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RESUMEN

La presente investigacion titulada “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Oryctanthus alveolatus
y Costus comosus POR EL METODO DE DIFUSION EN AGAR”, se llevo a
cabo en la Universidad Nacional de Loja, en el Laboratorio de Microbiologia del
Centro de Diagnostico Médico del Area de la Salud Humana.

Los pobladores de la Provincia de Zamora Chinchipe, debido a su limitada
infraestructura sanitaria y atencion de salud deficiente utilizan los recursos
naturales para prevenir, aliviar y sanar diversas infecciones a nivel respiratorio,
gastrointestinal y genitourinario, siendo estas enfermedades las primeras
causas de morbi-mortalidad en nuestro Pais; por lo que permite considerar a
las plantas naturales como una alternativa rapida y econdémica para curar
diversas dolencias, ademas de conservar el conocimiento ancestral de las
comunidades de esta region amazénica.

El proposito de este estudio fue determinar la presencia o ausencia de
actividad antibacteriana y antifingica de los compuestos activos del extracto
etandlico de Oryctanthus alveolatus y Costus comosus; ademas de probar su
eficacia para tratar enfermedades y validar cientificamente la actividad
terapéutica y toxicoldgica que ejercen dichas plantas.

El estudio se realiz6 con diluciones etandlicas al 70% 1/100, 1/1.000, 1/10.000
de los extractos de las plantas Oryctanthus alveolatus y Costus comosus; estas
diluciones fueron utilizadas para realizar la actividad antimicrobiana por el
meétodo de Kirby Bauer modificado frente a cinco cepas microbiologicas puras:
Staphylococcus aureus (ATCC!' 25923), Escherichia coli (ATCC 25922),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853)
y el hongo Candida albicans (ATCC 26790). Los extractos etandlicos de las
plantas en estudio no inhibieron el crecimiento bacteriano, por lo tanto se
determind que las plantas Oryctanthus alveolatus y Costus comosus no
presentan actividad antibacteriana ni antifingica frente a los microorganismos
antes mencionados; mediante el método y concentraciones aplicadas.

Palabras claves: Actividad antimicrobiana, infecciones, plantas medicinales,
Oryctanthus alveolatus, Costus comosus, diluciones etandlicas, Kirby Bauer
modificado, cepas microbiolégicas.

L ATCC: American Type Culture Collection
\



SUMMARY

The present titled investigation "EVALUATION OF THE ACTIVITY
ANTIMICROBIAL OF THE EXTRACT ETANOLICO OF Oryctanthus alveolatus
and Costus comosus FOR THE DIFFUSION METHOD IN AGAR", it was
carried out in the National University of Loja, in the Laboratory of Microbiology
of the Center of Medical Diagnosis of the Area of the Human Health.

The residents of Zamora's County Chinchipe, due to its limited sanitary
infrastructure and attention of faulty health uses the natural resources to
prevent, to alleviate and to heal diverse infections to breathing, gastrointestinal
level and genitourinary, being these illnesses the first causes of morbi-mortality
in our Country; for what allows to consider to the natural plants as a quick and
economic alternative to cure diverse ailments, besides conserving the ancestral
knowledge of the communities of this Amazon region.

The purpose of this study was to determine the presence or absence of
antibacterial activity and antifungica of the active compounds of the extract
etandlico of Oryctanthus alveolatus and Costus comosus; besides proving their
effectiveness to treat illnesses and to validate the therapeutic and toxicological
activity that they exercise these plants scientifically.

The study was carried out with dilutions etandlicas to 70% 1/100, 1/1.000,
1/10.000 of the extracts of the plants Oryctanthus alveolatus and Costus
comosus; these dilutions were used to carry out the activity antimicrobial for the
method of Kirby Bauer modified in front of five stumps pure microbiological:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853)
and the mushroom Candida albicans (ATCC 26790). The extracts etanolicos of
the plants in study didn't inhibit the bacterial growth, therefore it was determined
that the plants Oryctanthus alveolatus and Costus comosus don't present
antibacterial activity neither antifingica before in front of the microorganisms
mentioned; by means of the method and applied concentrations.

Key words: Activity antimicrobial, infections, medicinal plants, Oryctanthus
alveolatus, Costus comosus, dilutions ethanolic, Kirby modified Bauer, stumps
microbiological.
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1. INTRODUCCION



Las plantas medicinales son bondades de la naturaleza, que desde tiempos
inmemorables se han utilizado con fines curativos, por lo que muchas
enfermedades y dolencias del hombre tienen la solucion en la misma
naturaleza; las hierbas son utilizadas con fines farmacéuticos- cientificos en la
creacion de medicinas, remedios naturales y en la aplicacion de estudios
clinicos para comprobar la efectividad de ciertas plantas medicinales, utilizadas

para tratar algunos problemas de salud. (1,2)

El estudio de la relacion entre el hombre y las plantas, permite apreciar los
recursos vegetales, la influencia del ambiente natural en las culturas
interactuantes (3); los aspectos socio-culturales y productivos en que las
plantas estan siendo usadas. A su vez permite reconocer el valor del complejo
creencia conocimiento- practica en relacion al manejo de los recursos naturales

y conservacion de la biodiversidad. (4, 5)

En el Ecuador el uso de plantas medicinales esta inmerso en la cotidianidad de
sus habitantes debido a que el conocimiento ancestral es inmenso, se registra
el 47% de plantas curativas, la mayoria de estas plantas usadas para aliviar
mas de 70 dolencias que pueden o no ser diagnosticadas por el
enfermo(6,7).La Provincia de Zamora Chinchipe, ofrece gran variedad de
especies vegetales, existiendo grandes posibilidades para la investigacion de
plantas con efectos curativos, ya que posee una pluralidad de plantas para
aplacar distintos tipos de enfermedades siendo muchas de estas curadas con
extractos de plantas con efectos antiespasmoédicos, antiparasitarios,
cardiotonicos, diuréticos, estimulantes digestivos y sedantes del sistema
nervioso.(8, 9, 10)

De esta manera se puede corroborar que las enfermedades que prevalecen en
la provincia de Zamora Chinchipe son las enfermedades respiratorias,
gastrointestinales y genitourinarias ya sea por sus tradiciones ancestrales,
deficiente atencion primaria de salud, educacion sanitaria y uso erréneo de
antibioticos, de tal maneraque permite a los sanadores de esta region utilizar
las plantas medicinales como terapéutica para aliviar diferentes dolencias,
ademas de mejorar su estilo de vida integrandolos como entes Utiles a la
sociedad. (11,12)



Con esta referencia la finalidad de este proyecto investigativo fue evaluar la
actividad antimicrobiana del extracto etandlico al 70% de Oryctanthus
alveolatus y Costus comosus, plantas nativas y de uso medicinal en la
provincia de Zamora Chinchipe, el mismo que contribuira a validar

cientificamente los saberes ancestrales de esta comunidad.

Para efectuar dicho objetivo se emple6 el método de difusion en agar,
utilizando diluciones 1/100, 1/1000, 1/10.000 y se evalu6é la actividad
antibacteriana y antifungica frente a los microorganismos estandarizados
(ATCC) Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomona aeruginosa y el hongo patégeno Candida albicans. Estas
bacterias son los agentes causales mas comunes de infecciones respiratorias,
genitourinarias, gastrointestinales y cutaneas, el hongo empleado por su
patogeneidad provoca micosis superficiales, sistémicas, infecciones genitales,
en la cavidad bucal e intestino. (8)

Finalmente tras la evaluacion antimicrobiana, con la metodologia y diluciones
utilizadas, no se logré comprobar la actividad antibacteriana y antifiungica del
extracto etandlico de Oryctanthus alveolatus y Costus comosus al obtener
resultados negativos frente a las bacterias y hongo empleados en el estudio.
Sin embargo no se descarta la presencia de actividad antimicrobiana de estas
plantas, ya que empleando otras metodologias y diferentes concentraciones, se
lograria obtener diferentes resultados. Ademas por la presencia en bajas
concentraciones de los metabolitos secundarios de las plantas en estudio

pueden matar o inhiben el crecimiento de los microorganismos.
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PLANTAS MEDICINALES

Los vegetales hacen posible la vida del organismo animal y condicionan su
estado de salud, mediante la elaboracion de componentes quimicos complejos,
gue son sustancias que ejercen una accion farmacoldgica, beneficiosa o
perjudicial, sobre el organismo vivo, realizando funciones fisioldgicas
imprescindibles para mantener la vida.

Su utilidad primordial, es servir como medicamento que alivie la enfermedad,

disminuya o neutralice el desequilibrio organico producido en el organismo.(13)

Principios activos de las plantas

Los principios activos sirven para clasificar a las plantas y seleccionarlas en el
control del rendimiento y calidad de productos del cultivo y procesado industrial.
Estos metabolitos secundarios de las plantas medicinales pueden aparecer en
toda la planta, generalmente en las raices, corteza flores, semillas o frutos

presentan mayor concentracion. (14,15)

Formacion de los principios activos en la planta me dicinal

En un vegetal, la raiz actia como bomba que absorbe del suelo el agua, las
sales minerales y los nitratos, savia bruta, que impulsa y reparte por todo el
vegetal, cuyas hojas reciben la savia bruta a través del tallo, mediante accion
de unos complejos enzimaticos o fermentos que contienen, elaboran
compuestos nitrogenados, nutrientes esenciales para la vida y alcaloides,
principios activos de accion fisioldgica especifica y enérgica. (14)

Importancia y beneficios de las plantas medicinales

La medicina tradicional es parte de la cultura de los pueblos, donde las plantas
medicinales han cumplido un rol fundamental como medio para curar
enfermedades en las personas, satisfacer sus necesidades basicas,
acumulando practicas ancestrales de seleccion, manejo y conservacion de

conocimientos que han transmitido de una generacién a otra.



La utilizacion de las plantas medicinales para la salud es vital, debido al facil
acceso, bajo costo, como fuente de ingresos econdémicos para cultivadores,
comerciantes, colectores y manufactureros de medicinas basadas en plantas.

Las plantas tienen sabor, que puede ser picante, salado, acido, amargo o
dulzén, de acuerdo a la predominancia del sabor, tienen una accién sobre
organos especificos y sobre sus energias. Tienen una disposicidbn a actuar
sobre ciertos Organos o sistemas: digestivo, respiratorio, reproductivo,
muscular, etc. por tanto no todas son buenas para todos o para todo, hay que

conocer que plantas actian sobre que sistemas energéticos y como lo hacen.

En general las plantas con uso medicinal pueden actuar combinadas con otras
plantas, que potencializan o modifican sus efectos, esto es que al juntar ciertas
plantas el efecto que se busca puede ser mas fuerte, o se puede disminuir la
potencia de la planta principal para no producir efectos toxicos.

Las acciones de las plantas son directas sobre el cuerpo, algunas son
drenadoras, purgantes, diuréticas (movilizan liquidos), desintoxicantes, o
calmantes, por lo tanto es importante saber juzgar que planta utilizar, cuando
utilizarla, como prepararla y ademas conocer si es necesario 0 no juntarla con
otras plantas para modificar o potenciar ciertas caracteristicas de sus
acciones.(16,17)Las plantas aromaticas y medicinales son fuente exclusiva de
algunas drogas que se emplean en tratamientos médicos nuevos; se emplean,
como suplementos nutricionales, industria de cosméticos y perfumes.

Existen otras especies de plantas reconocidas por sus propiedades
demostradas, son ricas en vitamina C considerada como el mejor antioxidante
que existe, refuerza los sistemas inmunoldgicos, mantiene una buena vision,
mejora la absorcién del hierro, combate el estrés, actia contra el cancer en la
detoxificacion de drogas, toxinas, carcinbgenos y mutagenos (como
bloqueadores y supresores), neutralizan radicales libres, inhiben enzimas que
activan carcinégenos, en las enfermedades cardiovasculares evitando

oxidacion de LDL (protegiéndolas) y afectando la presion sanguinea.(18)



Propiedades antimicrobianas de las plantas

Las propiedades antimicrobianas de sustancias y aceites esenciales que las
plantas contienen como productos de su metabolismo secundario han sido
reconocidas empiricamente durante siglos, pero solo recientemente fueron
confirmadas cientificamente. Varios grupos de investigadores han estudiado la
actividad bioldgica de plantas medicinales originarias de diversas regiones del
mundo, guiados por el uso popular de las especies nativas. Por otro lado, los
microorganismos que causan perjuicios a la salud humana se estan mostrando
resistentes a la mayoria de los antimicrobianos conocidos, lo que ha
incentivado aln mas la busqueda por antibiéticos de ocurrencia natural. (19)
Extractos y aceites esenciales de plantas se han mostrado eficaces en el
control del crecimiento de una amplia variedad de microorganismos, incluyendo
hongos filamentosos, levaduras y bacterias. Se han sugerido usos practicos de
estas actividades en humanos y animales, asi como en la industria de
alimentos. La actividad antimicrobiana de especies de plantas medicinales
estudiadas para diversas bacterias patogénicas y para la levadura Candida
Albicans, los extractos, fracciones y compuestos aislados tienen capacidades
de controlar el crecimiento de una o mas especies de microorganismos,

indicando buen potencial de aplicacion como antimicrobiano.(20,21)

Componentes antimicrobianos de las plantas

Las plantas tienen una casi ilimitada habilidad de sintetizar sustancias
aromaticas, gran cantidad de ellas son fenoles o sus derivados de oxigenos
sustituidos. Muchos son metabolitos secundarios de los cuales por lo menos
12000 han sido aislados, un namero estimado menor en un 10% del total.

En numerosos casos estas sustancias sirven como mecanismos de defensa de
las plantas contra la predaccion por microorganismos, insectos y
herbivoros.(22)

Los compuestos fitoquimicos antimicrobianos utiles pueden ser agrupados en
varias categorias:

Fenoles y Polifenoles: tienen accion antimicrobiana, antiviral y antifingica. Se
considera que la accion de los fenoles y polifenoles contra los microorganismos

se debe a la inhibicibn enziméatica posiblemente por accion sobre los grupos
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sulfinidrilos de sus aminoacidos de cisteina.

Quinonas: Son anillos aromaticos, se encuentran en amplia distribucion en la
naturaleza y son altamente reactivos en reacciones de oxido-reduccion. Su
actividad antimicrobiana actta sobre las adhesinas expuestas en la superficie
de las bacterias, sobre los polipéptidos de la pared celular y sobre las enzimas

unidas a membranas.

Flavonas, flavonoides y flavonoles: Son compuestos sintetizados por las
plantas en respuesta a la infeccion antimicrobiana, y su actividad sobre las
bacterias en su capacidad de generar complejos con proteinas extracelulares y

proteinas solubles.

Taninos: estimulan la actividad fagocitaria, actividad antitumoral mediada por
el hospedero y un amplio rango de actividad antiinfecciosa. La actividad
antimicrobiana de estos compuestos se debe a su interaccion sobre las
adhesinas, proteinas de la pared celular, y a su capacidad de unirse a
polisacaridos.

Cumarinas: Son compuestos de los cuales se conoce muy bien su accion

antitrombdtica, antiinflamatoria y vasodilatadora.

Terpenoides y aceites esenciales: Los terpenos o terpenoides son activos

contra bacterias, virus, hongos y protozoarios.

Alcaloides: son dutiles contra la infeccion por VIH y también contra las
infecciones intestinales relacionadas con el SIDA. Otros alcaloides tienen
efecto contra parasitos como Giardia y Entamoeba.

Lectinas y Polipéptidos: Su mecanismo de accion es en la formaciéon de
canales i6nicos en la membrana del microorganismo o la inhibicion competitiva
de la adhesion de proteinas a los receptores polisacaridos del hospedero, (23,
24, 25,26)



DESCRIPCION DE LAS PLANTAS EN ESTUDIO

Oryctanthus alveolatus

Proyecto
plaguicidas y toxicas de la RSE: estudio
fitoquimico y de bioactividad en Zamora
Chinchipe

Oryctanthus alveolatus
-;‘T_

de plantas  medicinales,

Nombre comun

Escoba de bruja, mata palo

Taxonomia

Reino: Plantae
Division:Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden:Santalales
Familia:Loranthaceae
Género: Oryctanthus
Especie: alveolatus (27,28)

Paises

Planta originaria de Colombia, Costa Rica,
Pert, Ecuador, Venezuela, Panama, Brasil,
Nicaragua, Bolivia y Honduras.

Descripcién botanica

e Arbusto mediano entrenudos teretes vy
glabros de 70 centimetro de longitud, de
hojas simples opuestas y subopuestas
ovadas, peciolos cortos y gruesos hasta de
4 mm de largo, 1-2 mm de ancho aplanados.

