productora de gas (Harvey, Champe y Fisher, 2008; Kenneth J et al., 2011).

1.3.7.1.2 Epidemiologia

Esta bacteria es la principal causante de la fiebre entérica o también Ilamada fiebre tifoidea en
los seres humanos quienes son los Unicos hospedantes, La Salmonella typhi es un bacteria que
se transmite por medio de alimentos o agua contaminados con heces y orina de personas
portadoras. Es resistente a bajas temperaturas lo que le permite transmitirse a través de

alimentos conservados a refrigerados o congelados. (Harvey, Champe y Fisher, 2008).

1.3.7.1.3 Condiciones de crecimiento
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Las cepas de S. typhi crecen con facilidad en medios simples ero generalmente en agar
McConkey o0 en el EMB a una temperatura de 37 °C aproximadamente. EI medio de sulfito de
bismuto permite la deteccion répida de salmonelas que forman colonias negras a causa de la
produccion de acido sulfhidrico.(Murray, Rosenthal y Pfaller, 2006).

1.3.7.5 Candida albicans

Figura 11-1. Candida albicans en forma de levadura, hifas y pseudohifas
Fuente: (Brooks et al., 2011)

1.3.7.5.1 Morfologiay virulencia

Este hongo es capaz de creer de distintas formas, generalmente se encuentra como levadura por
gemacion produciendo blastoconidias, también puede producir hifas, estos crecimientos se
encuentran mediados por los medios en los que se encuentre la C. albicans como los es el pH, la
temperatura y los nutrimentos presentes. Sus levaduras tienen forma oval de 3 a 6 pm, suelen
presentarse en forma de hifas y pseudo hifas largas tabicadas entre células pudiendo formar
micelios verdaderos, debido a estos aspectos la C, albicans es considerado como un hongo

dimorfico (Brooks et al., 2011).

En medios de cultivo especialmente en agares este hongo se observa en forma de colonias
circulares blandas de color crema con olor a levadura, en cuantos a las hifas y pseudohifas estas
crecen en la parte inferior del agar. Generalmente se encuentran en las superficies mucosas, la
patologia y virulencia inicia cuando existe un incremento de células de C. albicans y las células

inmunologicas no pueden evitar su proliferacion, también se asocia que el potencial virulento
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aumenta cuando el hongo cambia de su forma de levadura a hifa, estas invasiones ocurren en

frecuentemente en tejidos y mucosas superficiales (Kenneth J et al., 2011; Brooks et al., 2011).

1.3.7.5.1 Epidemiologia

La C. albicans forma parte de la microbiota normal del individuo, se localiza frecuentemente en
las regiones orofaringea, genitales femeninos y gastrointestinales. Generalmente las infecciones

ocurren por contaminaciones internas, es poco frecuentes la transmisién de este hongo (Kenneth J
et al., 2011).

1.3.7.5.2 Condiciones de crecimiento

Las cepas de Candida albicans pueden desarrollarse sobre agar Sabouraud con cloranfenicol a
una temperatura de 37°C o 28°C (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2006).

1.4 Antibioticos

Los antibidticos denominados también como antimicrobianos, son sustancias producidas por
microorganismos (como bacterias, hongos o actinomicetos) o desarrolladas quimicamente
(como sulfas, quinolonas) que poseen como actividad la capacidad de destruir, inhibir o retrasar

la reproduccion de otros microorganismos (PAHO Publications, 2004).

La actividad varia de acuerdo a las propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas de las
sustancias, son estos factores los cuales modifican el espectro antimicrobiano y su mecanismo

de accion, parametros que definen la funcionalidad de cada sustancia antibiética(Brunton, Lazo y
Parker, 2007)

1.4.1 Agentes bacteriostaticos y bactericidas

Los agentes bacteriostaticos son sustancias que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento y
propagacion bacteriana (tetraciclina, macrdélidos lincosamidas, sulfonamidas etc). Cuando se
suspende la exposicion de un agente bacteriostatico, sobre las células bacterianas la
multiplicacion celular podria volver a empezar, por lo tanto la aplicacion de terapias usando a
estos agentes es necesaria la ayuda del sistema inmunitario de organismo infectado

(huésped).(PAHO Publications, 2004)
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Con respecto a los agentes bactericidas, estas sustancias no solo inhiben el crecimiento de las
células sino que ademas desatan procesos en el interior de la célula que la destruyen como
ejemplo tenemos a las fluoroquinolonas, los beta-lactdmicos, los aminoglucsidos etc .(Florez,
1997) .

1.4.2 Clasificacion de los antibidticos

Los antibidticos se clasifican de acuerdo a sus mecanismos de accion y su estructura quimica.

Entonces se clasifican de la siguiente manera:

e Antibioticos que inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana por ejemplo los Beta-
lactamicos.

e Antibioticos que interfieren con la estabilidad de la membrana celular.

e Antibioticos que inhiben de la sintesis de proteinas en las funciones de las subunidades
de ribosomas 30 S y 50 S como los macrélidos, aminoglucosidos, tetraciclinas y
fenicoles.

e Antibioticos que interfieren con la sintesis 0 metabolismo de los acidos nucleicos como
las quinolonas, rifampicinas.

e Antibioticos que inhiben una ruta metabolica o llamados también antimetabolitos los

principales representantes de este grupo son las sulfonamidas.

Estos mecanismos de accion actlan de forma similar contra las bacterias Gram-positivas y

Gram-negativas conforme a su especificidad (Brunton, Lazo y Parker, 2007, pp.1095-1096).

Dentro de los antibi6ticos que causan interferencia con la sintesis de la pared celular bacteriana
se encuentran el grupo de los beta-lactamicos los cuales bloquean la sintesis del péptidoglicano
al unirse en los en las proteinas de union de penicilina (PBPs), enzima responsables de esta
funcidn, por tanto impiden la proliferacion bacteriano en efecto son bactericidas. El grupo
estructural de los beta-lactamicos se subdivide en: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y

monobactamicos.

Tabla 6-1. Antibidticos que inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana

Betalactdmicos Penicilinas Penicilina G, Amoxicilina
Cefalosporinas Cefalexina, Cefazolina
Carbapenémicos Impenem, Meropenem
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Monobactamicos Aztreonam

No- Beta lactamicos otros Vancomicina
Bacitracina

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

Fuente: (Kenneth et al., 2011, pp.328).

Con respecto a los antibidticos que generan interferencia con la membrana citoplasméatica como
principal representante se encuentra la polimixina B la cual se propagan a través de la
membrana externa y pared celular de células susceptibles causando alteraciones vy
desestabilizando dicha membrana. Como consecuencia genera el derramamiento del citoplasma
hacia el exterior de la célula causandole la muerte. Estas sustancias que interfieren con la

membrana citoplasmatica poseen actividad bactericida (Cavalieri et al., 2009, pp.5-50).

Tabla 7-1- <Antibioticos que interfieren con la estabilidad de la membrana celular

Polimixina B Activos  contra  bacterias  algunas  Gram

Daptomicina negativas v Gram positivas

Fuente: (Kenneth et al., 2011, pp.328).

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

En cuanto a los antibidticos que tiene la propiedad de interferir con la sintesis de proteinas se
identifican dos mecanismos que se diferencian en la subunidad ribosomica en la cual actuan.
Los antibidticos que ejercen su actividad sobre la subunidad ribosémica 30S ejerciendo su
actividad sobre los diferentes tipos de acido ribonucleico (ARN) son las tetraciclinas y los
aminoglucésidos, mientras que los antibi6ticos que impiden la sintesis de proteinas al unirse a la
subunidades ribosomas 50S son los macroélidos, lincosamidas y el cloranfenicol. En ambos
casos estos antibioticos tienen actividad bacteriostatica (Brunton, Lazo y Parker, 2007, pp. 1095-1112).