« Espigas de 1-4 cm de largo en pedidnculos
de 3 mm de largo o a veces casi sésiles y
engrosadas; yemas, flores y frutos
fuertemente inclinados hacia adelante, frutos
verdosos, a veces con la base amarilla.
(27,28)

Requerimientos de crecimiento

Poco comun, crece en bosques perennifolios y
zona atlantica.

Uso en la medicina tradicional

Traumatismos  (dislocaduras, golpes vy
luxaciones), paperas y antiséptico.

Fuente: Escobar E. Presentacion de Yotoco "reserva Natural". Colombia 2001.
Vargas W. Guia ilustrada de las plantas de las montafias del Quindio y los Andes centrales.

Universidad de caldas 2002.
Autora: Daniela Cérdova




Composicion fitoquimica

de Oryctanthus alveolatus
Los metabolitos secundarios presentes en Oryctanthus alveolatus son:

Metabolito Secundario Concentracion
Triterpenos +
Quinonas -
Flavonoides -
Lactonas -
Saponinas +

(8mm)
Fenoles +

(verde)
Aminoacidos +

Leyenda: Negativo (-); Reaccién débil (+);
Reaccion media (++); Reaccion intensa (+++)
Fuente: Laboratorio de Fitoquimica- ASH
Autora: Daniela Cérdova

Costus comosus

Costus comosus

Proyecto de plantas medicinales, plaguicidas y toxicas de la RSE: estudio
fitoquimico y de bioactividad en Zamora Chinchipe

Nombre comun

Cafa agria

Reino: Plantae
Division:Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Taxonomia Orden:Zingiberales
Familia: Costaceae
Género: Costus
Especie: comosus (29)
Paises Planta rizomatosa nativa de México, El

Salvador, Panama, Colombia y Venezuela.

Descripcion botanica

Planta herbacea perenne, rizomatosa,
presenta tallos delgados, altos hasta 2 mts,
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similares a cafias.

Hojas largas hasta 40 cm y anchas 10 cm,
dispuestas en espiral sobre el tallo, de color
verde intenso brillante en su parte superior y
pubescente en el lado inferior. Las
inflorescencias terminales, cénicas, de larga
duracién, espigas largas 20 — 30 cm con
bracteas imbricadas de color rojo vivo, de
aspecto ceroso, en cuyo interno nacen
llamativas flores tubulares amarillas de 4 cm.
de largo.

Frutos globosos de 4 cm de largo y 2,5 cm de
ancho, conteniendo semillas de color negro.
(29)

Requerimientos de crecimiento

Necesita de un clima caluroso y humedo,
suelos ricos, drenantes, mantenidos humedos
durante el periodo vegetativo; fuera de estas
zonas conviene cultivar en invernadero, aun
resistiendo por breves periodos temperaturas
proximas a cero grado, dificilmente
florezca.(29)

Uso en la medicina tradicional

Se emplea los tallos para el tratamiento de
cefalea, colico hepatico, diabetes, fiebre,
afecciones renales y garganta.

Hojas como antiabortivo.

Fuente: National Tropical Botanical Garden. Currently Viewing: Costus comosus. Disponible

en: https://ntbg.org/plants/plant_details.
Autora: Daniela Cordova

Composicion fitoquimica  de Costus comosus

Costus comosus planta medicinal utilizada por los sanadores de las
comunidades de la Provincia de Zamora Chinchipe posee los siguientes

principios activos:

Metabolito Secundario  Concentracion
Triterpenos -
Quinonas -
Flavonoides -
Lactonas -
Saponinas +

(2mm)
Fenoles -
Aminoécidos +++

Leyenda: Negativo (-); Reaccion débil (+);

Reaccion media (++); Reaccion intensa (+++)
Fuente: Laboratorio de Fitoquimica- ASH
Autora: Daniela Cérdova
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PRINCIPALES MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA MEDICA

La salud es el estado de bienestar fisico y mental de una persona; pero por
diferentes causas provoca enfermedades alterando el buen funcionamiento de
los oOrganos y sistemas del organismo; siendo algunas enfermedades
producidas por microorganismos que pueden ser inofensivas, que ni afectan ni
benefician a la salud, beneficiosas o perjudiciales. Los microorganismos mas
comunes que afectan al ser humano son las bacterias, virus, hongos y
parasitos, estos pueden ingresan en el cuerpo a través de la piel, via

respiratoria, ingesta de alimentos y bebidas. (30)

Bacterias

Son organismos unicelulares microscopicos, sin nucleo ni clorofila, que pueden
presentarse desnudas o0 con una capsula gelatinosa, aisladas o en grupos y
gue pueden tener cilios o flagelos. Se encuentran abundantes en el medio,
pueden vivir en tierra, agua, materia organica, plantas y animales.

Son muy importantes en las fermentaciones aprovechadas por la industria,
produccion de antibibticos, destruccidon de plantas y animales muertos.

Las bacterias son muy importantes para el ser humano, debido a sus efectos

guimicos y en la diseminacién de enfermedades.

Morfologia y estructura
Las bacterias son microorganismos procariontes (no poseen membrana nuclear
por lo que su ADN esta libre en la célula) de organizacion muy sencilla.
La célula bacteriana consta de:
# Citoplasma: Presenta un aspecto viscoso, y en su zona central aparece
un nucleoide que contiene la mayor parte del ADN bacteriano, y en
algunas bacterias aparecen fragmentos circulares de ADN con

informacion genética, dispersos por el citoplasma: son los plasmidos.

L

Membrana plasmatica con invaginaciones que son los mesosomas,
donde se encuentran enzimas que intervienen en la sintesis de ATP, y

los pigmentos fotosintéticos en el caso de bacterias fotosintéticas.

g

Flagelos generalmente rigidos, implantados en la membrana mediante

un corpusculo basal. Pueden poseer también fimbrias o pili muy
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numerosos y cortos, que pueden servir como pelos sexuales para el
paso de ADN de una célula a otra

Poseen ARN y ribosomas caracteristicos, para la sintesis de proteinas.

L

Segun la fuente de carbono que utilizan, los seres vivos se dividen en
autotrofos, cuya principal fuente de carbono es el CO,, y heterotrofos

cuando su fuente de carbono es materia organica.

L

Segun la fuente de energia, los organismos o0 seres vivos pueden ser
fotétrofos, cuya principal fuente de energia es la luz, y quimiétrofos, cuya

fuente de energia es un compuesto quimico que se oxida.

Crecimiento bacteriano

El crecimiento es el incremento ordenado de todos los componentes de un
microorganismo. Por lo tanto, el aumento de tamafio que resulta cuando una
célula capta agua o deposita lipidos o polisacaridos, no es un crecimiento
verdadero. La multiplicacion celular es una consecuencia del crecimiento; en
microorganismos unicelulares, la multiplicacion aumenta la cantidad de

individuos y da lugar a una poblacién o cultivo. (31)

Medicion de las concentraciones microbianas

Las concentraciones microbianas pueden medirse en términos de
concentracion celular (numero de células viables por unidad de volumen de
cultivo) o de concentracion de la biomasa (peso seco de las células por unidad
de volumen de cultivo). Estos dos parametros no siempre son equivalentes,
porque el promedio del peso seco de las células varia en las distintas etapas

de la historia del cultivo.

Concentracion celular

La cifra de células viables se considera la medida de la concentracion celular.
Sin embargo, para muchos propésitos, la turbiedad del cultivo, medida por
medios fotoeléctricos, puede vincularse con la cifra viable en forma de curva
estandar. Cuando se utilizan mediciones turbimetricas debe recordarse que

pueden variar la correlacion entre la turbiedad y la cifra durante el crecimiento y

13



la muerte de un cultivo; las células pueden perder viabilidad sin que exista

perdida de la turbiedad del cultivo.

Densidad de la biomasa

Se puede medir directamente determinando el peso seco de un cultivo
microbiano después de lavarlo con agua destilada. En la préactica, este
procedimiento es muy laborioso y el investigador suele preparar una curva
estandar que establece una correlacion entre el peso seco y la turbiedad. De
otra manera, se puede estimar indirecta la concentracion de la biomasa a
través de la medicion de un componente celular como proteinas o del volumen

ocupado por las células que han sedimentado de la suspension. (33)

Crecimiento exponencial

La constante de la tasa de crecimiento de las células, no limitado por los
nutrimentos, es el primer orden: la tasa de crecimiento es el producto de la
constante de la tasa de crecimiento (medida en gramos de biomasa producida

por hora) y la concentracion de la biomasa.

Curva de crecimiento bacteriano
Cuando se ha satisfecho los requerimientos nutricionales y las condiciones
ambientales cubren los requerimientos fisicos, podemos medir la velocidad de

multiplicacion de las células bacterianas.

Etapas
11 Fase de adaptacion: es la etapa inicial del crecimiento de una
poblacion bacteriana en la que no se observa aumento en el numero de
bacterias. Por esto se le ha llamado de crecimiento lento, sin embargo,
en esta etapa hay una acelerada actividad metabdlica con formacion de
productos intermediarios, y se acumula una alta concentracion de ARN y

otros productos para el metabolismo.

1t Fase logaritmica: en esta fase se observa un trazo recto en la grafica

de forma ascendente; significa un fendmeno logaritmico en la
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multiplicacion bacteriana, y es la maxima velocidad de multiplicacién de

esa especie.

T Fase estacionaria méxima: etapa del trazo en la grafica es horizontal,
ya no aumenta el nimero de bacterias vivas como en la fase logaritmica.
En esta etapa el numero de bacterias viables y el nimero de bacterias
inactivadas se equilibra por un corto tiempo. Esto se debe a que los
nutrientes se estan agotando, se acumulan productos toxicos de
desecho del metabolismo y el pH vira hacia la acidez, todo lo cual
genera un ambiente nocivo para la vida bacteriana y solo las bacterias

mas resistentes a estos factores logran sobrevivir y multiplicarse.

1 Fase de declinacion: fase de muerte logaritmica, observamos un trazo
recto descendente en la grafica de la curva, debido a que un numero
mucho mayor de bacterias muere en relacion con las que sobreviven, es
decir, que solamente las mas resistentes pueden multiplicarse en las
condiciones que se han generado en esta etapa, como son: falta de
nutrientes, la concentracion critica de productos toxicos del metabolismo

y el viraje del ph. (11)

Requerimientos basicos para cultivos de bacterias
Para estudiar las reacciones metabdlicas y fisiologicas de las bacterias es
necesario cultivarlas en medios de cultivo, que son mezclas de sustancias que
proporcionan en forma asimilable todos los elementos necesarios para su
crecimiento y multiplicacion.
El desarrollo de una bacteria en un medio de cultivo, depende de una serie de
factores, los mas destacables de los cuales son:
a) La composicion.- los medios de cultivo deben incluir los elementos
indispensables para la vida bacteriana, es decir:
+ Fuentes de nitrégeno y carbono.
+ Elementos minerales como fosforo, azufre, calcio, magnesio y hierro.
+ Factores de crecimiento que por si solas son incapaces de sintetizar, como

aminoacidos, vitaminas, bases puricas y pirimidinicas.
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+ Factores estimulantes. O de arranque, como los hidratos de carbono o la

sangre.

b) El pH.- las bacterias se desarrollan habitualmente a pH préximo a la
neutralidad (6,8-7,6), aunque algunas exigen un pH especifico distinto.

c) La presiéon osmotica.- debido a la composicién de la pared bacteriana, los
gérmenes se adaptan bien a las variaciones de la presion osmotica; sin
embargo, in vitro, los medios de cultivo se preparan en condiciones de
isotonia.

d) EIl potencial redox.- esta en relacibn con el tipo respiratorio de cada
bacteria, que puede ser anaerobia estricta, aerobia y anaerobia facultativa,
aerobia estricta y microaerofila.

e) La hidratacion.- la presencia de agua es indispensable para el crecimiento
bacteriano, por lo que debera estar presente en los medios de cultivo en
cantidad suficiente.

f) La temperatura.- es otro dato importante a tener en cuenta para el
crecimiento bacteriano, por lo que debera estar presente en los medios de
cultivo en cantidad suficiente.

g) La atmosfera.- algunas bacterias, especialmente algunas aerobias y
facultativas, necesitan para su optimo desarrollo de la presencia de ciertos
ambientes gaseosos. El mas utilizado es el anhidrido carbdnico en
proporciones que varian del 3 al 10 por 100.

Como no existe un medio de cultivo universal que cubra las necesidades de

todas las bacterias, la eleccion del medio de cultivo a utilizar para determinadas

bacterias se hace a partir de las necesidades nutritivas de éstas, y del habitat

natural del cual se recuperan. (32)

Cepas patrén ATCC utilizadasel estudio de actividad antimicrobiana

Las cepas certificadas ATCCson microorganismos reconocidos para demostrar
que los medios de cultivo poseen caracteristicas aceptables, validar métodos y

controlar los reactivos. (33, 34, 35)

Staphylococcus aureus
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Bacteria anaerobia facultativa grampositiva, células esféricas inméviles de 0.8
a 1 micrometro de didmetro, caracterizados por agruparse en forma irregular en
racimos. Habitualmente se encuentra en la flora normal de las narinas
anteriores humanas, nasofaringe, region perineal, y piel; pueden colonizar
diversas superficies epiteliales 0 mucosas.

Metabolismo de tipo fermentativo, coagulasa positiva, son capaces de
fermentar la glucosa sin produccion de gases y producen acetil metil carbinol.
Fermentan el manitol con formacion de acidos, causan hemolisis, coagulacion

de plasma y producen enzimas y toxinas extracelulares.

Caracteristicas del medio de cultivo y colonias

Crece bien en Agar Chapman Manitol medio con elevado contenido en cloruro
sbdico; la presencia de manitol y rojo fenol convierten a este medio en
diferencial: asi se puede identificar presuntivamente el Staphylococcus aureus,
ya que este germen crece bien en medios salados y fermenta el manitol.
Crecen con facilidad en condiciones aerobias o microaerofilicas. Crecen a 37°C
sobre medios sdlidos, las colonias son redondas, lisas, prominentes y brillantes
de color gris o amarillo dorado.

Espectro de enfermedades e infecciones

Las infecciones por lo general involucran una intensa supuracion y destruccion
de tejido. En general pueden agruparse en infecciones cutaneas localizadas en
infecciones cutaneas localizadas como la foliculitis, forunculo, antraces e
impétigo; infecciones de diversas heridas; infecciones profundas que se
diseminan a partir de la piel para causar bacteriemia y para prometer huesos,

articulacion, érganos y tejidos profundos.

Escherichia coli

Bacilo gramnegativo, aerobio o anaerobio facultativo, de 2-4um de longitud por
0.4-0.6 um de anchura, con extremidades redondeadas, que pueden ser
moviles con flagelacion peritrica o inméviles. Se localiza en la flora normal del
intestino de seres humanos y otros animales; también puede habitar el aparato

genital femenino.
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No producen oxidasas, pero reducen los nitratos, descomponen la glucosa,
fermentan a los carbohidratos, tienen reacciones positivas para el Indol, lisina
descarboxilasa y produccién de gas a partir de glucosa.

Caracteristicas del medio de cultivo y colonias

Para aislamiento de la mayoria de enterobacterias, utilizan el Agar EMB
(Eosina azul de metileno) contiene azul de metileno actia como indicador e
inhibidor, las colonias fermentadoras de la lactosa presentan un tono violeta
MAas 0 menos intenso.

Las colonias de E. coli son brillantes, lisas, circulares, convexas con bordes

bien definidos de color negruzco con un brillo metalico caracteristico.

Espectro de enfermedades e infecciones
Infecciones urinarias, bacteriemia, infecciones nosocomiales en varios sitios del
cuerpo. Es la causa mas frecuente de infecciones nosocomiales por

gramnegativos.

Klebsiella pneumoniae
Bacilos gramnegativos cortos; crecen sobre peptona o medios con extracto de
carne, asimilan y fermentan la lactosa, produce gas, dan pruebas positivas para

la lisina descarboxilasa y citrato.

Caracteristicas del medio de cultivo y colonias

El agar MacConkey es apropiado para el aislamiento de K. pneumoniae se
caracterizan por contener lactosa y un indicador de cambio de pH que detecta
la actividad fermentadora sobre este azucar. El medio de Mac Conkey se
considera selectivo de bajo nivel, las sales biliares el cristal violeta actian
como inhibidores. El indicador vira a rojo ladrillo en medio acido. Las bacterias
fermentan la lactosa producen colonias de color rojo que pueden estar
rodeadas de una zona opaca debida a la precipitacion de las sales biliares; las

no fermentadoras dan colonias incoloras mas o menos transparentes.