Tabla 8-1. Antibioticos que inhiben de la sintesis de proteinas.

Aminoglucdésidos Gentamicina, neomicina, Previenen que la subunidad 30S
amikacina, estreptomicina se adhiera al RNA mensajero
(MRNA).
Tetraciclinas Tetraciclina, doxiciclina, Impiden la adhesion del RNA de
transferencia (tRNA)
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Macrélidos Eritromicina, azitromicina, Se adhieren a la subunidad

claritromicina ribosémica 50S provocando la
Lincosamidas Clindamicina terminacion del crecimiento de la
Otros Cloranfenicol cadena proteica
Oxazolidinonas Linezolida Actla sobre las unidades

ribosémicas 50S, mecanismo
desconocido

Estreptograminas Quinupristina, dalfopristina ~ Ejercen su accion sobre las
subunidades  ribosomicas  50S
Inhibiendo la peptidil transferasa

Fuente: (Kenneth et al., 2011, pp.328).
Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

En lo que refiere a los antibi6ticos que inhiben la sintesis del &cido desoxirribonucleico (ADN)
se encuentra a las fluoroquinolonas que interfieren con la sintesis de la enzima ADN girasa
impidiendo la replicacion del ADN produciendo la muerte celular. También se encuentra la
rifampicina que se une a la ARN polimerasa ADN dependiente causando la inhibicion de la

sintesis de ARN generando como resultado la destruccidn celular (Cavalieri et al., 2009, pp. 5- 50 ).

Tabla 9-1 Antibidticos que inhiben la sintesis del cido desoxirribonucleico (ADN)

Familia de antibidticos Farmacos representativos Modo de accidon
Fluoroquinolonas Ciprofloxacino, ofloxacino, Inhiben la sintesis de la
enofloxacino enzima ADN girasa
Rifampicina Rifampicina Inhiben la replicacion del
ARN

Fuente: (Kenneth et al., 2011, pp.328).
Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

Las sulfonamidas y trimetoprim son los antibiéticos que actdan inhibiendo el metabolismo del
acido fdlico el cual es un importante metabolito precursor de la sintesis de algunas proteinas y
acidos nucleicos componentes imprescindibles en la vida celular bacteriana. Las sulfonamidas
junto con el trimetoprim poseen este mismo mecanismo por ende al usarse en conjunto

potencian su actividad. Ambos antibidticos son bacteriostaticos (Cavalieri et al., 2009, pp.5-50).

Tabla 10-1. Antibioticos inhibidores del metabolismo del acido folico.

Sulfonamidas Sulfametoxazol, sulfadiazina Inhiben la dihidropteroata
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Trimetoprim

Fuente: (Kenneth et al., 2011, pp.328).

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

1.5 Antimicéticos

trimetoprim

sintetasa
Inhiben la dihidrofolato

reductasa

Los farmacos antimicoticos también denominados antifungicos son sustancias quimicas usadas

en los tratamientos de infecciones causadas por mohos y levaduras

frecuentes en los seres humanos.

las cuales son poco

A diferencia de los antibioticos los antimicéticos son mas

toxicos, existen en menor cantidad y poseen caracteristicas farmacocinéticas deficientes. Los

principales antifungicos de uso actual se clasifican de acuerdo a su estructura quimica de la

siguiente manera: polienos, azélicos, alilaminas, equinocandinas y otros.

Tabla 11-1. Principales Farmacos antimic6ticos y sus caracteristicas.

Estructura quimica

Polienos

Azolicos

Alilaminas

Equinocandinas

otros
Fuente: (Kenneth et al., 2011, pp.328).

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

Farmaco representante

Nistatina y anfotericina B

Fluconazol,

itraconazol,

clotrimazol, miconazol

Terbinafina, naftifina

Caspofungia,
anidulafingia

Griseofulvina
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de la investigacion

Este trabajo de investigacion se realizo en el laboratorio de Productos Naturales y el laboratorio
Clinico y Microbiolégico de la Escuela de Bioquimica y Farmacia perteneciente a la Facultad
de Ciencias en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, ubicada en el canton Riobamba,
provincia de Chimborazo, Ecuador. Ademas se contd con la colaboracion del laboratorio de
Productos Naturales de la Universitat de Barcelona, localizada en Barcelona, Espaiia.

2.2 Recoleccion del material vegetal

La recoleccion de la materia prima se realizé en el cantdon Muisne localizado al oeste en la
provincia de Esmeraldas, a una altura aproximada de 0 msnm, realizado bajo el contrato marco
de acceso a los recursos genéticos del Ministerio del Ambiente N° MAE-DBN-CM-2015-0054
y la autorizacién de movilizacién de muestras colectadas N° MAE-DPAE-2017-1676-0. Para el

analisis se utilizaron los bulbos de las plantas.

2.3 ldentificacién botéanica.

Cumpliendo con las leyes establecidas por los érganos reguladores del pais se tramito los
permisos pertinentes para la ejecucion de la investigacion cientifica, efectuando lo pardmetro

establecidos por el ministerio del ambiente del Ecuador.

Ademas, se llevo una muestra seca y prensada de la planta completa al Herbario de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo para que su encargado el Ing. Jorge Caranqui realice la

respectiva identificacion.
2.4 Materia vegetal
Se utilizé los bulbos de la planta Crinum x amabile, los bulbos fueron secados a una

temperatura aproximada a 30 grados, protegidos de la luz solar, luego fueron triturados hasta

obtener particulas de 2 a 3 mm en un molino de cuchilla giratoria de marca Arthur H, Tomas
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C.O, La muestra tritura y seca se fue almacenada en fundas de papel sellados herméticamente en

un lugar seco, oscuro y fresco

2.5 Material Bioldgico

Para los ensayos de la actividad antimicrobiana se utilizaron las siguientes bacterias:
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella typhi y
Candida albicans, los cuales se obtuvieron del laboratorio Clinico y Bacterioldgico de la
facultad de ciencias de la ESPOCH.

2.6 Técnicas y métodos

2.6.1 Tamizaje fitoquimico

Para identificar cualitativamente los principales metabolitos secundarios presentes en la los
bulbos de Crinum x amabile se procedi6 a realizar extracciones sucesivas con diferentes
solventes y se ejecutd reacciones de coloracién y caracterizacion, este tipo de andlisis es sencillo
de bajo costo y altamente reproducible. Su finalidad es establecer la linea de compuestos activos
que se relacion directamente con los objetivos de la investigacion. A continuacion en la gréafico

1-2 se explica el procedimiento empleado.

Pesar de 10-15 gr de la droga
vegetal

Se realizd las extracciones con 90
150 mi de éter etilico, 80-120 mi
de alcohol potable y 80 - 120 de
Agua destilada sucesivamente en
un envase de color dmbsar.

Se filtrd cada uno de los extractos
consecutivos y fueron separados
acorde a su solvente

I
OBTENIENDO
1
l 1

Extracto etéreo Extracto alcohdlico Extracto acuoso

Gréfico 1-2. Realizacion de extractos para tamizaje fitoquimico

Realizado por: Anderson Marmolejo
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Posteriormente se procedié a realizar en cada extracto las reacciones de caracterizacion

respectivas para cada metabolito secundario las cuales se encuentra especificadas en los graficos

2-2,3-2,4.2.

Dichas reacciones fueron necesarias para identificar las principales compuestos activos

presentes en los bulbos de Crinum x amabile.