Espectro de enfermedades e infecciones
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Klebsiella pneumoniae, esta implicada principalmente en infecciones
nosocomiales, tracto urinario, neumonias, sepsis y contaminaciones de herida
quirargica. Son especialmente susceptibles los pacientes ingresados en
unidades de cuidados intensivos, neonatos, con diabetes mellitus o alcohdlicos.
Pseudomona aeruginosa

Bacilos gramnegativos, moviles, aerobio mide 0.6x 2um. Se encuentra en el
medio ambiente (suelos, agua, plantas); sobrevive bien en los ambientes
domésticos (bafieras, hidromasajes, soluciones para lentes de contacto) y rara
vez forma parte de la flora normal de los seres humanos sanos.

Bacteria oxidasa positiva, no fermenta los carbohidratos, presenta pigmentos

caracteristicos.

Caracteristicas del medio de cultivo y colonias

Bacilo gramnegativo que crece bien en agar Cetrimidecontiene peptona que
sirve como fuente de nitrdgeno, y el glicerol se utiliza como fuente de carbono y
energia. La produccion de piocianina se estimula mediante el cloruro de
magnesio y el sulfato potasico en el medio. La cetrimida (bromuro de cetil
trimetil amonio) es un compuesto de amonio cuaternario que inhibe una amplia
variedad de otros organismos.

Produce olor dulzén, forma colonias redondas, mucoides y lisas de color verde

fluorescente pioverdina,

Espectro de enfermedades e infecciones

Patogeno oportunista que puede causar infecciones adquiridas en la
comunidad o en el hospital.

Las infecciones extrahospitalarias: cutaneas, del conducto auditivo externo,
oculares, 6seas, postraumaticas, cardiacas.

Infecciones adquiridas en el hospital: del aparto respiratorio, urinarias, de

heridas del torrente sanguineo y del sistema nervioso central. (33)

Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacte  rias
Prueba de la coagulasa

Diferencia Staphylococcus aureus de los estafilococos coagulasa negativos.
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S. aureus produce dos formas de coagulasa: ligada y libre. La coagulasa ligada
o factor de aglutinacion se encuentra unida a la pared celular bacteriana y
reacciona en forma directa con el fibrindbgeno. Esto produce una alteracion del
fibrindbgeno, de forma que este se precipita sobre la célula estafilococica y
genera la agrupacion de las bacterias con el plasma.

La presencia de la coagulasa ligada se correlaciona bien con la coagulasa libre,
una proteina enzimatica extracelular que produce la formacion de un coagulo
cuando se incuban colonias de S aureus en plasma. Positivo: Staphylococcus

aureus

Hidrolisis del DNA

Capacidad de un microorganismo para hidrolizar el DNA, el medio es de color
verde palido debido al complejo DNA-verde de metilo. Si el microorganismo
que crece en el medio hidroliza el DNA, el color verde desaparece y la colonia
esta rodeada por un halo incoloro.

Positivo: Staphylococcus aureus

Utilizacion de citrato

Determina la capacidad de un microorganismo para utilizar el citrato de sodio
como Unica fuente de carbono y las sales inorganicas de amonio como unica
fuente de nitrogeno. Las bacterias que pueden crecer en este medio viran el
indicador azul de bromotimol del verde al azul.

Positivo: Klebsiella pneumoniae

Prueba de descarboxilasa

Capacidad enzimatica de un microorganismo de descarboxilar un aminoéacido
para formar una amina. La descarboxilacion o la hidrdlisis del amino&cido
producen un cambio en la alcalinidad del pH.

Positivo de lisina: Klebsiella pneumoniae

Hidrélisis de la esculina
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Determina si un microorganismo es capaz de hidrolizar el glucésido esculina, el
medio se tifie de color negro, que también mostrara una perdida de
fluorescencia bajo la lampara de Wood.

Positivo: Klebsiella pneumoniae

Produccioén de Indol

Determina la capacidad de un microorganismo para degradar el triptéfano para
formar el compuesto Indol. Se produce un anillo rosa a vino tinto después del
agregado del reactivo apropiado.

Positivo: Escherichia coli

Prueba de la movilidad
Determina el microorganismo que es movil. Formacién de rompimiento del
medio.

Positivo: Escherichia coli

Reduccion del nitrato

La reduccién de nitratos a nitritos se determina al agregar acido sulfanilico y a-
naftilamina. El acido sulfanilico y los nitritos reaccionan para formar una sal de
diazonio. La sal de diazonio se une a continuacion con la a-naftilamina para
producir colorante rojo hidrosoluble.

Positivo NO3" sin produccion de gas: Escherichia coli

Positivo NO3" gas: Pseudomona aeruginosa

Prueba de cetrimida

Se usa para determinar la capacidad de un microorganismo para crecer en
presencia de cetrimida, una sustancia toxica que inhibe el desarrollo de
muchas bacterias.

Positivo: Pseudomona aeruginosa(36)

Hongos
Los hongos constituyen un complejo grupo de organismos, son heterotrofos

deben nutrirse a partir de materias organicas ya elaboradas, tienen la habilidad
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de descomponer organismos muertos. Son seres eucariotas, poseen nucleo,
mitocondrias, sistema de endomembranas, carecen de plastidios, su pared
celular contiene quitina y almacenan glucogeno en sus ceélulas como
compuesto de reserva.

Los hongos tienen gran importancia para conservar el equilibrio de la
naturaleza, ya que desintegran o reciclan casi todos los restos organicos;
intervienen en la produccion del humus del suelo, indispensable en la biosfera 'y

en programas de control bioldgico. (37)

Céndida albicans

Célula oval con un tamafio medio de 2 a 4 micras; con paredes finas; en tejidos
infectados se han identificado formas filamentosas de longitud variable, con
extremos redondos de 3 a 5 micras de diametro y seudohifas, que son células
alargadas de levadura que permanecen unidas entre si.

El metabolismo de C. albicans se ha relacionado de una forma directa o
indirecta con la patogenicidad, la morfologia o con los efectos de los
antibioticos antimicéticos. El metabolismo de los carbohidratos juega un papel
importante en la morfogénesis, en tanto que el metabolismo de aminoacidos y

lipidos tiene poca importancia para el crecimiento de este microorganismo.

Caracteristicas del medio de cultivo y colonias

La levadura C. albicans crece en agar Sabouraud medio adaptado al cultivo de
la mayoria de levaduras u hongos patoégenos, tanto en forma solida como
liquida. El medio contiene nutrientes en cantidad minima y lleva un pH acido
5.6, que lo hace selectivo. Suelen adicionarse antibioticos para potenciar su
selectividad. (38)

Hongo de temperatura Optima de crecimiento es 37° C. Ademas, para su
supervivencia necesita humedad, las colonias son blandas de color cremoso

con olor a levadura. (39)

Pruebas fisiologicas de identificacion de levaduras

22



Los hongos contienen sistemas enzimaticos especificos que determinan su
capacidad patogénica para ello se realizan las siguientes pruebas de

identificacion.

Auxanograma: Prueba que determina la capacidad de las levaduras para
utilizar los hidratos de carbono como Unica fuente de carbono. Los compuestos
de carbono empleados son azucares, acidos organicos y algunos azucares-
alcoholes. Son pruebas de asimilacion y se utilizan para valorar la capacidad

de cada levadura para usar estos compuestos en crecimiento aerobio.

Fermentacion de azucares: algunas levaduras tienen sistemas enzimaticos
especificos que permiten la degradacion anaerobia de los hidratos de carbono

especificos con producciéon de CO,. (40)

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana in vitro son utiles para elegir los
quimioterapicos activos frente al microorganismo responsable de la infeccion.
Las pruebas in vitro son sencillamente una medida del efecto del antibitico
frente al microorganismo en condiciones especificas. La seleccion del
antibiotico y la respuesta del paciente vienen determinadas por una serie de
factores interrelacionados, que incluyen las propiedades farmacocinéticas del
antibiotico, la toxicidad del farmaco, la enfermedad clinica y el estado medico
general del enfermo. Por tanto, algunos gérmenes que son susceptibles a un
antibiotico persistiran en la infeccion, mientras que otros resistentes seran

eliminados por este antibiético. (41)

Esta técnica de laboratorio clinico en la actualidad se la esta empleando para el
estudio de plantas medicinales, utilizando el meétodo de Kirby-Bauer
modificado, determinando la actividad antimicrobiana del extracto vegetal
contra ciertas bacterias que invaden principalmente el sistema respiratorio y

gastrointestinal. (2)

Actividad antibacteriana

Antibioticos
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Un antibiético es una sustancia quimica producida por un microorganismo
capaz de inhibir el desarrollo de otros microorganismos. Un agente
antimicrobiano es activo contra los microorganismos y puede ser producido en
forma natural por microorganismos o sintéticamente en el laboratorio. El
término agente quimioterapico ha sido empleado para referirse a agentes
antimicrobianos sintéticos o0 no y también se refiere a agentes que actlan

contra células humanas como inmunomoduladores y drogas antitumorales.

Cinética de los antibitticos

Para potenciar las defensas naturales del organismo y eliminar una infeccion
bacteriana, el antibiotico debe estar presente a una concentracion eficaz y
durante el tiempo suficiente. La concentracidon debe ser una o varias veces
superior a la CMI. Sin embargo, la concentracién del antibiético no tiene que
ser tan elevada como para causar toxicidad en el paciente.

La mayor parte de los antibiéticos presentan una semivida de 12 horas y tras
su distribucién en los diferentes comportamientos corporales, son eliminados

del organismo generalmente a través de los rifiones o el higado.

En lineas generales y en funcidn sobre su forma de actuar sobre los

microorganismos, hablamos de dos grandes grupos de antibiéticos

@ Antibioticos primariamente bactericidas : Ejercen una accion letal e
irreversible sobre el microbio (Fosfomicina Vancomicina. B-Lactamicos
Polimixina. Aminoglucésidos Rifampicina. Acido Nalidixico Quinoleinas.

Nitrofurantoinas)

= Antibidticos primariamente bacteriostaticos : Inhiben el crecimiento pero no
matan al microorganismo, permitiendo que las propias defensas del huésped
pueden eliminar a las bacterias (Tetraciclina Cloranfenicol. Sulfonamidas
Trimetroprim. Lincomicina Clindamicina. Macrélidos). (42, 43)

Antibiograma
Un antibiotico es una sustancia de origen biolégico que inhibe el crecimiento de

los microorganismos a concentraciones muy bajas.
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Un antibiograma es un estudio de la sensibilidad "in vitro" de un
microorganismo patdégeno frente a las sustancias antimicrobianas.

Existen distintos métodos siendo los mas importantes:

Método de difusion en placa

El antibiograma por el método de difusion en agar es una de las pruebas
utilizadas para determinar la sensibilidad de un microorganismo frente a un
antibiético.

Se basa en la difusion radial de una solucién de extracto o de antibiético desde
un reservorio a través de una capa de agar que ha sido inoculada con un
microorganismo sensible al antibiético. Se confrontan diferentes medidas de la
sustancia a ensayar en placas con medios de cultivo sélido inoculado con
microorganismos adecuados. Las placas se incuban para permitir el desarrollo
del microorganismo. Durante la incubacion, el antibiético difunde desde su
reservorio (que puede ser un disco de papel filtro, un pozo excavado en el
mismo medio de cultivo con indculo bacteriano, o pequefios cilindros colocados
en la superficie del medio) mientras la poblacién microbiana aumenta por
division celular. La respuesta obtenida es una zona clara o halo de inhibicidon
del crecimiento bacteriano en torno a los reservorios. El limite de la zona de
inhibicién se forma cuando se alcanza la concentracion critica del antibiético,
es decir, la minima concentracion que inhibe el crecimiento de la poblacién
microbiana presente.

Los halos de inhibicion se miden con la mayor precision posible: se utiliza regla.
La base cuantitativa del ensayo es la relacion entre el diametro de la zona de
inhibicion y la concentracion del antibiotico. (44)

Método de dilucion

La sensibilidad de una bacteria a un antibiético viene dada:

C.M.l:es la concentracion minima inhibitoria, representa la minima cantidad de
antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento de un microorganismo, se realiza

diluciones dobles seriadas de un antibidtico determinado, enfrentandose con

25



una suspension bacteriana y determinando la minima cantidad de antibi6tico
qgque combate una determinada infeccion ya que los mecanismos inmunitarios
se encargan de eliminar al microorganismo. (44)

C.M.B. es laconcentracion minima bactericida, donde la concentracion minima

gue mata el microorganismo.

Actividad antifungica

Antifungicos

Son sustancia capaz de producir una alteracion tal de las estructuras de una
célula fungica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o
capacidad de supervivencia, bien directa o indirectamente, lo que facilita el

funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped.

Mecanismo de accion de los antifungicos

La gran similitud entre las células mamiferas y fangicas resulta un problema a
la hora de disefar la molécula antifingica, pues esta debe ser selectiva de la
célula patégena y no de la célula humana sana.

Los agentes antifungicos comunmente son utilizados ante infecciones de las
mucosas de las cuales una de cuatro estan relacionadas con hongos
patogenos.

El mecanismo de accidon de los medicamentos que inhiben el crecimiento de
hongos, depende del lugar en el que actuen, lo cual esta relacionado con la
estructura quimica del antifungico. (45)

Definicion clinica de las pruebas de sensibilidad

En las pruebas de sensibilidad, lo que se notifica al clinico a modo de resultado
es la clasificacién del microorganismo en un sistema de dos o mas categorias

de sensibilidad. El sistema mas sencillo comprende de tres categorias:

Sensible: un microorganismo se considera sensible a un medicamento cuando
lo probables es que la infeccion que causa responda al tratamiento con dicho

farmaco a la dosis recomendada.
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Sensibilidad intermedia: corresponde a dos situaciones. Por un lado se incluyen
en ellas las cepas moderadamente sensibles aun antibiético que puede

aplicarse en el tratamiento en dosis mas altas por ser poco toxico.

Resistente: significa que no es probable que el microorganismo responda a un
medicamento determinado, cualesquiera que sean la dosis y la localizacion de

la infeccidn. (46)

CONTROL DE CALIDAD DE LOS ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Control de calidad de los materiales y equipos

Temperatura de estufas, refrigeradoras y congelador  es

Se realiza mediante termometria de los mismos, colocando en la parte mas
uniforme un termometro de maximas y minimas introducido en un bafio de
glicerina. Las temperaturas se registran en una grafica diariamente para

controlar su homogeneidad. Las aconsejadas son:

Estufas: 35 a 37°C

Frigorificos: 4 a 8°C

Congeladores: -20 a -14°C

En los bafios maria se coloca un termometro, introducido permanentemente en
la cubeta, que nos permite comprobar si la temperatura del agua es la marcada
en el termostato regulable que posee, graduable de 30 a 60°C.

Campanas de incubacion para CO2 y anaerobiosis

Las campanas de incubacion para anaerobiosis se controlan mediante un
cultivo en agar chocolate de un microorganismo CO2 dependiente. Otra placa
se incuba paralelamente sin CO2 como control negativo.

Las campanas de incubacion para anaerobiosis se controlan mediante tiras de
papel con azul de metileno decolorado con sulfito, las cuales en su estado
reducido, adquieren color blanco; mientras que en presencia de oxigeno se

tornan de color azul.

Autoclave y estufa de esterilizacion
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Tanto las autoclaves como las estufas llevan en su exterior un registrador de la
temperatura que se alcanza en el interior.

Para el control de la esterilizacion en autoclave existen unas ampollas
coloreadas que modifican su color cuando se llega a la temperatura deseada.
La esterilizacién en horno se controla con el llamado papel de confitero que

adquiere un color tostado a temperatura de 160-180°C.

Pipetas automaticas y dispensadores
La capacidad de toma y expulsion se comprueba como control de su bien
funcionamiento, los microdispensadores pueden ser calibrados a distintos

volimenes para comprobar su exactitud.

Control de calidad de los Medios de cultivo
Los medios de cultivo se deben establecer controles antes de considerarlos
aptos para utilizar, entre los cuales tenemos:

9 Apariencia de los medios: Observar cualquier signo de deterioro, como:
evidencias de deshidratacion, cambio de color, escasovolumen, etc.

1 Control de calidad de desarrollo bacteriano: Controlar el crecimiento de
las bacterias a evaluar y que muestre resultados aceptables en
pruebasde sensibilidad. Utilizar cepas referenciales.

1 Control de esterilidad: Tomar el 5-10% del total del lote producido, e
incubar en estufa de 35T durante 48 h. Luego, obse rvarcualquier
presencia de contaminacion, si éste fuera significativo (>10% del medio
controlado)descartar el lote completo. Ademas se debe descartar todo
medio utilizado.

1 Control de pH: Controlar todo lote preparado (autoclavado) ya frio y a

temperatura ambiente. (47,48,49)

Control de calidad de los Medios de cultivo prepara  dos
1. Comprobacion del pH. Cuando el medio se prepara correctamente a
partir de polvo deshidratado no es necesario comprobar
sistematicamente el pH. Si el medio se elabora con sus ingredientes
basicos, habra que dejarlo enfriar antes de hacer esta comprobaciéon. En

este caso de los medios sélidos, la comprobacion debera hacerse con
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un electrodo de superficie o tras maceracion de agua destilada. Si el pH
difiere en mas de 0,2 unidades del valor especificado, ajustese con acido
o alcali o preparese un nuevo lote.

2. Comprobacion de la esterilidad. Compruébese sistematicamente la
esterilidad de los medios a los que, después de pasar por el autoclave,
se les agrega sangre u otros componentes. TOmese un 3-5% de cada
lote e inclbese a 35° C durante dos dias. Refrigérese el resto. Si se
observan mas de dos colonias por placa, deséchese todo el lote.

3. Comprobacion de la actividad. El laboratorio debe mantener un conjunto
de cepas patron para vigilar en buen estado de los medios. Estas
pueden obtenerse en el curso de los trabajos ordinarios del laboratorio o
de proveedores comerciales. (52)

Control de calidad de los Antibiogramas
Incluye la descripcion de las especificaciones que se deben aplicar para
verificar la validez y confiabilidad de los resultados de las pruebas de

sensibilidad, incluyen:

Medio Mueller Hinton

11 pH: Se debe controlar el pH del medio de cada lote de preparacion. Un
pH fuera del rango de 7.2 a 7.4 a temperaturaambiente puede afectar la
sensibilidad de la prueba. Algunos antibidticos parecen perder potencia
mientrasque en otros los efectos opuestos son posibles si el pH es
demasiado alto.

11 Espesor del medio: Es importante que el medio alcance en la placa un
espesor uniforme de 4 mm. Si es mas fino dara una falsansensibilidad y
si es mas grueso, dara una falsa resistencia.

1 Humedad: Las placas deben mantenerse humedas pero sin mostrar
gotas sobre su superficie. El exceso de humedaddebe ser eliminado
incubandolas a 35T durante 10-30 min.

1 Almacenamiento: Las placas de Mueller Hinton pueden conservarse en
el refrigerador (2C — 8C) hasta 1 semana sin prec aucionesparticulares.
Si el tiempo de conservacion debe superar los 7 dias se recomienda
sellarlas con parafilmy guardarlas en bolsas de plastico para evitar la
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desecacion del agar (2T — 8C).

. Efecto de la timina o timidina: La excesiva cantidad de timina o timidina
en los medios pueden revertir los efectos inhibitorios de las
sulfonamidasy trimetoprim, produciendo asi zonas mas pequefias, no
tan nitidas o sin halo dando una falsa resistencia en lalectura.

. Se debe evaluar cada lote de Mueller Hinton en su contenido de timidina
utilizando la cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 o ATCC 33186
y probandola con discos de cotrimoxazol. Se debe obtener un halo de
inhibicion claro y definido de 20 mm o mas.

1t Efectos por variacion en la composicion de cationes divalentes: La
variacion en cationes divalentes principalmente Ca++ y Mg++ afectaran
los resultados con tetraciclina yaminoglucésidos frente a P. aeruginosa.
Un exceso de dichos cationes reduciran las zonas de inhibicion, ybajas
concentraciones aumentaran las zonas de inhibicion.El exceso de zinc

podria reducir las zonas de inhibicion de los carbapenems.

Control de calidad de Discos de sensibilidad
- Los discos para antibiograma individuales o en multidiscos deben conservarse
en refrigeracion a 8C o ser congelados a -14C (0o a temperaturas aun
menores).
- Los discos para antibiograma nunca deben ser utilizados mas alla de su fecha
de expiracion.
- Los discos que contienen un antibiético betalactamico deben ser almacenados
en el congelador para mantener su potencia. Una pequefa cantidad de discos
y/o multidiscos que serdn usados en el trabajo diario pueden ser solo
refrigerados.
- Retirar los envases del refrigerador o del congelador una o dos horas antes de
usarlos y dejarlos atemperar antes de abrirlos.
- Reemplazar los cartuchos cuando el indicador del desecador usado cambia
de color, el cual se interpreta como un exceso de humedad.

Una vez colocados los discos y multidiscos en el agar éstos no deben
retirarse, debido a que algunos antibidticos difunden casi instantaneamente.
(50)
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Control de calidad de las Cepas de referencia

Trabajar segun el procedimiento previamente descrito y usando los
materiales y métodos empleados para evaluar las cepas clinicas.
Conservar las cepas de referencia de trabajo diario en agar tripticasa
soja, agar nutritivo (bacterias no exigentes) o en agar chocolate
enriquecido (bacterias exigentes) a 4C y 8T, real izar subcultivos
semanales, y reemplazar los cultivos de trabajo al menos
mensualmente, a partir de los cultivos congelados, liofilizados o
comerciales.

Los cultivos stock pueden ser almacenados a una temperatura £ —20C
(de preferencia a —60<C o en nitrogeno liquido) en caldo 50% de suero
fetal bovino o TSB con 10-15% glicerol, sangre desfibrinada de carnero

o leche descremada.
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gl. MATERIALES
Y
METODOS




Tipo de estudio

La presente investigacion de tipo Experimental.

Area de estudio

Provincia de Zamora Chinchipe, perteneciente a la Amazonia Ecuatoriana.
Universo

Diez extractos liofilizados de plantas medicinales utilizadas por los sanadores

de las comunidades de la provincia de Zamora Chinchipe.
Muestra

e Extracto liofilizado de Oryctanthus alveolatus
« Extracto liofilizado de Costus comosus
Criterios de inclusién

» Extractos liofilizados de plantas naturales procedentes de la provincia
de Zamora Chinchipe.

» Extractos liofilizados de plantas con uso medicinal usadas para tratar
enfermedades o0 procesos infecciosos causados por diversos
microorganismos.

» Extractos liofilizados de plantas medicinales que no hayan sido objeto de

estudios similares.

Criterios de exclusion

» Extractos de plantas que no sean de uso medicinal.
« Extractos de plantas medicinales que hayan tenido estudios preliminares
de actividad antimicrobiana.
Procedimiento

Estandarizacion de procedimiento: Prueba piloto

La prueba piloto, es la demostracion que indica que el método aplicar en este

estudio tiene validez y fiabilidad, por lo que en este ensayo se validé cada
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procedimiento empleado en las fases de la metodologia; dentro de las cuales

se consideraron:

¢ Elaboracion y validacion de los discos de sensibil idad: En la elaboracion
de los discos de sensibilidad se utilizO un sacabocados para realizar
perforaciones en papel Whatman N°1, los mismos que tienen 6mm de
diametro y 0.6mm de espesor.

En la validacion de los discos de sensibilidad se realiz6 con Amikacina (ampolla
100mg/2ml), preparando diluciones hasta llegar a la concentracion de 30ug/L,
comparado con un disco de sensibilidad comercial con la misma
concentracion, tras este ensayo se comprobé la difusién de los discos sobre
el medio previamente inoculado con un microorganismo; evidenciando que el
halo de inhibicién formado tras incubacion, tanto en el disco preparado como

el comercial es del mismo diametro.

& Medios de cultivo y pruebas bioquimicas: Los medios de cultivo y pruebas
bioquimicas se realizaron de acuerdo a los requerimientos exigidos por el
fabricante, en el ejercicio de este procedimiento se comprobé:

0 pH del medio Mueller Hinton, su medicion se realizé en un potenciometro,
obteniendo el pH de 7.3, medicién que esta dentro de los parametros
establecidos para este medio de 7.2 a 7.4.

0 EI control de calidad de los medios de cultivo y pruebas bioquimicas de
identificacion bacteriana, se realiz6 tomando el 5% del lote preparado e
incubando a 37°C por 24 horas, evidenciando ausencia de crecimiento

bacteriano o contaminacion alguna.

¢ Actividad antimicrobiana del extracto de aceite ese ncial de Clavo de
olor: Después de la actividad antimicrobiana, se comprobd que el aceite
esencial de Clavo de Olor presenta actividad antimicrobiana frente a
Escherichia coli. Ademas de validar la técnica a emplear en la actividad

antibacteriana y antifungica de las plantas medicinales en estudio.

¢Ensayos de Concentracion minima inhibitoria (CMI)y Concentracion
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minima bactericida (CMB): Para estos ensayos se utilizé el aceite esencial
de clavo de olor, la cepa bacteriana E. coli y el agente antimicrobiano
Ciprofloxacina.

La concentracion minima inhibitoria  del aceite esencial de clavo de olorse
evidenciéo en el tubo N°ya que presenté mayor dilucion y ausencia de
crecimiento bacteriano, con respecto al tubo testigo utilizado como blanco.

Posteriormente se realizo la concentracion minima bactericida  a partir de
los resultados del CMI, de los tubos con menor concentracion inhibitoria y
tubos con mayor y menor dilucion. Tras la realizacion del CMB se determino
gue la CMB del aceite esencial del clavo de olor es aproximadamente de 30
UFC/ml.
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El presente trabajo investigativo: Evaluacion de la actividad antimicrobiana del
extracto etandlico de Oryctanthus alveolatus y Costus comosus se realizd en

tres fases:

Antecedente

& Las especies de uso medicinal Oryctanthus alveolatus y Costus comosus,
previamente identificadas por el botanico del Herbario Reinaldo Espinoza
de la UNL, recolectadas el 02 de agosto del 2011 en la Provincia de
Zamora Chinchipe, cantones El Pangui y Yacuambi respectivamente.

& Una vez recolectadas, fueron lavadas, separadas las partes a utilizar en el
estudio y seleccionar las hojas de ambas plantas, para posterior secado a
temperatura ambiente, protegido de la luz, en el Laboratorio de Fitoquimica
del Area de la Salud Humana.(Ver anexo N°4)

& Luego de que se hayan secado las partes de las plantas seleccionadas, se
obtuvieron los extractos de las plantas por maceracion, el cual consistié en
pesar una cantidad preestablecida de droga seca previamente molida en
molino de cuchillos (Wiley Mini Mill) con tamafio del tamiz de 2 mm.

& Agregar el solvente elegido (Etanol 70%) en pequefas cantidades hasta
unos 2 cm por sobre la superficie de la droga, dejar reposar por 48 horas,
transcurrido el tiempo indicado, cubrir la boca del recipiente con una gasay
filtrar por papel filtro en un Erlenmeyer de capacidad adecuada. Una vez
filtrado todo el extracto obtenido proceder a concentrarlo en el rotavapor.
(Ver anexo N° 2,3)

& La concentracion en rotavapor de las drogas se efectué en el Rotavapor
Yamato Re200 (tipo A), luego se procedié al secado final o liofilizacion.

(Ver anexo N° 2,3)
FASE A: Preparacion de la solucién de trabajo y dis  cos con los extractos
Para aprovechar las substancias activas de una planta, se recurre
frecuentemente a los extractos que consiste en incorporar las substancias
activas de una planta a un solvente, que generalmente suele ser agua o

alcohol; con la concentracidon necesatria.

Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de materia prima desecada de
origen vegetal, por trituracién en contacto con etanol al 70% en agua ('/),
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seguida de la desecacion del extracto de la planta con alcohol, eliminacién de

dicho solvente por un procedimiento fisico, filtracion y posterior concentracion

del mismo en forma sélida (polvo).
# Con el concentrado del extracto liofilizado de Oryctanthus alveolatus y
Costus comosus se prepara las diluciones 1/100; 1/1000; 1/10.000. Las
diluciones de los extractos se realizd pesando 0,1gr o 100mg del extracto
liofilizado de cada planta, luego agregar 10 ml de etanol al 70%, obteniendo
la solucion madre; seguidamente se realizan las prediluciones de cada
extracto; colocando 100 ul de la solucion madre y agregar 900 ul de etanol
70%, consiguiendo la dilucién 1/100, para la dilucién 1/1.000 colocar 100 ul
de la dilucién 1/100 y agregar 900 ul de etanol al 70% y para la dilucion
1/10.000 colocar 100 ul de la dilucion 1/1000 y afiadir 900ul de etanol 70%.

& Para preparar los discos se utilizd papel Whatman Nro. 1 y un
sacabocados; los mismos que deben tener 6mm de diametro y 0.6mm de

espesor.(Ver anexo N°31)

FASE B: Preparacion de los cultivos bacterianos

Los medios de cultivo son una mezcla de nutrientes que en concentraciones
adecuadas y en condiciones fisicas Optimas, permiten el crecimiento de los
microorganismos; es por ello que hemos empleado cuatro diferentes medios de
cultivo para las 5 cepas ATCC (American Type Culture Collection),

considerando una bacteria minima para cada ensayo de susceptibilidad.

Los medios de cultivo y cepas microbiolégicas utilizadas fueron:

g

Agar Chapman Manitol: Staphylococcus areus ATCC 25923
Agar EMB o Agar Mac-Conkey: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883;
Escherichia coli ATCC 25922

L

Agar Cetrimide: Pseudomona aeruginosa ATCC 27853

Agar Sabouraud dextrosa: Candida albicans (levadura) ATCC 26790
Las cepas microbiologicas conservadas en congelacion, para su empleo se
realizaron siembras por estria en la superficie del medio de cultivo adecuado

para cada tipo de microorganismo. Posteriormente incubar por 24 horas a 37°C
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en aerobiosis; se realizan una resiembra de la cepa para asegurar que se
encuentre en fase de crecimiento exponencial, donde se diferencie las
caracteristicas morfologicas propias de cada cepa.

Ademas de diferenciar las propiedades de cada cepa ATCC se complemento

su identificacién con pruebas bioquimicas y gram.(Ver anexo N° 6-23; 26-30)

FASE C:. Evaluacion de la actividad antimicrobiana (  antibacteriana y
antifingica)

Para evaluar la actividad antimicrobiana se utilizé el método de difusion en agar
con discos impregnados basados en el método de Kirby-Bauer modificado:
Pasos:

& Preparacién del in6culo: Se realiza por suspensiones de las cepas
microbioldgicas en solucion salina estéril y comparada con el tubo 5 de la
escala de McFarlan de quivalente a 10® UFC/m.

# Plateado en la superficie del agar Mueller-Hinton en el caso de las bacterias
o Agar Sabouraud dextrosa para la levadura.

% Impregnacion de los discos con 20 ul de las diferentes concentraciones de
los extractos, las concentraciones de las diluciones fueron: Dilucién 1/100:
concentracion 200 ug/20ul; 1/1000: 20 ug/20ul y 1/10.000: 2 ug/20ul ademas

de los controles negativos (etanol-agua destilada).

L

Colocacion de los discos en la superficie del agar previamente inoculado,
poner los discos de las diluciones, los controles negativos y el controles
positivos que son antibidticos estandares de referencia para cada

microorganismo.

g

Incubar a 37°C durante 24 horas en las bacterias y 48 horas en el hongo.

g

Realizar la lectura de los halos de inhibicidon en el tiempo indicado, con una

regla milimetrada. (Ver anexo N° 24, 32, 33)

% Los ensayos se realizaron por duplicado de cada dilucion de los extractos de

las plantas en estudio.

FASE D: Difusion de resultados

Los resultados de la actividad antimicrobiana de las plantas Oryctanthus

alveolatus y Costus comosus, se difundieron a los estudiantes y docentes de la
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Carrera de Laboratorio Clinico con una presentacion visual, ademas de la
entrega de un triptico con informacion sobre el proyecto de Fitoterapia y los

resultados obtenidos.
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IV. RESULTADOS



Tabla N°1

Resultados de la actividad antibacteriana y antifun

etandlico de Oryctanthus alveolatus.

gica del extracto

Microorganismos o Controles
Diluciones | Resultados _ : :
ATCC Positivo Diametro | Negativo
1/100 Negativo 29mm (S) | Negativo
Escherichia coli 1/1.000 Negativo | Ciprofloxacina | 30mm (S) | Negativo
1/10.000 Negativo 29mm (S) | Negativo
1/100 Negativo 26mm (S) | Negativo
Staphylococcus : Ampicilina + ,
1/1.000 Negativo 27mm (S) | Negativo
aureus Sulbactan
1/10.000 Negativo 26mm (S) | Negativo
) 1/100 Negativo Amoxicilina + | 15mm (S) | Negativo
Klebsiella : ) i
_ 1/1.000 Negativo Acido 15mm (S) | Negativo
pneumoniae : - -
1/10.000 Negativo clavulanico | 16mm (S) | Negativo
1/100 Negativo 24mm (S) | Negativo
Pseudomona : :
] 1/1.000 Negativo Gentamicina | 24mm (S) | Negativo
aeruginosa
1/10.000 Negativo 24mm (S) | Negativo
1/100 Negativo 24mm (S) | Negativo
Candida albicans 1/1.000 Negativo Fluconazol 23mm (S) | Negativo
1/10.000 Negativo 24mm (S) | Negativo

Leyenda: (s) sensible; (mm) milimetros
Fuente: Registro de resultados de actividad antimicrobiana.
Autor: Cordova Riofrio Daniela Tatiana

Interpretacion de resultados

En las distintas diluciones empleadas 1/100, 1/1.000 y 1/10.000 del extracto
etandlico de la planta medicinal Oryctanthus alveolatus se evidencio la
presencia de crecimiento bacteriano alrededor del disco de dichas diluciones;
en el control positivo se observé halo de inhibicién alrededor del disco de
sensibilidad sintético utilizado para cada microorganismo y el control negativo
no formdé halo de inhibicion, por lo que se valid6 la técnica empleada. No se
realizaron los ensayos de CMI y CMB porque los resultados de la actividad
antimicrobiana de la planta en estudio son negativos.
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Tabla N°2

Resultados de la actividad antibacteriana y antifan ~ gica del extracto
etanodlico de Costus comosus.