EXTRACTO ETEREO

I
DIVIDIR EN FRACCIONES

5mL

ENSAYO DE BALJET

5'mL
ENSAYO DE SUDAN (LACTONAS Y COUMARINAS)

(ACEITES Y GRASAS)

5'mL

15 mL (dividir

en 3 porciones)

ENSAYOS DE DRAGENDORFF

ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI
(TRITERPENOS-ESTEROIDES)

MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES)

Gréfica 2-2. Reacciones realizadas correspondientes al extracto etéreo

Fuente: (Miranda y Cuéllar, 2006)

EXTRACTO ALCOHOUICO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

|

2mL
ENSAY O DE
g ENSAYO DE G Fe

{AZ REDUCTORE S 3 »
YUEBERMANBUCHARD [FewoLES Y TANINGS)
FRITERFENOS LI STEROIDES Y |
2m

ENSAYO DE

NNHORINA
(AN INDACIDO 53

imL
ENSAYO UE
CATEQUINAS

2ml

ENSAYO DE 2l

ENSAYO DE

BORNTRAGER]
QUINONAS)

2mL

2 mL
ENSAY O DE
RESINAS 2mi
ENSAYO D€ BALJET

QACTONAS)

2mb
ENSAYO DE
KE 6 ML en 3 porciones
CADENOLDOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFF
MAYER Y WAGNER
NCALODES)
2mL
ENSAYO DE
ANTOCINIDINA

2ml
ENSAYO DE

SHNODA
FLAVONGIDES )

Gréfica 3-2. Reacciones realizadas correspondientes al extracto alcoholico.

Fuente: (Miranda y Cuéllar, 2006)
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EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

8 ML en 3 porciones

ENSAYOS DE DRAGENDORFF 10miL
MA_V/. rxv ’wﬁGNER ENSAYO DE
LCALOIDES) MUCLAGO
2mb
NSAYO DE SHNODA
ENS 5 T-.’,D:. .S., __}OC 1 0 2GOTAS
ENSAYO DE
2mlL PRINCIPIOS AMARGOS

ENSAYO DE FEHUNG

2mbL
ENSAYO DE CLORURO 2'mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA

TANINOS) SAPCONINAS

Gréfica 4.2. Reacciones realizadas correspondientes al extracto acuoso.
Fuente: (Miranda y Cuéllar, 2006)

2.6.1.1 Ensayo de Sudan

Este ensayo consiste en identificar compuestos grasos, se lo realizo, colocando 1 mL de una
solucion del colorante Sudan Ill o Sudan IV.a3 mL de la del extracto, posteriormente Se
calent6 en bafio de agua hasta la evaporacion del solvente. El ensayo es considerado positivo
cuando se observa la presencia de gotitas de coloracién rojiza o la formacion de una pelicula del

mismo color sobre la solucidn.(Miranda y Cuéllar, 2006)

2.6.1.2 Ensayo de Dragendorff:

Esta reaccidn tiene la finalidad de identificar alcaloides en un extracto, se lo ejecutd,
evaporando el solvente organico en bafio de agua de la fraccion del extracto, consecuentemente
en el residuo se agrega 1 mL de una solucidn de acido clorhidrico al 1% en agua, si el extracto
fuese acuoso se agregaria 1 gota de &cido clorhidrico concentrado, a esta disolucion se afiadié 3
gotas del reactivo de Dragendorff. El ensayo se estimas que es positivo cuando se aprecia
opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado (+++) (Miranday Cuéllar, 2006).

2.6.1.3 Ensayo de Mayer:
Siguiendo un proceso similar al en sayo anterior, hasta alcanzar la solucion &cida. Se afadio
una pequefia cantidad de polvo de cloruro de sodio, se agit6 luego se filtrd. Al final se agreg6

3 gotas del reactivo de Mayer, Si se visualiza opalescencia (+), Turbidez definida (++),

precipitado coposo (+++) el ensayo se considera positivo (Miranda y Cuéllar, 2006).
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2.6.1.4 Ensayo de Wagner

Similarmente al ensayo anterior, a la disolucion &cida, se afiadi6 3 gotas del colorante de
Wagner, los resultados son iguales a los detallados en el ensayo previo (Miranda y Cuéllar, 2006).

2.6.1.5 Ensayo de Baljet

Tiene la finalidad de identificar compuestos de estructura lacténica, especificamente coumarinas
en los extractos, no obstante este ensayo posee baja sensibilidad cuando existen otros
compuestos lactonicos, se realizé evaporando el solvente de una alicuota del extracto en bafio
de agua vV el residuo se disolvié en aproximadamente 2 mL alcohol. Finalmente se afiadié
1mL del reactivo de Baljet, EL ensayo se supone como positivo cuando existe la coloracion o

precipitado rojo (++ y +++) (Bruneton, 2001).

2.6.1.6 Ensayo de Borntrager

Este ensayo consiente en determinar la presencia de quinonas en un extracto. Se lo ejecuto
evaporando el solvente de la alicuota en bafio de agua, después el residuo se disolvié en 1 mL
de cloroformo. Posteriormente se adicioné 1 mL de hidréxido de sodio, hidroxido de potasio o
amonio al 5 % en solucién acuosa. Finalmente se agité mezclando las fases y se dejé en
inmovilidad hasta su posterior disociacion. EL ensayo resulta positivo si la fase acuosa alcalina

se atenta de rosado (++) 0 rojo (+++) (Miranda y Cuéllar, 2006).

2.6.1.7 Ensayo de Liebermann-Burchard

Esta reaccién tiene la finalidad de identificar triterpenos y/o esteroides en un extracto. Este
ensayo se realizd evaporando el solvente del extracto en bafio de agua, después el residuo se
disolvié con 1 mL de cloroformo. A disolucién anterior se adiciono 1 mL de anhidrido acético y
se mezcld bien. Finalmente se dejé desplazar 2-3 gotas de &cido sulfarico concentrado por la
pared del tubo de ensayo evitando movimientos bruscos. El ensayo se considera positivo cuando
se aprecia un cambio rapido de coloracién: un cambio de color apresurad desde rosado a un
azul, o a su vez de verde intenso a un verde visible aunque rapido o también de verde oscuro a

una coloracion final negra (Bruneton, 2001)

2.6.1.8 Ensayo de catequinas
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Este ensayo se llevd acabo partiendo del extracto alcohdlico, en la cual se colocd usando un
capilar una gota de dicho extracto sobre papel filtro. Sobre el rastro de la gota se aplicé unas
gotas de solucion de carbonato de sodio. El ensayo se estima positivo si existiera la presencia
de una mancha verde carmelita bajo6 la luz UV (Miranda y Cuéllar, 2006).

2.6.1.9 Ensayo de resinas

Esta determinacion se realizo adicionando a 2 mL del extracto alcohdlico, sobre 10 mL de agua

destilada. La presencia de un precipitado, estima un resultado positivo (Miranda y Cuéllar, 2006).

2.6.1.10 Ensayo de Fehling

Este ensayo detecta la presencia de azucares reductores en el extracto. Se ejecut6 evaporando el
solvente organico del extracto en bafio de agua, luego el residuo se disolvio en 2 mL de agua.
Seguidamente se adiciond6 2 mL del reactivo y se calent6 en bafio de agua durante 5-10
minutos en constante agitacion. El resultado supone positivo cuando la solucion se tifie de color

rojo o se observa un precipitado rojizo (Miranday Cuéllar, 2006).

2.6.1.11 Ensayo de la espuma

La finalidad de este ensayo es identificar unos compuesto denominados saponinas que son
derivados triterpénicos. El cual se realiz6 de la siguiente forma, si la cantidad de extracto se
encuentra en alcohol, se disolvera con 5 veces su volumen en agua. La mezcla se agitd
fuertemente durante 5-10 minutos, el resultado es positivo si se observa un cierta cantidad de

espuma luego de la agitacion (Miranday Cuéllar, 2006).

2.6.1.12 Ensayo del cloruro férrico

Este ensayo determina la existencia de compuestos fendlicos y/o taninos en el extracto vegetal.
A una cantidad del extracto se agregd 3 gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5 % en

solucion salina fisioldgica. Los posibles resultados positivos se manifiestan mediante:

e Laformacién de una coloraciéon rojo ovino, para sustancias fendlicas en general.
e Laformacién de coloracion verde intensa, para taninos del tipo pirocatecolicos.
e La formacion de wuna coloracion azul, en el caso taninos pertenecientes a los

pirogalotanicos (Miranda y Cuéllar, 2006).
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2.6.1.13 Ensayo de la ninhidrina

Identifica amino&cidos en estado libre o de aminas en general. Se ejecutdé tomando una
alicuota del extracto alcohdlico, o su residuo concentrado y se mezclé con 2 mL de solucion
acuosa de ninhidrina al 2 %. Después se calent6 la mezcla durante 5-10 minutos en bafio de

agua. EL resultado sera positivo si observa una coloracién azul violacea (Miranda y Cuéllar, 2006).

2.7.1.14 Ensayo de Shinoda

Este ensayo determina la presencia de flavonoides en un extracto vegetal. Se realizé diluyendo
la fraccion del extracto con 1 mL de &cido clorhidrico concentrado y una pequefia porcion de
cinta de magnesio metalico. Después de la reaccion se esperd por 5 minutos, se afiadio 1
mL de alcohol amilico, finalmente se combind las fases y se dejé reposar hasta su
separacion. El resultado se estima positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo,

anaranjado, carmelita 0 rojizo (Miranday Cuéllar, 2006).

2.6.1.15 Ensayo de antocianidinas

Este ensayo detecte compuestos de secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides en los
extractos vegetales. Se calentd 2 mL del extracto alcohdlico durante 10 minutos con 1 mL de
HCL concentrado. Luego se dejo enfriar y se adiciono 1 mL de agua destilada y 2 mL de
alcohol amilico. Finalmente se mezclé y se dejé separar las dos fases. Este ensayo se
considera positivo cuando se observa un color rojo que tiende marrén en la fase del alcohol

amilico (Miranda y Cuéllar, 2006).

2.6.1.16 Ensayo de mucilagos

Determina la existencia de estos compuestos tipo polisacarido que forman un coloide hidréfilo
con alto contenido de agua en los extractos de vegetales. Una alicuota del extracto acuoso se
llevd a congelacion a -10 °C. El resultado se considera positivo cuando se observa una

consistencia gelatinosa (Miranda y Cuéllar, 2006).

2,6,1,17 Ensayo de principios amargos y astringentes

Este ensayo se realizd catando 1 gota del extracto acuoso del vegetal y inspeccionando el

sabor estos compuestos activos caracteristicos de la droga vegetal utilizada (Miranda y Cuéllar,
2006).
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2.6.2 Elaboracion de los de extractos vegetales

Se pesd 16 gramos aproximadamente de muestra seca y triturada, se coloco en un envase de
color &mbar con 800 mL de metanol, se dejé macerar durante 72 horas, después se llevé bafio
de ultra sonido por aproximadamente 4 horas, para asi obtener un extracto bruto metandlico,
posteriormente se filtro el extracto bruto liquido y mediante el uso del evaporador rotatorio con
vacio a 40°C de temperatura, se concentrd la solucién macerada y se obtuvo el extracto solido

bruto metandlico donde se apartd una fraccion que se utilizé después en la investigacion (llavenil,
S, B. Kaleeswaran, B. and Ravikumar, 2010).

Consecutivamente se usé el extracto bruto metandlico seco para obtener un extracto bruto de
alcaloides mediante los procesos especificados en el grafico 5-2. La fase de interés a obtenerse
fue la fraccion del acetato de etilo la cual fue concentrada en el evaporador rotario con vacio
para eliminar el solvente orgéanico y aislar especificamente el compendio de alcaloides que se
encuentren en la material vegetal, Se utiliz6 también sulfato de sodio anhidrido y goma arébiga

para eliminar resto acuoso de la fraccion de interés.

2.6.3 ldentificacion del perfil de alcaloides por cromatografia de gases acoplada a

espectroscopia de masas (CG-EM)

Partiendo del extracto crudo como del extracto purificado disuelto en acetato de etilo y
metanol, se procedié a la preparacion de Cromatografia de Gases acoplada a

Espectrometria de Masas.

Se utiliz6 el Cromatografo de Gases de Agilent, modelo 6890, acoplado a un
espectrometro de masas de impacto electronico (modelo 5975) que maniobra a 70eV a una
temperatura de 230°C en la fuente i6nica. EI cromatdgrafo posee una columna SAPIENS-X5-

MS (30m x 0,25mm x 0,25um), siendo su fase estacionaria la fenilmetilsilicona al 5%.

El protocolo de temperatura usado fue el siguiente:
1. Aumento inicial desde 55°C a 100°C (60 °C/min).
2. 2 minutos a 100°C.
3. Elevacion desde 100 °C a 180 °C (15 °C/min).
4. 1 minuto a 180°C.
5. Aumento desde 180°C a 300°C (5 °C/min).
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Se manejo una temperatura de 280 °C en el inyector y el flujo de He fue de 0,8 ml/miny se
utilizd el modo splitness. Como alcaloide estdndar de referencia para todos los analisis se

empled codeina.

En la obtencion y el andlisis de los datos espectrales se utilizo el software AMDIS 2.71 (NIST),
el cual permitio verificar la pureza de las sefiales y el calculo de indices de retencién (RI).

Extracto bruto metandlico (EBM)

R 150:mL deH2504 al 2%

EBM acidificado Desengrasar con éter
dietilico varias veces

Fase acuosa dcida Fase etérea
! Desechar
+ NH4{0OH) al 25% hasta llegar a pH 5-10
l
Fase basica
I-—— Extraer con acetato de
| etilo por varias veces

Fase acuosa Fase organica (alcaloides)

Concentrar en el
evaporador giratorio con
vacio

Gréfica 5-2. Proceso de extraccion del extracto bruto de alcaloides (EBA).

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018

2.6.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

2.6.4.1 Estandares de antibioticos

Para el ensayo de la actividad antimicrobiana se utilizaron discos de sensibilidad de los
antibiodticos gentamicina de 10 ug y ampicilina de 10 ug, también se utilizé al fluconazol IV de

concentracion de 0,2 g/ 100 mL, estos antimicrobianos se usaron como control positivo durante

el ensayo.
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2.6.4.2 Preparacion de los medios de cultivo
De manera preliminar a la ejecucion del analisis antimicrobiano se elaboré los medios de

cultivo imprescindibles para el desarrollo de dicho andlisis.

A continuacién se detalla el proceso de elaboracion de los medios de cultivo Agar Mueller —

Hinton y Agar Sabouraud en Placa de Petri.

1. EIl Agar fue preparado partiendo del medio comercial deshidratado y de acuerdo a las
especificaciones del envase. Para la preparacion se utilizé un matraz erlenmeyer.

2. Se procedi6 al autoclavado del medio por 30 minutos a 15 psi de presién.

3. Seguidamente después del proceso de esterilizacién de los medios de cultivo, se dejaron
enfriar a temperatura ambiente por 10 — 15 minutos hasta lograr manipular con las
manos al matraz erlenmeyer, para asi evitar cualquier riesgo de contaminacion del
medio de cultivo, este proceso se efectud en la camara de flujo laminar.