Microorganismos o Controles
Diluciones | Resultados _ : :
ATCC Positivo Diametro | Negativo
1/100 Negativo 30mm (S) | Negativo
Escherichia coli 1/1.000 Negativo | Ciprofloxacina | 30mm (S) | Negativo
1/10.000 Negativo 30mm (S) | Negativo
1/100 Negativo 27mm (S) | Negativo
Staphylococcus _ Ampicilina + _
1/1.000 Negativo 26mm (S) | Negativo
aureus Sulbactan
1/10.000 Negativo 26mm (S) | Negativo
) 1/100 Negativo Amoxicilina + | 15mm (S) | Negativo
Klebsiella : ) i
) 1/1.000 Negativo Acido 15mm (S) | Negativo
pneumoniae .
1/10.000 Negativo clavulanico | 14mm (S) | Negativo
1/100 Negativo 24mm (S) | Negativo
Pseudomona : :
] 1/1.000 Negativo Gentamicina | 25mm (S) | Negativo
aeruginosa : :
1/10.000 Negativo 24mm (S) | Negativo
1/100 Negativo 24mm (S) | Negativo
Candida albicans 1/1.000 Negativo Fluconazol 24mm (S) | Negativo
1/10.000 Negativo 24mm (S) | Negativo

Leyenda: (s) sensible; (mm) milimetros
Fuente: Registro de resultados de actividad antimicrobiana.
Autor: Coérdova Riofrio Daniela Tatiana

Interpretacion de resultados

El extracto etandlico de Costus comosus en las diluciones 1/100; 1/1.000 y
1/10.000 no presentaron halo de inhibicion frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y
Candida albicans, ya que los microorganismos mencionados poseen
resistencia frente a la actividad de esta planta.

El control positivo y negativo tuvieron la reaccion esperada propia de la
metodologia empleada. Los ensayos de CMI y CMB no se realizaron ya que
los resultados de la actividad antimicrobiana de la planta fueron negativos.
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V. DISCUSION



La presente tesis titulada: Evaluacion antimicrobiana del extracto etandlico de
Oryctanthus alveolatus y Costus comosus por el método de difusion en agar,
estudio de tipo experimental realizado en el Area de la Salud Humana- UNL,
cuya finalidad fue evaluar si las plantas medicinales empleadas tiene actividad
antibacteriana y antifungica frente a diferentes microorganismo causantes de
infecciones a nivel respiratorio, gastrointestinal, cutaneo y genitourinario en las
comunidades de la Provincia de Zamora Chinchipe.

En esta investigacion los extractos liofilizados, diluciones etandlicas al 70%, y
screening fitoquimico fueron ejecutados en el Laboratorio de fitoquimica- ASH
y la determinacion antimicrobiana de las plantas se realiz6 en el Laboratorio del
Centro de Diagnostico médico del Area de la Salud Humana.

Los resultados obtenidos en el ensayo de sensibilidad bacteriana y fungica se
evidencio que las plantasOryctanthus alveolatus y Costus comosus, no poseen
actividad antimicrobiana contra las bacterias Staphylococcus aureus (ATCC
25923); Escherichia coli (ATCC 25922); Pseudomona aeruginosa (ATCC
27853); Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) y el hongo Candida albicans
(ATCC 26790), se demostro que el control positivo inhibié el crecimiento
bacteriano y el control negativo no formé halo de inhibicién, por lo tanto se
valido la técnica aplicada.

A nivel mundial especialmente en Latinoamérica existen numerosas
investigaciones encaminadas a la busqueda de nuevos compuestos con
actividades bioldgicas a partir de fuentes naturales. Estos estudios evaluan la
actividad antimicrobiana en extractos y aceites esenciales de plantas
medicinales y aromaticas. Para ello se han empleado las técnicas in vitro dada

la sencillez y reproducibilidad de las mismas.

Blair (2005), estudio sobre plantas antimaldricas de Tumaco- Colombia
determind la actividad antimicrobiana del extracto metandlico de Costus
discolor, planta que pertenece ala familia Costaceae, demostrando que esta
planta posee actividad antifungica contra Aspergillus ochraceous, no menciona
el método y concentraciones utilizadas (51)

En Costa rica, un estudio realizado por Fayette (2007), en extractos liofilizados

a partir de raices, hojas, tallos, flores, frutos y rizomas de Costus
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bracteusyCostus pulverulentus,(plantas que pertenecen a la familia de
Oryctanthus alveolatus)evaluaron el efecto antimicrobiano de extractos
etandlicos a una concentracion de 250 mg/L en dimetilsulfoxido sobre el
crecimiento in vitro de bacterias y hongos fitopatdgenos, tras la evaluacion
antibacteriana y antifungica de los extractos mencionados mostraron una alta
actividad inhibitoria contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
Enterococcus faecalis y ninguno de los extractos evaluados mostr6é actividad
inhibitoriasobre el crecimiento micelial de P. palmivora y C.

gloeosporioides.(52)

El Instituto de Estudios Ecologistas del Tercer Mundo (ILDIS) determinaron que
el extracto metandlico de Phthirusa stellis perteneciente a la familia
Loranthaceae, demuestra que la planta Phthirusa stellis no presenta actividad
antimicrobiana por el método de Mitscher frente a Candida albicans (ATCC
10231) y Staphylococcus aureus (ATCC 13709)este estudio no manifiesta las

concentraciones de los extractos utilizados.(53)

Segun el estudio realizado por el Centro de Desarrollo de la Medicina
Tradicional en Managua (2005), sobre “Diagnostico situacional sobre
produccion, industrializacion y comercializacién de plantas medicinales y otras
especies Utiles” demuestra que Viscum album L. cuyo nombre comun es
muérdago o injerto de manzanilla perteneciente a la familia Loranthaceae tiene
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
mediante el método de perforaciobn en placa, ademas de tener efectos
antitumorales y antiespasmaédicos, no se menciona la concentracion utilizada.
(54)

Los estudios antes mencionados realizan ensayos de actividad antimicrobiana
de la familia o género correspondiente a las plantas empleadas en este estudio,
dichos ensayos se diferencian a la investigacion realizada ya que emplean
distintas cepas ATCC, diferentes solventes, concentraciones, métodos y formas
de obtencion del extracto; consiguiendo resultados negativos y positivos de

actividad antibacteriana y antifungica frente a diferentes microorganismos.
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Los vegetales de uso medicinal contienen principios activos que realizan
diversos efectos en el organismo, por lo que la planta medicinal Oryctanthus
alveolatus comunmente denominada escoba de bruja presenta estructuras de
triterpenos, saponinas, fenoles y aminoacidos; y en la planta Costus comosus
usualmente llamada cafia agriase encontraron metabolitos secundarios tales
como saponinas y aminodcidos, los mismos que coinciden por lo ensayado por
Burneo (2009), que realizé un tamizaje fitoquimico de las plantas utilizadas en
este estudio, demostrando la presencia de ciertos metabolitos en bajas
concentraciones, relacionando la escasa actividad antimicrobiana de estas
plantas. (55)

Finalmente no se descarta la presencia de actividad antimicrobiana de las
plantas Oryctanthus alveolatus y Costus comosus por lo que se considera
utilizar otras concentraciones y metodologias para obtener diferentes

resultados.
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UI. CONCLUSIONES



Los extractos etandlicos de hojas de Oryctanthus alveolatus y Costus
comosus no presentaron actividad antibacteriana en las diluciones
1/100, 1/1.000 y 1/10.000 mediante el método de difusién en agar

descrito por Bauer.

Los extractos de hojas de Oryctanthus alveolatus y Costus comosus no
mostraron actividad antifungica empleando el método de difusion en
agar en las diluciones etandlicas 1/100, 1/1.000 y 1/10.000.

Las plantas medicinales Oryctanthus alveolatus y Costus comosus no
tienen actividad antimicrobiana frente a los microorganismos y diluciones
ensayas mediante el método de Kirby-Bauer modificado, empleando
otras técnicas y concentraciones de los extractos de las plantas se
lograria obtener resultados eficaces.

La metodologia aplicada, los protocolos preestablecidos y las cepas
microbiolégicas, se validaron y comprobaron mediante la evaluacién
antimicrobiana de las plantas medicinales en estudio, lo que servira

como guia para futuras investigaciones de este tipo.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad antimicrobiana
de Oryctanthus alveolatus y Costus comosus se difundieron a los
estudiantes y docentes de la Carrera de Laboratorio clinico que cursan
el moédulo de “Andlisis microbiolégicos y los Procesos Infecciosos

Virales y Micoticos”
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Vil. RECOMENDACIONES



Explotar otras metodologias de obtencion del extractos,
concentraciones, diluciones y solventes para evaluar la actividad

antimicrobiana de nuevas plantas en estudio.

Almacenar las cepas microbiolégicas ATCC a -60 o -70°C para

conservar la viabilidad de las mismas y ser utilizadas posteriormente.

Realizar el control de calidad de los medios de cultivo, pruebas
bioquimicas, reactivos y discos de sensibilidad para comprobar su

eficacia.

En los ensayos de actividad antibacteriana y antifingica utilizar una cepa
joven es decir en fase exponencial, donde se diferencien las

caracteristicas propias de la cepa microbiana a utilizar.

Comprobar las cepas ATCC a emplear con procedimientos de siembra,

pruebas bioquimicas e identificacidbn microscopica.

Controlar diariamente la temperatura de la incubadora, con la finalidad

de que el microorganismo crezcan en las condiciones necesarias.

Impulsar a los estudiantes a continuar con estudios de tipo experimental
sobre plantas utilizadas con fines medicinales para tratar diversas

dolencias.
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Anexo N°1

CERTIFICADO DE LOS ENSAYOS REALIZADOS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
COORDINACION DF LAB. DE DOCENCIA-ASH
CENTRO DE DIAGNOSTICO MEDICO

Loja, 20 de diciembre de 2011

LCDO. ANGEL MINOS LUZON RAMIREZ
COORDINADOR DF LOS LABORATORIOS DE DOCENCIA Y CENTRO DF
DIAGNOSTICO MEDICO DEL ASH-UNL.

A peticidn verbal de )a interesada.

CERTIFICA

Que la Egda. DANIELA TATIANA CORDOVA RIOFRIO, desarrolis el trabajo
de campo gue corresponde a su proyecto denominado: EVALUACION
ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO ETANOTICO DE  ORYCTANTHUS

ALVECLATUS Y COSTUS COMOSUS POR EL METODO DE DIFUSION EN
AGAR en el Centro de Diagndstico Médico del Area de la Salud Humana.

Es tado cuanta se puede certificar en honor a la verdad, autarizo a la
interesada hacer usa de la presente para los fines pertinantes.

DIAGNGOSTICO MEDICO DEL ASH-UNL. % .



Anexo N°2

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
CEDAMAZ-ASH PEO-LF-01
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: OBTENCION DE EXTRACTOS DE PLANTAS MEDICI NALES POR
MACERACION.

2. OBJETIVOS: Definir el procedimiento para la elaboracion de extractos de plantas

medicinales por el método de maceracion.

3. ALCANCE: El presente procedimiento es aplicable al procedimiento de obtencién

de extractos de plantas medicinales en el Laboratorio de Fitoquimica-UNL.

4. RESPONSABILIDADES:
Aplicacion: Técnico de Laboratorio, Estudiantes/Tesistas, Pasantes.
Verificacion: Responsable del Laboratorio de Fitoquimica.

Control: Director de Laboratorios, Control de Calidad.

5. PROCEDIMIENTO:

a) Pesar una cantidad preestablecida de droga seca previamente molida.

b) Colocar la droga pesada en un recipiente de vidrio provisto con tapa con cierre
hermético y agregar el solvente elegido en pequefias cantidades hasta unos 2
cm por sobre la superficie de la droga.

c) Dejar reposar por al menos 48 horas, agitando de vez en cuando.

d) Transcurrido el tiempo indicado, cubrir la boca del recipiente con una gasa y
filtrar por papel filtro en un Erlenmeyer de capacidad adecuada. Una vez
filtrado todo el extracto obtenido proceder a concentrarlo en el rotavapor (ver
PEO-LF-04).

e) El solvente recuperado de la operacion PEO-LF-04 verter nuevamente en el
recipiente con la droga y dejar reposar por al menos 4 horas y retomar el
proceso de concentracion. Repetir este procedimiento hasta agotamiento
(hasta cuando el extracto es casi del color del solvente usado).

Proyecto de Plantas medicinales, plaguicidas y toxicas de la

RSE: Estudio fitoquimico y de bioactividad en Zamora Chinchipe
Responsable: Dr. Luis Morocho



Anexo N°3

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PEO-LF- 02
CEDAMAZ-ASH
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: OPERACION DE CONCENTRACION EN ROTAVAPOR.

2. OBJETIVOS: Garantizar el buen funcionamiento y uso de los rotavapores del

Laboratorio de Fitoquimica.

3. ALCANCE: EI presente procedimiento es aplicable a rotavapores del Laboratorio
de Fitoquimica, con las siguientes caracteristicas:
Marca: YAMATO
Modelo: RE200
Serie:
Capacidad maxima: 1000 ml
Capacidad minima:
Ubicacion: Laboratorio de Fitoquimica
Ultima Revision de Mantenimiento:
Componentes del equipo: Rotavapor, bafio Maria de agua, mangueras de
ingreso/salida de agua al refrigerante y manguera de conexion de vacio.

4. RESPONSABILIDADES:
Aplicacion: Técnico de Laboratorio, Estudiantes/Tesistas.
Verificacion: Responsable del laboratorio de fitoquimica.
Control: Director de Laboratorios, Control de Calidad.

5.- PROCEDIMIENTO:

a) Retirar la cubierta protectora del equipo y verificar que se encuentra en
condiciones de operatividad segun las instrucciones del fabricante. Es decir que
se encuentren conectadas las mangueras de ingreso y salida de agua
(refrigerante), la conexién al sistema de vacio, agua suficiente en el bafio
maria, lubricacion de las uniones del balén concentrador y colector etc. Verificar
gue el equipo se encuentre perfectamente nivelado.

b) Conectar el rotavapor y el bafilo maria a la fuente de poder (toma-corriente),
verificando que el voltaje de la red sea de 110 V.

c) Encender primeramente el bafio maria, para lo cual presionar la tecla de poder
ubicada al costado derecho del equipo. A cabo de unos 10 minutos encender el
rotavapor, presionando el boton de encendido ubicado en la parte superior
derecha del panel de mandos.



d)

e)

)

9)
h)

)

K)

0)

Colocar el bal6n de concentracion al conducto de vapor y coloque la pinza de
fijacion (clamp).

Colocar el balén colector asegurandolo con la pinza de fijacion (clamp).
Verificar que la tapa del condensador se encuentre cerrada al ingreso de aire y
liquido a concentrar (posicion horizontal).

Encender la bomba de vacio y extraer el aire del sistema.

Introduzca la manguera de alimentacion en el recipiente que contiene el liquido
a concentrar. Con precaucion haga rota la llave (tapa) del condensador (orificio
de la tapa dirigido hacia abajo) de tal manera que empiece a subir el liquido
(muestra) por la manguera de alimentacion y pase al balén concentrador.
Cuando el balon concentrador contenga aproximadamente %2 de su capacidad
suspender la alimentacion rotando la tapa del condensador (orificio de la tapa
en posicion horizontal).

NOTA: El ingreso del liquido debe hacerse lentamente para evitar la ebullicién
violenta y el contenido pase por el conducto de vapor.

Con la mano izquierda sostenga el motor del rotavapor mientras con la
derecha afloje el tornillo de fijacion al soporte (pedestal); con precaucién
descienda el rotavapor hasta que el valon concentrador quede sumergido en el
bafio maria hasta una profundidad aproximada de 1/2 y de tal forma que no
cause el derrame del agua del bafio o roce con el borde del mismo.