4. Se colocé el medio de cultivo ligeramente tibio en las placa de Petri de plastico estéril
de fondo plano hasta conseguir uniformidad en la superficie y un volumen cercano a los
4 mm (25-30 mL/caja).

5. Después haber colocado el medio de cultivo en las placas de Petri se dejo enfriar en el
interior de la cAmara de flujo laminar hasta observar una contextura sélida, durante un
tiempo de 15 -20 minutos, posteriormente las placas fueron protegidas y almacenadas

en refrigeracién a una temperatura 2-8 °C para ensayos proximos.

Con un proceso similar se elaboré el Agar en Pico de Flauta, el cual se describe a continuacion:

1. Se elaboraron agares en picos de flauta usando el medio de cultivo deshidratado
Mueller Hinton y Soja Tripticasa.

2. Se utiliz6 un matraz erlenmeyer, para mesclar y disolver apropiadamente el medio de
cultivo con agua destilada, homogeneizando con movimiento constantes, impidiendo la
sedimentacion del medio de cultivo, cumplido el procedimiento de disolucion. Se
comenzd con el proceso de esterilizacion el cual se llevo a cabo con las siguientes
condiciones: 30 minutos a 121 0C (15 psi de presion).

3. El matraz erlenmeyer se retird del autoclave y llevo a la camara de flujo laminar, se
dejo descansar por 10 — 15 minutos con la finalidad de reducir la temperatura del medio
de cultivo, subsiguientemente se coloc6 el medio hasta la mitad de cada tubo tapa rosca

esterilizados previamente, cubriéndolos ligeramente.
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4. Los tubos fueron inclinados en un angulo aproximado de 100 grados hasta su
solidificacion por 10 a 20 minutos.

5. Ya solidificados los medios de cultivo en los tubos con tapa rosca, fueron almacenados
en refrigeracion 2-8 °C.

Ademaés fue necesario la preparacion de tubos con caldo nutritivo: Agua de Peptona y Soya

Tripticasa.

1. Los medios nutritivos fueron pesados conforme a las especificaciones del fabricante.

2. Se coloco de 4-5 mL en cada tubo manteniendo agitacion constante para asi impedir la
sedimentacién del caldo, posteriormente se cerrd ligeramente los tubos con tapas y se
auto clavaron por 30 min a 121 °C de temperatura y 15 psi de presion.

3. Después, se retird los tubos del autoclave, se dejo al ambiente por varios minutos para

posteriormente ser almacenados en refrigeracion.

2.6.5 Preparacion de los extractos.

Se probd tres concentraciones del extracto bruto metandlico y del Extracto bruto alcaloideo, los
cuales se partieron de una disolucion madre para los dos extractos en viales utilizando como
solvente una solucion al 10% de DMSO en agua destilada estéril, La concentracion la solucion
madre fue de 20mg/mL de la cual tom¢ alicuotas de 15, 25 y 35 uL para posteriormente
colocarlos en los discos de papel filtro para realizar el analisis, para el ensayo de microgotas se

tomé de la solucion madre 3 uL, utilizando ambos extractos antes mencionados.

Las disoluciones de los extractos fueron homogeneizados en un vortex durante 3 a 4 minutos en
su respectivos viales, después fueron cubiertos de la luz y almacenados en congelacién a
temperaturas menores a -4 °C.

2.6.6 Ensayo de esterilidad de extractos.

Se realizé colocando 2 pL de cada extracto y de la solucion al 10% de DMSO en agua destilada

en una caja de Petri con agar Mueller Hinton y se incub6 durante 24 horas a 37°C.

2.6.7 Activacion y acondicionamiento de cepas microbianas

Cada cepa microbiana fue conservada a 2°C en pico de flauta se tom6 un inoculo minimo con la

ayuda del asa bacterioldgica y se activé en tubos con caldo soya tripticasa (Candida albicans) y
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agua de peptona para el resto de microorganismos en una estufa por 24 horas a 37°C. Al
finalizar el tiempo de incubacion las cepas activas fueron estandarizadas mediante el uso de un

patron 0.5 McFarland para obtener una cantidad aproximadamente de 1.5x10 8 CFU/mL.

La estandarizacion de cepas se realizd colocando 2- 3 colonias bacterianas recogidas con el asa
estéril en un volumen de 10 mL de agua destilada en un tubo de ensayo el cual fue comparado
con el estandar de turbidez Mcfarland sobre un contraste de lineas negras de 1 cm, para su

inmediata utilizacion (Cavalieri et al., 2009).

2.6.8 Ensayo antimicrobiano mediante el método de difusién de disco

Se comenz6 sembrando cada una de las cepas activas en estudio estandarizadas a 0,5 McFarland
en placas de Petri con agar (Mueller Hinton y Saboraud), se colocé discos comerciales
antibioticos y de papel filtro (Qualitative Filter Paper 101 Fast) (¢ 5 mm), con la apoyo de una
plantilla numerada, sobre cada disco se seco (15 pL, 25 pyL y 35 pL) de los extractos y sus
respectivas diluciones, control de solventes (Agua estéril, DMSQO) y control de antimicrobianos,
los resultados se estimaron midiendo el didmetro de los halos de inhibicion, esto se incub6 en
una estufa por 24 horas a 37°C, este procedimiento se lo realiz6 por triplicado

2.6.9 Ensayo antimicrobiano mediante el método de microgotas.

Se utiliz6 placas de Petri con agar Mueller Hinton y Saboraud, donde se estrié las cepas
microbianas activas con una concentracion estandarizada 0.5 McFarland, se colocé (3 pL) cada
extracto con sus respectivas diluciones, control de solventes (Agua estéril, DMSO) y control de
antimicrobianos por triplicado, haciendo uso de una plantilla con numeracion atil en la
colocacion e identificacion de cada microgota, posteriormente se incubé en una estufa por 24

horas a 37°C, este procedimiento se lo realiz6 por triplicado.
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CAPITULO 3

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALSIS DE RESULTADOS

3.1 Tamizaje fitoquimico

Tabla 12-3. Resultados del tamizaje fitoquimico de los bulbos de Crinum x amabile

Determinacion de Indicadores Tipo de extracto
metabolitos ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO
SUDAN Coloracién roja (+) (+)
(Aceites - grasas)
BALJET Rojo (++) Precipitado rojo (+++) ) )
(Lactonas - cumarinas)
DRAGENDORFF ) (+++) (++)
(Alcaloides) Opalescencia (+) Turbidez definida
WAGNER (++) ¢ (++) (++)
(Alcaloides) Precipitado (+++)
MAYER ) (+++) )
(Alcaloides)
LIEBERMANN BURCHARD Rosado-azul ) @)
(Triterpenos- esteroides) Verde intenso

Verde oscuro negro (+)
CATEQUINAS Mancha verde carmelita (+) )
RESINAS Precipitado (+) )
FEHLING Rojo ) +)
(Azucares reductores) Precipitado rojo (+)
CLORURO FERRICO Rojo ) )
(Fenoles -taninos) vino Verde intenso

Azul (+)
ESPUMA Presencia de espuma por mas de 2 ) (+)
(Saponinas) minutos.
NINHIDRINA Azul violaceo (+) (NA)
(Aminoécidos libres 0 aminas )
BORNTRAGER Rosado (++) Rojo (+++) )
(Quinonas)
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SHINODA Amarillo - (+) )
(Flavonoides) Naranja Carmelita o Rojo (+)

ANTOCIANIDINAS Rojo (++) +)

(Secuencias de grupos de  Marron (+++)

flavonoides)

MUCILAGOS Consistencia gelatinosa (+) Q]
PRINCIPIOS AMARGOS Y G
ASTRINGENTES

+++ (Abundante), ++ (Moderado), + (Escaso), - (Ausencia)

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

En la tabla 11-3 se encuentran los resultados obtenidos a partir de las determinaciones del
tamizaje fitoquimico de los bulbos de Crinum x amabile, los cuales indican que en el extracto
etéreo destacan compuestos grasos como aceites o grasas en cantidades minimas, puesto que al
utilizar como solvente al éter dietilico se intensifica la prueba de sudan brindado un resultado
positivo coincidiendo con resultados de especies similares en estudios realizados por Vishnu
Priya y Srinivasa Rao (2017, pp 3).

En el caso de extracto alcohélico se evidencia la presencia de alcaloides con resultados de alta
intensidad concordando con los andlisis realizados por llavenil, S, B. Kaleeswaran, B. and Ravikumar
(2010, pp 4) y J. Solanki, A. Dhiman (2011, pp 3223) en los cuales se destacan especialmente la presencia

de alcaloides en especies vegetales del genero Crinum.

Ademas en este extracto también se identifican azucares reductores flavonoides vy
antocianidinas, descritos de manera similar por Fennell y Van Staden (2001), todos estos resultados
se asemejan a los obtenidos en el extracto acuoso con la excepcion de las saponinas que se

identificaron mediante el ensayo de la espuma.

3.2. Resultados del proceso de extraccion de los bulbos de Crinum x amabile

Tabla 13-3. Resultados de rendimiento del proceso de extraccion de Crinum x amabile
TIPO DE EXTRACCION PESO INICIAL PESOFINAL RENDIMIENTO

EXTRACTO 179 1,234q 7,05%
METANOLICO

EXTRACTO DE 179 0,139 0,812%
ALCALOIDES

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.
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EXTRACTO BRUTO METANOLICO

W PESO TOTAL
M PESO FINAL

Grafica 6-3. Porcentajes de rendimiento del proceso de extraccion del Extracto
Bruto Metanolico

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

La grafica 6-3 indica el porcentaje de rendimiento que se alcanzo el cual corresponde al 7% del
peso inicial de la muestra después de haber sido sometido al proceso anteriormente descrito,
este rendimiento se equipara al obtenido en un analisis realizado por (Rahman et al., 2011) en

el que utilizan condiciones de extraccion similares-

EXTRACTO BRUTO DE ALCALOIDES

1%

m PESO INICIAL
B PESO FINAL

Grafica 7-3. Rendimiento de extraccion del extracto de alcaloides

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.
Consecuentemente en la grafica 7-3 muestra el porcentaje de rendimiento del proceso de
extraccion de la fraccion de alcaloides el cual se realizé mediante el uso de solventes organicos
y cambios en el pH, el resultado de este rendimiento fue del 1% correspondiente al peso inicial
que fueron 17 gramos, este resultado se aprecia también en el trabajo publicado por llavenil, S, B.
Kaleeswaran, B. and Ravikumar (2010, pp 36) en el cual se utiliza como muestra vegetal a los bulbos de

un especie del mismo género.

3.5 Perfil de alcaloides identificados por Cromatografia de Gases acoplada a

Espectrometria de Masas.

47



Tabla 14-3. Perfil de alcaloides identificados por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas del extracto purificado del bulbo de Crinum x amabile

Galantamina 23.378 2430.3 0.68
Sanguinina 23.806 2458.1 3.35
Bufanisina 23.960 2468.0 6.53

N-dimetilgalantamina 24.110 2477.8 <0.1
Vittatina 24.699 2516.0 3.39

m/z 287 24.815 25235 0.87
8-O-dimetilmaritidina 25.135 2544.2 5.41
Anhidrolicorina 25.147 2545.0 <0.1
m/z 315 25.222 2549.8 0.98
3-O-acetilsanguinina 25.358 2558.7 0.58
Caranina 25.427 2563.1 <0.1
Kirkina 25.824 2588.9 0.64
Augustina 26.099 2607.1 261
11,12- dihidroanhidrolicorina 26.663 2646.2 151
Hemantamina 27.284 2689.3 5.94
Flexinina 27.448 2703.4 0.89
Sternbergina 28.064 2743.6 1.18
Licorina 29.077 2813.6 44.01
Ambelina 29.166 2819.8 0.82
Assoanina 30.229 2893.5 11.63

m/z 280 30.701 2926.2 0.61

Interpretacion: RT (Tiempo de retencion), RI (indice de retencion), %Total (Porcentaje de abundancia respecto a la mezcla total),
m/z (relacién masa/carga)

Realizado por: Luciana Tallini, 2017.

Fuente: Universitat de Barcelona
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En los resultados del andlisis con Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de
Masas del extracto de alcaloides se observa la presencia de sol6 alcaloides lo cual confirma
que el proceso de purificacion fue el adecuado, puesto que se emple6 los solventes adecuados
para llevar a cabo dicha extraccion.

De los alcaloides mas abundante encontramos a la licorina con un porcentaje del 44, 01 % con
respecto a los demas, seguido de assoanina con un 11,63%. También se detectaron alcaloides
con cantidad significativa, de entre el 3 y el 10% de abundancia, como son los casos de la
Hemantamina, bufanisina, vitatina, 8-O-demetilmaritidina, sanguinina y augustina, estos
resultados coinciden con investigaciones previas realizadas sobre muestras de Crinum amabile
obtenidas de Vietnam aplicado métodos similares en este caso la espectroscopia de masas,

destacando como alcaloides mayoritarios a la licorina, hemantamina y bufanisina (Pham etal.,
1998).

Ademas, se identific6 una variedad considerable de alcaloides en menores porcentajes ( <
2%) como la Ambelina, Galantamina, Sternbergina, Flexinina, Kirkina, Caranina, 3-O-
acetilsanguinina, 8 Anhidrolicorina, Kirkina, didehidroungwedina, crinamina, narwedina,

pancratinina, N-dimetilgalantamina,

3.4 Actividad Antimicrobiana

Tabla 15-3 Concentracion y dilucion de extractos.

Metandélico 15 300
25 500

20mg/mL 35 700

Alcaloides 15 300
25 500

35 700

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

La concentracion y el volumen de los extractos que se utilizaron en el ensayo de la actividad
antimicrobiana por el método de difusion de disco se muestran en la grafica 13-3 estas
soluciones se realizaron a partir de los extractos secos, ambos casos se preparé una solucion
madre de mayor concentracion de 20 mg/mL, partiendo de esta disolucién se tomaron las
alicuotas con los volumenes indicados en la tabla sabiendo la concentracion real que se aplicara

disco de sensibilidad realizado con papel filtro en el ensayo de la actividad antimicrobiana.
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Tabla 16-3 Resultados de la esterilidad de los extractos

MUESTRA *ESTERILIDAD (UFC)
Agua destilada estéril

Extracto bruto metandlico
Extracto bruto de alcaloides
Solucién de DMSO 10% en agua

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

0
0
0
0

No se reportd la existencias de crecimiento de microorganismos en los extractos y los solventes
utilizados, los extractos fueron sometidos a la eliminacion del solvente con un evaporador
rotatorio con vacio y congelados hasta el instante de su utilizacién, motivo por el cuél no se
observo el crecimiento microbiano puesto que no estuvieron presentes los factores necesario
para que este hecho ocurra, debido a que la temperatura de congelacion desacelera la actividad
enzimatica e interrumpié el metabolismo, deteniendo asi los procesos de degradacion en los

extractos

Tabla 17-3. Resultados del control de actividad antimicrobiana en solventes

Salmonella typhi 0 0
Escherichia coli 0 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0
Klebsiella pneumoniae 0 0
Candida albicans 0 0