Iniciar la rotacion del balon concentrador, para lo cual gire la perilla de
velocidad en direccion de las manecillas del reloj hasta una velocidad
aproximada de 120 rpm.

Abra la llave de ingreso de agua (refrigerante), asegurandose que tenga un
flujo adecuado.

Para mantener una buena velocidad de evaporacién, de vez en cuando active
el sistema de vacio (bomba de vacio).

Una vez alcanzada un buen grado de concentracién del extracto, parar la
rotacion del balon, sacarlo del bafio maria, mantener la refrigeracion por unos
2-3 minutos mas y cortar el suministro de refrigerante; apague el bafio maria si
no se va utilizar nuevamente el equipo.

Retire el balén concentrador; para lo cual extraiga la pinza de sujecién y rote
en sentido contrario a las manecillas del reloj el removedor del balén ubicado
en el conducto de vapor.

NOTA: Mientras realiza esta actividad, con la mano derecho sostenga
firmemente el balén concentrador.

Deposite en contenido del balén concentrador en un cristalizador o recipiente
adecuado para proceder al secado final o liofilizacion.



p) Retire el balon colector, extrayendo previamente la pinza de sujecion (clamp) y
con la otra sostenga firmemente el baldén, deposite el solvente destilado en un
recipiente para el reciclado de solventes o reinicie el proceso de extraccion, de
acuerdo a la metodologia aplicada para la obtencion de extractos.

g) Lave cuidadosamente el bal6n concentrador y colector con una porcién nueva
del solvente utilizado para la obtencidn del extracto; con la misma solucion lave
el condensador para lo cual retire la tapa y con la ayuda de una piseta lave el
serpentin 'y las paredes del condensador, colectando el liquido para
posteriormente ser reciclado.

r) Apague el bafio maria y el rotavapor, desconéctelo de la red de alimentacion
eléctrica.

5.- DIAGRAMA/ANEXOS

Rotavapor YAMATO RE200 (tipo A)
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Conexion de vacio ==
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Ingreso de agua
d 9 Motor
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Proyecto de Plantas medicinales, plaguicidas y toxicas de la
RSE: Estudio fitoquimico y de bioactividad en Zamora Chinchipe
Responsable: Dr. Luis Morocho



Anexo N° 4

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PEO-LF- 03
CEDAMAZ-ASH
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: INSTRUCTIVO PARA LA COLECTA DE DROGAS.

2. OBJETIVO: Garantizar la coleccion de muestras de drogas para estudios
fitoquimicos y de bioactividad.

3. ALCANCE: El presente instructivo es aplicable al procedimiento de obtencion de
drogas a ser estudiadas en el laboratorio de Fitoquimica-UNL.

4. RESPONSABILIDADES:
Aplicacion: Técnico de Laboratorio, Estudiantes/Tesistas, Pasantes.
Verificacion: Responsable del laboratorio de fitoquimica.
Control: Director de Laboratorios, Control de Calidad.

5. PROCEDIMIENTO:
Requisitos previos a la recoleccion
Personal Técnico:
- Botanico
- Guia
- Colector(es)

Instrumentos/equipos:

- GPS

- Camara fotogréfica

- Formato para registro de datos: nombre de la planta, fecha, lugar (GPS),
- Sacos de yute o costales, cartones, papel periddico (en blanco),

- Prensa para conservacion de muestras para herbario.

- Podadora.

- Picas, azadones (para raices)

a) Recoleccién y transporte
1. Determinar de antemano las mejores condiciones para la coleccion de la parte de
la planta (droga vegetal) a estudiar:

a) Hojas: Se colectan generalmente cuando la fotosintesis es més activa, cuando
estan verdes, antes y durante la floracion y antes de la maduracién de los
frutos.

b) Flores: Antes o durante la época de polinizacion.



c) Frutos: Generalmente cuando ya estan de desarrollados o0 cuando estan
verdes o maduros.

d) Semillas: Cuando el fruto ya esta maduro, antes de que expulse las semillas.

e) Corteza: Cuando empiezan los proceso vegetativos, cuando hay mas
circulacion de sabia.

f) Raices yrizomas: Cuando finalizan los procesos vegetativos.

2. Las plantas a colectarse deben ser identificadas plenamente por el Botanico del
equipo.

3. Tomar fotografias del ejemplar representativo de la especie a colectar.

4. |dentificar/registrar el sitio de coleccion.

5. Colectar exclusivamente la parte elegida para el estudio, con criterios de
conservacion del medio.

6. El material debe colectarse y transportarse en sacos de yute o saquillos plastico o
tela hasta el sitio de acopio temporal y luego en cajas de cartén.

7. No colectar en funda plasticas, para evitar el deterioro térmico de la droga vegetal.

8. Al colectar raices, rizomas o bulbos eliminar mecanicamente la mayor cantidad
de tierra.

9. En lo posible, luego de colectada la droga vegetal, iniciar el proceso de secado,
especialmente hojas y flores, extendiéndolo sobre papel periddico limpio (en
blanco).

10. Luego de la jornada de coleccion y, de ser necesario, proceder al lavado del
material (especialmente raices)

b) Secado

1. El secado debe iniciarse de inmediato después de ser colectada la planta,
especialmente hojas y flores.

2. Las raices deben ser lavadas con agua corriente y escurridas para eliminar restos
de agua.

3. Las hojas, flores y raices pequefias y delgadas se pueden secar a temperatura
ambiente y bajo sombra. Se puede usar también tinel de calor o estufa, lo que
permite un mejor control de la temperatura y del tiempo de secado.

4. Los materiales mas gruesos tales como frutos, tallos, raices, cortezas se
recomienda secar en estufa o tineles de calor a no mas de 40.

5. Los materiales de mayor dureza, luego de lavados, deben ser cortados en un

tamano que facilite su posterior tratamiento (molienda) antes de ser colocados en
el secador.

Proyecto de Plantas medicinales, plaguicidas y téxicas de la
RSE: Estudio fitoquimico y de bioactividad en Zamora Chinchipe
Responsable: Dr. Luis Morocho



Anexo N° 5

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-NB
CEDAMAZ-ASH UNL- 001
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: BIOSEGURIDAD

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado sobre normas vy
procedimientos de bioseguridad.

3. ALCANCE: Aplicar las buenas practicas de Laboratorio en cuanto a bioseguridad
en el Laboratorio Clinico de Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la
Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Accidente: Suceso eventual o accion que involuntariamente resulta dafiino para las
personas. Para que se produzca un accidente por un agente biol6gico deben estar
presente 4 elementos: un huésped susceptible, un agente infeccioso, una
concentracion suficiente de éste y una ruta de transmision adecuada.

Agentes Biopeligrosos:  Son todos aquellos agentes bioldgicos y materiales que son
potencialmente peligrosos para los seres humanos, animales y plantas. Entre ellos
podemos citar: bacterias, virus, hongos, parasitos, productos recombinantes,
alérgenos, priones, etc.

Antisepsia: Procedimiento de aplicaciéon de sustancias que no son quimioterapia, y se
aplica estrictamente sobre los tejidos vivos, como la piel y las mucosas internas del
organismo humano, para destruir o prevenir la multiplicacion de microorganismos
patégenos.

Antiséptico: Sustancias mas débiles que los desinfectantes porque se aplican en
tejidos vivos, y tienen un efecto bacteriostitico (detienen el crecimiento de
microorganismos).

Asepsia: Precauciones que se toman para evitar la invasién de microorganismos,
cuyo objetivo es: prevenir la infeccién, eliminarla o limitarla.



Bioseguridad: Conjunto de medidas y normas preventivas, destinadas a mantener el
control de factores de riesgo laborales procedentes de agentes bioldgicos, fisicos o
quimicos, logrando la prevencién de impactos nocivos frente a riesgos propios de su
actividad diaria, asegurando que el desarrollo o producto final de dichos
procedimientos no atenten contra la seguridad de los trabajadores de la salud,
pacientes, visitantes y el medio ambiente. Ademas de proveer al personal que labora
en el laboratorio de microbiologia la aplicacion de técnicas y equipos necesarios para
prevenir la exposicion a agentes potencialmente infecciosos.

Descontaminacién: proceso utilizado para eliminar o matar microorganismos, para
referirse a la eliminacidbn o neutralizacion de sustancias quimicas peligrosas y
materiales radioactivos.

Desinfectante: Sustancia que destruye los gérmenes 0 microorganismos presentes, a
excepcion de las esporas bacterianas

Esterilizacién: Son formas y métodos utilizados para destruccion de todo organismo
vivo en cualquier objeto o material por medios fisicos o por procedimientos quimicos.

Riesgo Microbioldgico:  El Riesgo Microbiolégico se encuentra presente cada vez
que se realiza una actividadpractica en el Laboratorio, donde se requiera la
manipulacion de cultivos de microorganismos, los cuales pueden alcanzar
concentraciones muy elevadas y puedenllegar a provocar una infeccién si no son
manipulados adecuadamente.

6. METODOLOGIA: Normas de bioseguridad que seran aplicadas en el Laboratorio
de Microbiologia, con la finalidad de asegurar la salud de todos las personas
involucradas.



7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

- El acceso al laboratorio estara limitado solo al
personal autorizado.

- En la zona de laboratorio no se permitira
comer, guardar alimentos, beber, fumar, ni
usar cosméticos.

- Las superficies de trabajo se deben
descontaminar antes y después de cada
jornada de trabajo y siempre que haya un
derrame.

- Utilizar cabina de bioseguridad bioldgica, no

Normas de olvidar encender la lampara y el flujo antes de
Bioseguridad abrir la ventana.
1 para el Laboratorio de - Colocar el simbolo de riesgo biologico en las

microbiologia

areas biocontaminadas.

- No guardar alimentos en las neveras ni en los
equipos de refrigeracion de trabajo deben ser
confortables.

- El transporte de las muestras dentro o entre
laboratorios se realizara en cajas herméticas,
para evitar que se produzcan salpicaduras.

- Todos los cultivos se autoclavan antes de ser
eliminados.

- Todos los desechos biologicos ya sean
liguidos o sélidos deben ser descontaminados
antes de eliminarlos.




Normas de
Bioseguridad
para el Personal del
Laboratorio

- Ultilizar terno protector, mandil, guantes, gorro,
mascarilla, zapatos adecuados y gafas para
evitar la contaminacién con los
microorganismos.

- Nunca se pipetearéa con la boca.

- Todo el personal se lavard las manos al
ingresar al laboratorio y después de haber
manipulado material y al salir del laboratorio.

- Quitarse los guantes para utilizar equipos o
instrumentos no  contaminados  como
teléfonos, computadoras, y material de
escritorio

- Los derrames Yy accidentes deben ser
informados inmediatamente al Supervisor y al
Jefe del Laboratorio y hacerse constar por
escrito.

- El personal con el cabello largo debe llevarlo
recogido.

- Emplee mascarilla y protectores oculares
durante procedimientos que salpicaduras,
aerosoles o derrames importantes de sangre
u otros liquidos organicos.

- Absténgase de tocar con las manos
enguantadas alguna parte de su cuerpo
puedan generar salpicaduras o0 gotitas
aerosoles de sangre u otros liquidos
corporales.

- Evite la atencidn directa de pacientes si usted
presenta lesiones exudativas o curitas.

- Mantenga actualizado su esquema de
vacunacion contra Hepatitis B.

- Evitar las distracciones y permanecer en el
lugar de trabajo.

8. BIBLIOGRAFIA:

» Garcés A. Normas de seguridad en el laboratorio de microbiologia. Abril 2008
* OMS. Manual de bioseguridad en el laboratorio. 3era edicion. Ginebra. 2005.

Pags 89-90

Elaborado por: Solmayra Agreda, Tannya Ledn, Diana Montafio,
Liseth Cueva, Karla Montalvo / Afio 2010

Actualizacion: Andrea Alvarado, Jéssica Castro, Angélica j
Narvaez Gradaliine Rivera Daniela CaArdova / Afio 2011



UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-AS
CEDAMAZ-ASH UNL-002
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE MED IO DE CULTIVO:
AGAR SANGRE

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del medio
de cultivo: Agar Sangre.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefiar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar: Sustancia mucilaginosa amorfa que se extrae de algunas algas rojas o
rodoficeas. Se emplea en la preparacion de medios de cultivo en bacteriologia, con
minimas excepciones no tiene efecto sobre el crecimiento de las bacterias.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccién (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccion de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio debe
incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que se
quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente de
energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las
bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autoétrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heterotrofas.

Agar Sangre: Medio para propdsitos generales, para el aislamiento y cultivo de todas
las bacterias de importancia clinica, excepto las mas exigentes. Con la adicion de
sangre, el medio es Util para el aislamiento y cultivo de microorganismos aerobios y
anaerobios nutricionalmente exigentes a partir de una gran variedad de muestras,
como para la observacién de reacciones de hemdlisis. EI medio consiste en una base
gue contiene una fuente de proteinas, digerido proteico de soja, cloruro de sodio, agar
y sangre de carnero al 5%.



Conservacion y almacenamiento de medios de cultivo: En frasco cerrado se deben
almacenar de 15 a 25°C, hasta 5 afios, con poca hum edad y protegidos de la luz solar
directa. Nunca se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra fuente de
calor o vapor. Una vez preparados se debe mantener en refrigeracion de 2 a 8° C
hasta antes de tres meses.

Control de calidad de medios de cultivo: El control de la calidad en la preparacion y
evaluacion de los medios de cultivo es considerado como una esencial y buena
practica de laboratorio, necesaria para mantener el nivel y la ejecucion de cualquier
técnica microbiologica. Este es un proceso continuo que se extiende desde las
materias primas, a través del productor hasta el producto final. Por esta razoén, se le
confiere una gran importancia y esta considerado como uno de los puntos criticos de
control en el andlisis microbiolégico, del cual depende la seguridad de los resultados
gque se emite en los Laboratorios de Microbiologia.

6. METODOLOGIA: Lapreparaciéon de medios de cultivo se realiza teniendo en
cuenta las indicaciones que vienen en el envase del medio de cultivo a preparar
como la rehidratacién, pesaje, esterilizacion.

7. DESARROLLO:

ITEM ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Leer el envase del polvo para la
preparacion de Agar Sangre (Casa
Comercial HIMEDIA), segun la cual se
debe suspender 40 g del polvo en un litro
de agua destilada.

Lectura de las indicaciones Realizar el calculo de la cantidad de
medio de cultivo necesario, tanto del polvo
como del agua destilada, a través de una
regla de tres.

Colocar una luna de reloj de vidrio sobre
la balanza y tarar. Pesar la cantidad
necesaria de polvo de preparacion.
Colocar el polvo del agar, ya pesado en el
matraz Erlenmeyer. Limpiar la luna de
reloj de vidrio con agua destilada que
también se vierte dentro del matraz para
que sea mas exacta la preparacion.
Anadir el agua destilada necesaria para
completar el volumen requerido.

Revolver la mezcla utilizando la varilla de
agitacién tratando de no dejar grumos.

2 Pesaje

Disolucion del polvo a Se coloca el matraz a calentar. Cuando la
través de una fuente de solucion este homogénea, se retira de la




fuente de calor.

Con algodén hidréfobo se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar el algoddén
compacto. Colocar un papel sobre la
boca del matraz y ajustar con un elastico.
Esterilizar en autoclave a por 15 minutos a
121 °C.

Enfriar el medio de cultivo preparado
hasta la temperatura entre 45-50C,
agregar sangre desfibrinada al 5% vy
homogenizar.

Distribuir el medio en las cajas de Petri
estériles, hacerlo sobre un nivel recto,
siguiendo la técnica aséptica. Las cajas no
pueden ser destapadas a menos que sea
entre los mecheros o dentro de la cabina
de flujo laminar. Ya sélidas, se tapan
adecuadamente. Previo a este
procedimiento se coloca el material a
utilizar en la cabina de seguridad biol6gica
durante 30 minutos en UV.

Realizar el control de calidad de los
medios de cultivo, retirando 1 al 5% de la
partida y colocando en incubacién con una
temperatura de 35°-37°C durante 48
horas; si aparecen contaminantes en el
medio, se debe adquirir una partida
nueva.

Empaquetar los medio de cultivo con
papel aluminio, en paquetes no mas de 10
cajas e invertidas. Rotular con nombre y
fecha el lote del medio de cultivo
preparado.

Almacenar y conservar las placas de
forma invertida a una temperatura de 2-
8°C, hasta que el medio sea utilizado.

calor
4 Esterilizacion del medio de
cultivo
5 Colocacién de la sangre
humana desfibrinada
6 Distribucion del medio de
cultivo y solidificacion.
Control de calidad de los
7 . :
medios de cultivo
8 Almacenamiento y
conservacion
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Anexo N°7

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-MC
CEDAMAZ-ASH UNL-003
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO:
MAC-CONKEY

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del medio
de cultivo: Agar Mac-Conkey.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto:  Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefiar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar: Sustancia mucilaginosa amorfa que se extrae de algunas algas rojas o
rodoficeas. Se emplea en la preparacion de medios de cultivo en bacteriologia, con
minimas excepciones no tiene efecto sobre el crecimiento de las bacterias.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccién (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccion de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio debe
incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que se
quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente de
energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las
bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autoétrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heterotrofas.