E.c = Escherichia coll; P.a = Pseudomonas aeruginosa; K.p = Klebsiella pneumoniae; S.t = Salmonella typhi; C.a = Candida
albicans

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

Tabla 17-3. Resultados del actividad antimicrobiana de los controles positivos

Microrganismos Gentamicina Ampicilina Fluconazol tazo Fluconazol
10ug (mm)  10ug (mm) (mm) microgota (mm)

Salmonella typhi 20 22 NA NA

Escherichia coli 17 18 NA NA

Pseudomonas 19 NA NA NA

aeruginosa

Klebsiella 20 20 NA NA

pneumoniae
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Candida albicans NA NAO 20 15

E.c = Escherichia coli; P.a = Pseudomonas aeruginosa; K.p = Klebsiella pneumoniae; S.t = Salmonella typhi; C.a = Candida
albicans; NA = No aplica

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

Tabla 18-3. Resultados del ensayo antimicrobiano por el método de difusion de disco

Salmonella typhi 0 0 6 0 0 8
Escherichia coli 0 7 9 0 7 10
Pseudomonas 0 6 9 0 7 9
aeruginosa

Klebsiella 0 0 9 0 0 8
pneumoniae

Candida albicans 0 0 0 0 0 6

M.O = Microorganismos; EBM1 = Extracto bruto metandlico 300ug; EBM2 = Extracto bruto metandlico 500ug; EBM3 = Extracto
bruto metandlico 700ng EBA1= Extracto bruto de alcaloides 300ug; EBA2= Extracto bruto de alcaloides 500ug; EBA3= Extracto
bruto de alcaloides 700ug CP = Control positivo; E.c = Escherichia coli; P.a = Pseudomonas aeruginosa; K.p = Klebsiella
pneumoniae; S.t = Salmonella typhi; C.a = Candida albicans.

*Promedio del didmetro de la zona de inhibicibn en mm del ensayo realizado por triplicado.,
Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

Tabla 19-3. Resultados del ensayo antimicrobiano por el método de microgotas

Escherichia coli 0 0
Pseudomonas aeruginosa 6 7
Klebsiella pneumoniae 0 6
Candida albicans 0 6
Escherichia coli 0 0

M.O = Microorganismos; EBM1 = Extract bruto metanélico; EBA= Extracto bruto de alcaloides; CP =
Control positivo; E.c = Escherichia coli; P.a = Pseudomonas aeruginosa; K.p = Klebsiella pneumoniae; S.t
= Salmonella typhi; C.a = Candida albicans. *Promedio del didmetro de la zona de inhibicién en mm
del ensayo realizado por triplicado

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.
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Gréfica 8-3. Representacion de los resultados del ensayo antimicrobiano por difusion de disco.

M.O = Microorganismos; EBM1 = Extracto bruto metandlico 300ug; EBM2 = Extracto bruto metandlico 500ug; EBM3 = Extracto
bruto metandlico 700pg EBA1= Extracto bruto de alcaloides 300ug; EBA2= Extracto bruto de alcaloides 500ug; EBA3= Extracto
bruto de alcaloides 700ug CP = Control positivo; E.c = Escherichia coli; P.a = Pseudomonas aeruginosa; K.p = Klebsiella
pneumoniae; S.t = Salmonella typhi; C.a = Candida albicans.

*Promedio del didmetro de la zona de inhibicién en mm del ensayo realizado por triplicado

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

La actividad antimicrobiana fue evaluada mediante la aplicacion del método de difusion en
disco y el método de microgotas. Los resultados de la actividad de los extractos de los bulbos de
Crinum x amabile frente a los microorganismos, utilizando el método de difusién en disco se
encuentran en la Tabla 18-3 en la cual se tomaron mediciones del didmetro de los halos en este
método. El presente estudio realizado indica que el extracto bruto de alcaloides posee mejores

zonas de inhibicién comparado con el extracto bruto metandlico.

El potencial antimicrobiano fue analizado sobre microorganismos patdgenos tales como
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, Candida
albicans. Los extractos fueron analizados a diferente rango de concentracion de extracto seco
sobre un disco realizado con papel filtro, los rangos fueron de 300, 500 y 700 pg partiendo de

una disolucion madre de 20mg/mL.
Los mejores resultados en ambos extractos testeados en la ejecucion de la actividad microbiana

por el método de difusiéon de discos fueron los de 700 pg concentracion contra los bacterias

Gram negativas y la C. albicans. Sin embargo las concentraciones menores también tienen

52



zonas de inhibicion en la mayoria de los microorganismos monitores pero en menor diametro de

inhibicion.

La méaxima zona de inhibicion fue observada con el extracto bruto de alcaloides de 700 pg con
un didmetro de 10 mm enfrente a P. aeruginosa y de 9 mm sobre K. pneumoniae en el caso de
E. coli y S. typhi se observaron halos de inhibicion menores de 8 y 9 mm respectivamente en el
extracto de alcaloides de concentracién de 500 ug y ademas en este extracto se visualizd un
didmetro minimo de 6 mm en los halos frente a C. albicans con el extracto de alcaloides de
concentraciéon de 700 pg. De acuerdo a los andlisis realizados sobre la esta actividad en
muestras vegetales del genero Crinum se puede estimar que los alcaloides especificamente la

sanguinina es los responsables del efecto inhibitorio (De La Torre et al., 2008; Pham et al., 1998).

Con respecto al extracto bruto metandlico se aprecian mejores resultados en los zona de
inhibicién de la actividad antimicrobiana frente a S typhi, P. aeruginosa y K. pneumoniae Con
unos diametros aproximados de 9 mm. También se identificaron zonas menores de inhibicién
contra P. aeruginosa y K. pneumoniae con diametros de 7 y 6 en sus halos de inhibicion

consecutivamente de los extractos con una concentracion de 500 pg.

Estos resultados se pueden comprar en investigaciones anteriores realizados sobre muestras
vegetales de especies del mismo género muy similares en los cuales se ha identificado una
compatibilidad en sus metabolitos secundarios, investigaciones como la realizada sobre los
bulbos de Crinum jagus por Linn, Maduagwu y Kehinde( 2017, p 32) y también sobre los bulbos de
Crinum asiaticum elaborado por Rahman etal.(2011, p 3) donde se puede apreciar la relacion

existente en los resultados de esta investigacion

25
20
15

10

Diametro de los halos de
inhibicion (mm)

Ec Pa Kp St Ca

Microorganismos monitores

EBM EBA Gentamicina Ampicilina  ® Fluconazol

Gréfica 9-3. Representacion de los resultados del ensayo antimicrobiano por microgotas
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M.O = Microorganismos; EBM1 = Extracto bruto metanélico; EBA= Extracto bruto de alcaloides; CP = Control positivo; E.c =
Escherichia coli; P.a = Pseudomonas aeruginosa; K.p = Klebsiella pneumoniae; S.t = Salmonella typhi; C.a = Candida albicans.

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

Por otro lado los resultados obtenidos por el método de microgotas fueron dificiles de medir,
debido al volumen utilizado que fue muy pequefio 3 pL que se pipeted, no existié una adecuada
resolucidn de las zonas de inhibicion, también se aprecid que existe una marcada diferencia en

este aspecto con el método de difusidn de disco en el cual se obtuvieron mejores resultados.

La mejor actividad mostrada en este método por el extracto bruto de alcaloides de concentracién
de 700 pg la cual fue sobre P .aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi con un
diametro en los halos de inhibicién minimo de 6 mm. (llavenil, S, B. Kaleeswaran, B. and Ravikumar,
2010) Con este método se suprimieron actividades observadas en el extracto bruto metandlico
frente a E. coli, K. pneumoniae y S. typhi

Los resultados mostraron evidencia de actividad antimicrobiana, siendo mayor el efecto
antibacteriano que el antifingico, de confirmandose en los estudios realizados por Linn,
Maduagwu y Kehinde (2017, pp 4) la capacidad antimicrobiana obedece mucho a las especies del
género Crinum, del solvente y el proceso utilizado para la extraccion de sus componentes y de
las cepas microbianas contra las que se vaya a analizar. Motivos por la que existe

contradicciones en resultados.

Asi, todos los extractos fueron eficaces en frente de algun tipo de microorganismo analizado,
excepto a la levadura C. albicans en la cual se observd una actividad inhibitoria minima, Debido
a que este hongo cuenta con una estructura celular compleja y con condiciones de vida
particulares a las distintas bacterias utilizadas en este ensayo, dato que coincide en

investigaciones previas elaborada por (Rahman et al., 2011).

El efecto antimicrobiano fue contrastado con estandares de referencia de antibiéticos propuestos
por el manual de pruebas de susceptibilidad antimicrobiano establecido para cada
microorganismo monitor los cuales fueron, gentamicina (10 pg), ampicilina (10ug) para
bacterias y Fluconazol (25ug) para la cepa fungica, como se muestra en la Tabla 17-3, estos
estandares tuvieron mayor efecto antimicrobiano (mayor @ de los halos de inhibicion) que los

extractos sometidos al analisis.

Para los controles negativos como la solucién al 10% de DMSO en agua y agua destilada, no se

observo efecto alguno razones por la cuales se entiende que no existe ninguna interferencia en la
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actividad por parte del uso de estos solventes tal como se muestra en la Tabla 16-3 (The Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2016; Cavalieri et al., 2009)

En la tabla 15-3 se muestran los resultados de la evaluacion de la esterilidades de los extractos
usados en la ejecucién de este andlisis, controlando asi la veracidad de esta evaluacion, estos
resultados fueron negativos en lo que refiere al crecimiento de microorganismos, por ende se
confirma la viabilidad de esta determinacion permitiendo asi cumplir con los objetivos

planteados.
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CONCLUSIONES

El extracto bruto tanto metanodlico y de alcaloides lograron obtener un rendimiento de

extraccion elevado, siendo el 7,05% Yy 0,812% respectivamente.

Mediante el tamizaje fitoquimico en los bulbos de Crinum x amabile se identificé de forma
cualitativa la presencia de alcaloides, flavonoides y antocianidinas en la fraccion alcoholica, de
igual manera la fraccién acuosa y eterea se encontraron otros tipos de metabolitos tales como

triterpenos, compuestos grasos, saponinas, catequinas, lactonas, , aceites y azucares reductores.

Mediante cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masa se consiguié constatar la
presencia de una gran variedad de alcaloides en los bulbos de Crinum x amabile adentro del
rango de 20 y 30 minutos del tiempo de retencion, aspecto habitual de este tipo de
compuestos. De todos los alcaloides, aquél que destaca en abundancia, sin lugar a duda, es
la licorina presentando un porcentaje de 44,01% muy por encima de los demas alcaloides

ademas el segundo alcaloide con mayor concentracién es la assoanina

También es importante destacar la presencia de alcaloides con abundancia de 1 a 5% tales como
las sanguinina, bufanisina, Hemantamina de los cuales se estima la actividad antimicrobiana,
todo estos encontrados en los bulbos de Crinum x amabile lo cual coincidid con estudio previos

realizados una especia similar en Vietnam segun Pham et al. (1998, pp 6).

Los extractos de bulbos de Crinum x amabile presentaron mayor actividad antimicrobiana que
antifangica. Fue relevante frente a Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y con
resultados minimos sobre: Salmonella typhi, Escherichia coli, Candida albicans de los cuales
resalto el extracto bruto de alcaloides a una concentracion de 700 pug con mejores halos de

inhibicion mediante el método de difusion de discos.

Mientras que los halos de inhibicion que se obtuvieron mediante el uso del método de
microgotas fueron poco apreciables debido a la concentracion de extractos en la microgota que
fueron insignificantes, pero dicha actividad comparada con las antibiéticos de referencia no es
suficiente para establecer una decision final puesto que en el mejor de los casos queda en pie
como una opcidn viable la ampliacion de estudios en este tema sobre alcaloides aislados para asi

observar la actividad especifica de cada uno.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda se profundice los estudios antimicrobianos en fracciones aisladas de alcaloides
de los bulbos de Crinum x amabile puesto que se observd accion la actividad antimicrobiana

contra los microorganismo patdgenos estudiados.

Ademas es necesario que en el establecimiento se manejen técnicas y equipos adecuados para
purificacion de componentes especificos, lo cual mejorara la calidad de los trabajos de

investigacion.
También es muy importante establecer un area especifica para el cultivo de cepas microbianas

con su respectivo personal de control, puesto que es un area muy importante para el desarrollo

de nuestra profesion.
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ANEXOS

ANEXOS A. Tamizaje fitoquimico de los bulbos de Crinum x amabile
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Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.



ANEXOS B: Obtencion del extracto bruto de alcaloides

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.



ANEXO C: Concentracion de los extracto.

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.

ANEXO D: Preparacion de los medios de cultivos

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.



ANEXO E: Preparacion de cepas de microorganismos

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.



ANEXOS F: Evaluacién de la actividad antimicrobiana
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ANEXOS G: Resultados de la actividad antimicrobiana
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ANEXOS H: Incubacién de los medios de cultivo sembrados

Realizado por: Anderson Marmolejo, 2018.



ANEXO I. Autorizacion de movilizacion de muestras colectadas
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Oficio Nro. MAE-DPAE-2017-1676-0

Esmeraldas, 13 de noviembre de 20017

Asunto: AUTORIZACION DI MOVILIZACION DEMUESTRAS COLECTADAS

Licencunda

Karen Lisseth Acosta Leon
Usuario

En su Despacho

D¢ mi congideracion:

En atencion al Oficio s/n, de fecha 12 d¢ octubre de 2017, mgresado o esta Carters de
Estado como Documento Nro. MAP-UATFE-DPAE-Z017-1925-F vy Documento Nro
MAE-UAFE-DPAE-2017-1926-1 del 31 de octubre de 2007, con ¢l cunl realizan la
solicitud de Autorizacion de Movilizaclon de especimences de flor colectados a traves de
I Auvtortzacion  de  Comtrato Marco de Aceso 4 Recursos  Gendticos N
MAE-DBN -CM 20150054, del  proyecto ttulado: “la Biodiversidad  de
Amaryllidaceae como fueme de recursos msturales par su explotacion sostenible”

El presente Contrato Marco de Acceso a Recursos Genéticos, en ln CLAUSULA
DECIMA, DE LA COLECTA cn su punto 10,5 manifiesta textualmente: “Paru fa
movilizacion de las muextray colectadas en este Conrrato, lu UTT debera contar con lu
respectiva guia de movilezacion emizida poy las icevcnnes Pravinciales del Ambrenie
del MAE™

Una vez analizada ln solicitud por ¢l Responsable de Vida Silvestre de esta cartera de
Estado, habiendo cumplido con n documentacion habilitante [a Dircecion Provineial del
Ambice de k idas, por este medio e concede o respectivi Autorizacion de
Movilizacion

Con sentimientos de distinguida consideracion.

Atcatamente,
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