Agar Mac-Conkey: Medio de cultivo usado para el aislamiento selectivo de
enterobacterias, se caracteriza por contener lactosa y un indicador de cambio de pH
que detecta la actividad fermentadora sobre este azucar, que vira a rojo ladrillo en
medio acido. Las sales biliares y el cristal violeta actian como inhibidores, ademas
este medio tiene sustancias inhibidoras de grampositivos.



Conservacion y almacenamiento de medios de cultivo: En frasco cerrado se deben
almacenar de 15 a 25°C, hasta 5 afios, con poca hum edad y protegidos de la luz solar
directa. Nunca se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra fuente de
calor o vapor. Una vez preparados se debe mantener en refrigeracion de 2 a 8° C
hasta antes de tres meses.

Control de calidad de medios de cultivo: El control de la calidad en la preparacion y
evaluacion de los medios de cultivo es considerado como una esencial y buena
practica de laboratorio, necesaria para mantener el nivel y la ejecucion de cualquier
técnica microbioldgica. Este es un proceso continuo que se extiende desde las
materias primas, a través del productor hasta el producto final. Por esta razoén, se le
confiere una gran importancia y esta considerado como uno de los puntos criticos de
control en el analisis microbiolégico, del cual depende la seguridad de los resultados
gue se emite en los Laboratorios de Microbiologia.

Cultivo bacteriano: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la
toma de bacterias de un sitio de infeccién (el ambiente in vivo) por métodos de
recoleccién de muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio
(in vitro).

6. METODOLOGIA: Lapreparaciéon de medios de cultivo se realiza teniendo en
cuenta las indicaciones que vienen en el envase del medio de cultivo a preparar
como la rehidratacién, pesaje, esterilizacion.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Leer el envase del polvo para la
preparacion de Agar Mac-Conkey (Casa
Comercial HIMEDIA), segun la cual se
debe suspender 40 g del polvo en un litro
de agua destilada.

Lectura de las indicaciones Realizar el calculo de la cantidad de
medio de cultivo necesario, tanto del polvo
como del agua destilada, a través de una
regla de tres.

Colocar una luna de reloj de vidrio sobre
la balanza y tarar. Pesar la cantidad
necesaria de polvo de preparacion.
Colocar el polvo del agar, ya pesado en el
matraz Erlenmeyer. Limpiar la luna de
reloj de vidrio con agua destilada que
también se vierte dentro del matraz para
que sea mas exacta la preparacion.
Anadir el agua destilada necesaria para
completar el volumen requerido.

Revolver la mezcla utilizando la varilla de
agitacion tratando de no dejar grumos.

2 Pesaje




Disolucién del polvo a
través de una fuente de
calor

Se coloca el matraz a calentar. Cuando la
solucion este homogénea, se retira de la
fuente de calor.

Esterilizacion del medio de
cultivo

Con algodon hidrofobo se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar el algodén
compacto. Colocar un papel sobre la
boca del matraz y ajustar con un elastico.
Esterilizar en autoclave a por 15 minutos a
121 °C.

Colocacién de la sangre
humana desfibrinada

Enfriar el medio de cultivo preparado
hasta la temperatura entre 45-50C,
agregar sangre desfibrinada al 5% vy
homogenizar.

Distribucion del medio de
cultivo y solidificacion.

Distribuir el medio en las cajas de Petri
estériles siguiendo la técnica aséptica. Las
cajas no pueden ser destapadas a menos
gque sea entre los mecheros o dentro de la
cabina de flujo laminar. Ya sélidas, se
cierran adecuadamente. Previo a este
procedimiento se coloca el material a
utilizar en la cabina de seguridad biol6gica
durante 30 minutos en UV.

Control de calidad de los
medios de cultivo

Realizar el control de calidad de los
medios de cultivo, retirando 1 al 5% de la
partida y colocando en incubacion con
una temperatura de 35°-37°C durante 48
horas; si aparecen contaminantes en el
medio, se debe adquirir una partida
nueva.

Almacenamiento y
conservacion

Empaquetar los medio de cultivo con
papel aluminio, en paguetes no mas de 10
cajas e invertidas. Rotular con nombre y
fecha el lote del medio de cultivo
preparado.

Almacenar y conservar las placas de
forma invertida a una temperatura de 2-
8°C, hasta que el medio sea utilizado.
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Anexo N°8

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
CEDAMAZ-ASH PR-AMH
LABORATORIO DE FITOQUIMICA UNL-004

PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL AG AR: MUELLER
HINTON

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del
Agar: Mueller-Hinton.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio de Microbiologia
del Centro de Diagndstico de la UNL.

4. RESPONSABLES:
Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar Mueller-Hinton: El agar Mueller-Hinton es el medio utilizado para realizar las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en microorganismos aerébicos por el
método de Kirby-Bauer.

Este medio también es conocido como Agar M-H, y entre su composicion se
encuentra: Caseina &cida hidrolizada 17,509, Infusion de carne de res o corazon
2,00g, Almidon soluble 1,50g, y Agar 17.00g

Condiciones necesarias para la preparaciéon del agar Mueller-Hinton

e pH del medio de cultivo : El agar debe tener un pH de 7,2 a 7,4 a temperatura
ambiente.
Si el pH es menor de 7,2, parecera que algunos antibidticos pierden potencia

(por ejemplo, aminoglucosidos y macrélidos), mientras que otros agentes
pueden mostrar una actividad excesiva (ej., tetraciclinas). Si el pH es mayor de
7,4 se espera el efecto opuesto.

e Humedad: Si las placas a utilizar presentan humedad excesiva deben
colocarse en una estufa (35 °C) o en una campana de flujo laminar a
temperatura ambiente con las tapas entreabiertas hasta que el exceso de
humedad de la superficie se evapore (generalmente entre 10 y 30 minutos).

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio debe
incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que se



quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente de
energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las
bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autotrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heterétrofas.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccién (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccion de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).

6. METODOLOGIA: Realizar la preparacion del medio de cultivo segun las
indicaciones de la etigueta que en sintesis indica: pesaje, rehidratacion,
esterilizacion (autoclave) y distribucién en cajas o tubos.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se lee el envase del polvo de la preparacién de
Agar Mueller-Hinton (Casa Comercial HIMEDIA),
Lectura de las segun el cual por cada 1 litro de preparacion
1 indicaciones. debe haber 38 g de polvo.

Realizar el calculo de la cantidad de medio de
cultivo necesario, tanto del polvo como del agua
destilada, a través de una regla de tres.

Colocar una luna de reloj de vidrio sobre la
balanza y tarar. Pesar la cantidad necesaria de
polvo de preparaciéon. Colocar el polvo del agar,
ya pesado en el matraz Erlenmeyer. Limpiar la
luna de reloj de vidrio con agua destilada que
2 Pesaje. también se vierte dentro del matraz para que sea
mas exacta la preparacién. Anadir el agua
destilada necesaria para completar el volumen
requerido.

Revolver la mezcla utlizando la varilla de
agitacion tratando de no dejar grumos.

Disolucion del polvoa | Se coloca el matraz a calentar. Cuando la
3 través de una fuente solucién este homogénea, se retira de la fuente
de calor. de calor.

Con algodon hidrofobo se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar el algodén compacto.

4 Esterilizacion del Colocar un papel sobre la boca del matraz y
medio de cultivo. ajustar con un elastico.
Esterilizar en autoclave a por 15 minutos a
121<C.
Colocar 5ml de medio de cultivo en un tubo de
5 Medicion del pH. ensayo, esperar que se solidifique, introducir una

varilla, realizar un orificio y con la ayuda de la




aguja del potenciometro introducir en el orificio
del agar y medir el pH; que oscile ente (7,2 £ 0.2
a 7,4), a temperatura ambiente (25°C).

Verter con ayuda de una probeta de 25ml del
medio recién preparado en una placa de petri,
colocadas sobre wuna superficie horizontal
nivelada para obtener una profundidad uniforme
de aproximadamente 4mm.

Esto corresponde a unos 60 ml a 70 ml del medio
para las placas cuyo diametro sea de 150mm, y
unos 25ml a 30 ml para las placas de 100 mm de
diametro. Ya sélidas, se cierran adecuadamente,
Previo a este procedimiento se coloca el material
a utilizar en la cabina de seguridad biologica
durante 30 minutos en UV.

Distribucion del
6 medio de cultivo y
solidificacion.

Realizar el control de calidad de los medios de
cultivo, retirando 1 al 5% de la partida y
colocando en incubaciébn con una temperatura
de 35°-37°C durante 48 horas; si aparecen
Control de calidad del contaminantes en el medio, se debe adquirir una
medio de cultivo. partida nueva.

Comprobar si hay signos de deterioro como:
contaminacion microbiana, decoloracioén,
deshidratacion, o agrietamiento en el medio de
cultivo el lote debe ser eliminado.

Empaquetar los medio de cultivo con papel
aluminio, en paquetes no mas de 10 cajas e
invertidas. Rotular con nombre y fecha el lote del
medio de cultivo preparado.

Almacenar y conservar las placas de forma
invertida a una temperatura de 2- 8°C, hasta que
el medio sea utilizado.

La duracion de este medio de cultivo es de 7 a 14
dias.

Almacenamiento y
conservacion.
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Anexo N°9

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-ACM
CEDAMAZ-ASH UNL-005
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE MED IO DE
CULTIVO: AGAR CHAPMAN MANITOL

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del medio
de cultivo: Agar Champan Manitol

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la
UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar: Sustancia mucilaginosa amorfa que se extrae de algunas algas rojas o
rodoficeas. Se emplea en la preparacion de medios de cultivo en bacteriologia, con
minimas excepciones no tiene efecto sobre el crecimiento de las bacterias.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccion (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccién de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio debe
incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que se
quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente de
energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las
bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autotrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heterétrofas.

Agar Champan Manitol: Medio selectivo- diferenciador de los géneros
Staphylococcus y Micrococcus, inhibiendo el crecimiento de otras bacterias al utilizar
una alta concentracion de sal. Al adicionar cloruro de sodio al 7.5% actida como
inhibidor y no permite el crecimiento de ningln otro microorganismo, las peptonas y el
extracto de carne que contiene este medio proporciona la fuente de carbono,



nitrégeno, vitaminas y minerales. El rojo de fenol actia como indicador de pH y el agar
es un agente solidificante. Las colonias de Staphylococcus aureus fermentan el
manitol, son amarillas o anaranjadas.

Conservacion y almacenamiento de medios de cultivo: En frasco cerrado se deben
almacenar de 15 a 25°C, hasta 5 afios, con poca hum edad y protegidos de la luz solar
directa. Nunca se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra fuente de
calor o vapor. Una vez preparados se debe mantener en refrigeracion de 2 a 8° C
hasta antes de tres meses.

Control de calidad de medios de cultivo: El control de la calidad en la preparacion y
evaluaciéon de los medios de cultivo es considerado como una esencial y buena
practica de laboratorio, necesaria para mantener el nivel y la ejecucion de cualquier
técnica microbiologica. Este es un proceso continuo que se extiende desde las
materias primas, a través del productor hasta el producto final. Por esta razoén, se le
confiere una gran importancia y esta considerado como uno de los puntos criticos de
control en el analisis microbiolégico, del cual depende la seguridad de los resultados
gue se emite en los Laboratorios de Microbiologia.

Cultivo bacteriano: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la
toma de bacterias de un sitio de infeccion (el ambiente in vivo) por métodos de
recoleccién de muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio
(in vitro).

6. METODOLOGIA: Lapreparacion de medios de cultivo se realiza teniendo en
cuenta las indicaciones que vienen en el envase del medio de cultivo a
preparar como la rehidratacion, pesaje, esterilizacion.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Leer el envase del polvo para la
preparacion de Agar Champan Manitol
(Casa Comercial HIMEDIA), segun la cual
se debe suspender 111 g del polvo en un
litro de agua destilada.

Lectura de las indicaciones Realizar el calculo de la cantidad de
medio de cultivo necesario, tanto del polvo
como del agua destilada, a través de una
regla de tres.

Colocar una luna de reloj de vidrio sobre
la balanza y tarar. Pesar la cantidad
necesaria de polvo de preparacion.
Colocar el polvo del agar, ya pesado en el
2 Pesaje matraz Erlenmeyer. Limpiar la luna de




reloj de vidrio con agua destilada que
también se vierte dentro del matraz para
gue sea mMAas exacta la preparacion.
Anadir el agua destilada necesaria para
completar el volumen requerido.

Revolver la mezcla utilizando la varilla de
agitacién tratando de no dejar grumos.

Disolucion del polvo a Se coloca el matraz a calentar. Cuando la
3 través de una fuente de solucion este homogénea, se retira de la
calor fuente de calor.

Con algodon hidrofobo se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar el algodon
compacto. Colocar un papel sobre la
e . boca del matraz y ajustar con un elastico.
Esterilizacion del medio de © ”e ya © e.
4 . Esterilizar en autoclave a por 15 minutos a
cultivo 121 °C

Distribuir el medio en las cajas de Petri
estériles siguiendo la técnica aséptica. Las
cajas no pueden ser destapadas a menos
gque sea entre los mecheros o dentro de la
e . cabina de flujo laminar. Ya sdlidas, se
Distribucion del medio de . ) .
5 . e cierran adecuadamente y se etiquetan con
cultivo y solidificacion. : . .
el tipo de medio y fecha de elaboracion.
Previo a este procedimiento se coloca el
material a utilizar en la cabina de
seguridad biolégica durante 30 minutos en
UVv.

Realizar el control de calidad de los
medios de cultivo, retirando 1 al 5% de la
partida y colocando en incubacion con

o_ (o]
Control de calidad de los una temperatura de 35°-37°C durante 48

6 . ) horas; si aparecen contaminantes en el
medios de cultivo ) . .
medio, se debe adquirir una partida
nueva.

Empaquetar los medio de cultivo con
papel aluminio, en paguetes no mas de 10
cajas e invertidas. Rotular con nombre y

7 Almacenamiento y fecha el lote del medio de -cultivo
conservacion preparado.
Almacenar y conservar las placas de
forma invertida a una temperatura de 2-
8°C, hasta que el medio sea utilizado.
BIBLIOGRAFIA:
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
CEDAMAZ-ASH PR-AC
LABORATORIO DE FITOQUIMICA UNL-006
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

Anexo N° 10

1. TiITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL ME DIO DE
CULTIVO: AGAR CETRIMIDE.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del medio
de cultivo: Agar Cetrimide.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefiar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar: Sustancia mucilaginosa que se extrae de algunas algas rojas o rodoficeas,
frecuentes en el Océano Atlantico, Pacifico e Indico. Es una sustancia amorfa. Se
emplea como medio de cultivo en bacteriologia, como apresto de sedas, como
sustituto de la gelatina, etc.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccion (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccién de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio debe
incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que se
quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente de
energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las
bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autotrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heterétrofas.

Agar Cetrimide: Es un medio selectivo utilizado para el aislamiento e identificacion del
género Pseudomonas (principalmente P. Aeruginosa); y que sobre la base de este
agarse promueve tanto la produccion de la piocianina como la fluoresceina. Esta



ultima solo puede observarse bajo una ldmpara de luz ultravioleta. Contiene cetrimide,
que es el agente selectivo contra flora microbiana alterna (2).Estd compuesto
pordigerido pancreético de gelatina 20,0 g, Cloruro de magnesio 1,4 g, Sulfato de
potasio 10 g, Agar 13,6 g, Bromuro de N-cetil N,N,N- Trimetil amonio (cetrimide) 0,3 g,
Glicerina 10,0 mL, Agua destilada 1.000 mL, pH final 7,2 + 0,2.

Conservacion y almacenamiento de medios de cultivo: En frasco cerrado se deben
almacenar de 15 a 25°C, hasta 5 afios, con poca hum edad y protegidos de la luz solar
directa. Nunca se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra fuente de
calor o vapor. Una vez preparados se debe mantener en refrigeracion de 2 a 8° C
hasta antes de tres meses.

Control de calidad de medios de cultivo: El control de la calidad en la preparacion y
evaluacion de los medios de cultivo es considerado como una esencial y buena
practica de laboratorio, necesaria para mantener el nivel y la ejecucion de cualquier
técnica microbiolégica. Este es un proceso continuo que se extiende desde las
materias primas, a través del productor hasta el producto final. Por esta razoén, se le
confiere una gran importancia y esta considerado como uno de los puntos criticos de
control en el analisis microbiolégico, del cual depende la seguridad de los resultados
que se emite en los Laboratorios de Microbiologia.

6. METODOLOGIA: Lapreparaciéon de medios de cultivo se realiza teniendo en
cuenta las indicaciones que vienen en el envase del medio de cultivo a preparar

como la rehidratacién, pesaje, esterilizacion.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se lee el envase del polvo de la
preparacion de Agar Cetrimide (Casa
Comercial HIMEDIA), segun el cual por
cada 1 litro de agua destilada que
contenga 10 ml de glicerol, deben haber
46.7 g de polvo de preparacion.

Realizar el célculo de la cantidad de medio
de cultivo necesario, tanto del polvo como
del agua destilada, a través de una regla
de tres.

1 Lectura de las indicaciones.

Se coloca una luna de reloj de vidrio sobre
la balanza y se tara. Se pesa la cantidad
necesaria de polvo de preparacion. Se
introduce el polvo ya pesado en el matraz
Erlenmeyer y se limpia la luna de reloj de
vidrio con agua destilada que también se
vierte dentro del matraz para que sea mas

2 Pesaje.




exacta la preparacion.
Revolver la mezcla utilizando la varilla de
agitacion tratando de no dejar grumos.

Se coloca el matraz a calentar. Cuando la
solucion este homogénea, se retira de la
fuente de calor.

Disolucién del polvo a través
de una fuente de calor.

Con algodon hidrofobo se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar el algodon
compacto. Se coloca un papel sobre la
boca del matraz y se ajusta con un
elastico. Se escribe en el papel el tipo de
Esterilizacion del medio de medio de cultivo que se ha preparado. Se

cultivo. lleva a autoclave a 121° C. Se retira del
autoclave con cuidado y teniendo todas las
precauciones de su uso.

Distribuir el medio en las cajas de Petri
estériles siguiendo la técnica aséptica. Las
cajas no pueden ser destapadas a menos
L . ue sea entre los mecheros o dentro de la
Distribucion del medio de d : : . .
5 . e cabina de flujo laminar. Ya solidas, se
cultivo y solidificacion . .
cierran adecuadamente, previo a este
procedimiento se coloca el material a
utilizar en la cabina de seguridad biologica
durante 30 minutos en UV.

Realizar el control de calidad de los
medios, retirando 1 al 5% de la partida y
Control de calidad de los colocandolo en un incubador bacteriol6gico

medios de cultivo. a 35° C durante 48 horas; si aparecen
contaminantes en el medio, se debe
adquirir una partida nueva.

Empaquetar los medio de cultivo con papel
aluminio, en paquetes no mas de 10 cajas
e invertidas. Rotular con nombre y fecha el
Almacenamiento y lote del medio de cultivo

conservacion. preparado.Almacenar y conservar las
placas de forma invertida a una
temperatura de 2- 8°C, hasta que el medio
sea utilizado.
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CEDAMAZ-ASH PR-CTS
LABORATORIO DE FITOQUIMICA UNL-007
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

Anexo N° 11

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL ME DIO DE
CULTIVO: CALDO TRIPTICASA DE SOJA.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del medio
de cultivo: Caldo Tripticasa de Soja.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar: Sustancia mucilaginosa que se extrae de algunas algas rojas o rodoficeas,
frecuentes en el Océano Atlantico, Pacifico e Indico. Es una sustancia amorfa. Se
emplea como medio de cultivo en bacteriologia, como apresto de sedas, como
sustituto de la gelatina, etc.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccién (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccion de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para que el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio
debe incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que
se quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente
de energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las
bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autoétrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heteroétrofas.



Caldo Triptona Soya: es un caldo de enriguecimiento de utilizacion general en
Microbiologia, y recomendado para la determinacién de la sensibilidad los antibiéticos
por el método de las diluciones, para la realizacion de hemocultivos, los ensayos de
esterilidad y para uso general de laboratorio.

Conservacion y almacenamiento de medios de cultivo: En frasco cerrado se deben
almacenar de 15 a 25°C, hasta 5 afios, con poca hum edad y protegidos de la luz solar
directa. Nunca se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra fuente de
calor o vapor. Una vez preparados se debe mantener en refrigeracion de 2 a 8° C
hasta antes de tres meses.

Control de calidad de medios de cultivo: El control de la calidad en la preparacion y
evaluacion de los medios de cultivo es considerado como una esencial y buena
practica de laboratorio, necesaria para mantener el nivel y la ejecucion de cualquier
técnica microbioldgica. Este es un proceso continuo que se extiende desde las
materias primas, a través del productor hasta el producto final. Por esta razon, se le
confiere una gran importancia y esta considerado como uno de los puntos criticos de
control en el andlisis microbiolégico, del cual depende la seguridad de los resultados
gue se emite en los Laboratorios de Microbiologia.

6. METODOLOGIA: Lapreparaciéon de medios de cultivo se realiza teniendo en
cuenta las indicaciones que vienen en el envase del medio de cultivo a preparar

como la rehidratacién, pesaje, esterilizacion.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se lee el envase del polvo de la
preparacion de Caldo Triptona de Soja
(Casa Comercial HIMEDIA), segun el cual
por cada 1 litro de preparacion deben
haber 27.5 g de polvo de preparacion.
Realizar el célculo de la cantidad de medio
de cultivo necesario, tanto del polvo como
del agua destilada, a través de una regla
de tres.

1 Lectura de las indicaciones.

Se coloca una luna de reloj de vidrio sobre
la balanza y se tara. Se pesa la cantidad
necesaria de polvo de preparacion. Se
introduce el polvo ya pesado en el matraz
erlenmayer y se limpia la luna de reloj de
vidrio con agua destilada que también se
vierte dentro del matraz para que sea mas
exacta la preparacion y completando con
agua destilada hasta el volumen requerido.

2 Pesaje.




Revolver la mezcla utilizando la varilla de
agitacion tratando de no dejar grumos.

Se coloca el matraz a calentar. Cuando la
solucion este homogénea, se retira de la
fuente de calor.

Disolucion del polvo a través
de una fuente de calor.

Con algodon hidréfobo se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar el algoddn
compacto. Se coloca un papel sobre la
boca del matraz y se ajusta con un
elastico. Se escribe en el papel el tipo de
Esterilizacion del medio de medio de cultivo que se ha preparado. Se

cultivo. lleva a autoclave a 121° C. Se retira del
autoclave con cuidado y teniendo todas las
precauciones de su uso.

Distribuir 3 ml del medio en los tubos de
ensayo estériles siguiendo la técnica
aséptica. Los tubos no pueden ser
destapados a menos que sea entre los
5 Distribucion del medio de mecheros o dentro de la cabina de flujo
cultivo. laminar. Se tapan adecuadamente, previo
a este procedimiento se coloca el material
a utillizar en la cabina de seguridad
biologica durante 30 minutos en UV.

Realizar el control de calidad de los
medios, retirando 1 al 5% de la partida y
Control de calidad de los colocandolo en un incubador bacteriol6gico

medios de cultivo. a 35° C durante 48 horas; si aparecen
contaminantes en el medio, se debe
adquirir una partida nueva.

Empaquetar los medio de cultivo con papel
aluminio, en paquetes no mas de 10 cajas
e invertidas. Rotular con nombre y fecha el
lote del medio de cultivo preparado.
Almacenar y conservar las placas de forma
invertida a una temperatura de 2- 8°C,
hasta que el medio sea utilizado.

Almacenamiento y
conservacion.
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Anexo N° 12
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
CEDAMAZ-ASH PR-ATS
LABORATORIO DE FITOQUIMICA UNL-008

PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL ME DIO DE
CULTIVO AGAR TRIPTICASA DE SOJA.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del medio
de cultivo: Agar Tripticasa de Soja.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar: Sustancia mucilaginosa que se extrae de algunas algas rojas o rodoficeas,
frecuentes en el Océano Atlantico, Pacifico e Indico. Es una sustancia amorfa. Se
emplea como medio de cultivo en bacteriologia, como apresto de sedas, como
sustituto de la gelatina, etc.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccién (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccion de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio debe
incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que se
quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente de
energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las
bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autotrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heterotrofas.



Agar tripticasa de soja: medio para el crecimiento de microorganismos exigentes en
sSus requerimientos nutritivos aerobios y anaerobios. Se puede utilizar como medio
base para el agar sangre y el agar chocolate. Normalmente contiene varias peptonas o
triptonas, NaCl y dextrosa.

Conservacion y almacenamiento de medios de cultivo: En frasco cerrado se deben
almacenar de 15 a 25°C, hasta 5 afios, con poca hum edad y protegidos de la luz solar
directa. Nunca se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra fuente de
calor o vapor. Una vez preparados se debe mantener en refrigeracion de 2 a 8° C
hasta antes de tres meses.

Control de calidad de medios de cultivo: El control de la calidad en la preparacion y
evaluacion de los medios de cultivo es considerado como una esencial y buena
practica de laboratorio, necesaria para mantener el nivel y la ejecucion de cualquier
técnica microbiolégica. Este es un proceso continuo que se extiende desde las
materias primas, a través del productor hasta el producto final. Por esta razon, se le
confiere una gran importancia y esta considerado como uno de los puntos criticos de
control en el analisis microbiolégico, del cual depende la seguridad de los resultados
gue se emite en los Laboratorios de Microbiologia.

6. METODOLOGIA: Lapreparaciéon de medios de cultivo se realiza teniendo en
cuenta las indicaciones que vienen en el envase del medio de cultivo a preparar
como la rehidratacién, pesaje, esterilizacion.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se lee el envase del polvo de la
preparacion de Agar Triptona de Soja
(Casa Comercial HIMEDIA), segun el cual
por cada 1 litro de preparacion debe haber
S 40 g de polvo de preparacion.
1 Lectura de las indicaciones. Realizar el célculo de la cantidad de medio
de cultivo necesario, tanto del polvo como
del agua destilada, a través de una regla
de tres.

Se coloca una luna de reloj de vidrio sobre
la balanza y se tara. Se pesa la cantidad
necesaria de polvo de preparacion. Se
2 Pesaje. introduce el polvo ya pesado en el matraz
Erlenmeyer y se limpia la luna de reloj de
vidrio con agua destilada que también se
vierte dentro del matraz para que sea mas




exacta la preparacion. Adicionar agua
destilada hasta el volumen requerido.
Revolver la mezcla utilizando la varilla de
agitacion tratando de no dejar grumos.

Disolucién del polvo a
través de una fuente de
calor.

Se coloca el matraz a calentar. Cuando la
solucion este homogénea, se retira de la
fuente de calor.

Esterilizacion del medio de
cultivo.

Con algodon hidréfobo se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar el algoddn
compacto. Se coloca un papel sobre la
boca del matraz y se ajusta con un
elastico. Se escribe en el papel el tipo de
medio de cultivo que se ha preparado. Se
lleva a autoclave a 121° C. Se retira del
autoclave con cuidado y teniendo todas las
precauciones de su uso.

Distribucion del medio de
cultivo y solidificacion

Distribuir el medio en las cajas de Petri
estériles siguiendo la técnica aséptica. Las
cajas no pueden ser destapadas a menos
gue sea entre los mecheros o dentro de la
cabina de flujo laminar. Ya solidas, se
cierran adecuadamente. Previo a este
procedimiento se coloca el material a
utilizar en la cabina de seguridad biologica
durante 30 minutos en UV.

Control de calidad de los
medios de cultivo.

Realizar el control de calidad de los
medios, retirando 1 al 5% de la partida y
colocandolo en un incubador bacteriolégico
a 35° C durante 48 horas; si aparecen
contaminantes en el medio, se debe
adquirir una partida nueva.

Almacenamiento y
conservacion.

Empaquetar los medio de cultivo con papel
aluminio, en paquetes no mas de 10 cajas
e invertidas. Rotular con nombre y fecha el
lote del medio de cultivo preparado.
Almacenar y conservar las placas de forma
invertida a una temperatura de 2- 8°C,
hasta que el medio sea utilizado.
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Anexo N° 13

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
CEDAMAZ-ASH PR-ADS
LABORATORIO DE FITOQUIMICA UNL-009

PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TiITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL ME DIO DE
CULTIVO: AGAR DEXTROSA SABOURAUD.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del medio
de cultivo: Agar Dextrosa Sabouraud.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefiar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar: Sustancia mucilaginosa que se extrae de algunas algas rojas o rodoficeas,
frecuentes en el Océano Atlantico, Pacifico e Indico. Es una sustancia amorfa. Se
emplea como medio de cultivo en bacteriologia, como apresto de sedas, como
sustituto de la gelatina, etc.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccion (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccién de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio debe
incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que se
quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente de
energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las
bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autotrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heterétrofas.



Agar Dextrosa Sabouraud: El Agar Dextrosa Sabouraud es un medio utilizado para
el cultivo de hongos y levaduras.se trata de un medio de cultivo enriquecido que
contiene caseina y tejido animal digeridos suplementados con glucosa; se han
desarrollado diversas férmulas, aunque la mayor parte de los micélogos utilizan la que
tiene baja concentracidon de glucosa y un pH neutro. Al reducir el pH y afadir
antibiéticos para inhibir las bacterias, este medio de cultivo puede ser selectivo para
hongos.

Conservacion y almacenamiento de medios de cultivo: En frasco cerrado se deben
almacenar de 15 a 25°C, hasta 5 afios, con poca hum edad y protegidos de la luz solar
directa. Nunca se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra fuente de
calor o vapor. Una vez preparados se debe mantener en refrigeracion de 2 a 8° C
hasta antes de tres meses.

Control de calidad de medios de cultivo: El control de la calidad en la preparacion y
evaluacion de los medios de cultivo es considerado como una esencial y buena
practica de laboratorio, necesaria para mantener el nivel y la ejecucion de cualquier
técnica microbioldgica. Este es un proceso continuo que se extiende desde las
materias primas, a través del productor hasta el producto final. Por esta razon, se le
confiere una gran importancia y esta considerado como uno de los puntos criticos de
control en el andlisis microbiolégico, del cual depende la seguridad de los resultados
gque se emite en los Laboratorios de Microbiologia.

6. METODOLOGIA: Lapreparaciéon de medios de cultivo se realiza teniendo en
cuenta las indicaciones que vienen en el envase del medio de cultivo a preparar
como la rehidratacién, pesaje, esterilizacion.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se lee el envase del polvo de la
preparacion de Agar Dextrosa Sabouraud
(Casa Comercial HIMEDIA), segun el cuél
por cada 1 litro de preparacion debe haber
Lectura de las indicaciones. 659 'de polvo d,e preparacion. .

1 Realizar el célculo de la cantidad de
medio de cultivo necesario, tanto del polvo
como del agua destilada, a través de una
regla de tres.

Se coloca una luna de reloj de vidrio sobre
la balanza y se tara. Se pesa la cantidad
necesaria de polvo de preparacién. Se
introduce el polvo ya pesado en el matraz
Erlenmeyer y se limpia la luna de reloj de
vidrio con agua destilada que también se
vierte dentro del matraz para que sea mas

2 Pesaje.




exacta la preparacion. Adicionar agua
destilada hasta el volumen requerido.
Revolver la mezcla utilizando la varilla de
agitacion tratando de no dejar grumos.

Disolucién del polvo a
través de una fuente de
calor.

Se coloca el matraz a calentar. Cuando la
solucion este homogénea, se retira de la
fuente de calor

Esterilizacion del medio de
cultivo.

Con algodon hidrofobo se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar el algodén
compacto. Se coloca un papel sobre la
boca del matraz y se ajusta con un
elastico. Se escribe en el papel el tipo de
medio de cultivo que se ha preparado. Se
lleva a autoclave a 121° C. Se retira del
autoclave con cuidado y teniendo todas
las precauciones de su uso.

Distribucion del medio de
cultivo y solidificacion

Distribuir el medio en las cajas de Petri
estériles siguiendo la técnica aséptica. Las
cajas no pueden ser destapadas a menos
gque sea entre los mecheros o dentro de la
cabina de flujo laminar. Ya sdlidas, se
cierran adecuadamente. Previo a este
procedimiento se coloca el material a
utilizar en la cabina de seguridad bioldgica
durante 30 minutos en UV.

Control de calidad de los
medios de cultivo.

Realizar el control de calidad de los
medios, retirando 1 al 5% de la partida y
colocandolo en un incubador
bacteriologico a 35° C durante 48 horas; si
aparecen contaminantes en el medio, se
debe adquirir una partida nueva.

Almacenamiento y
conservacion.

Empaquetar los medio de cultivo con
papel aluminio, en paguetes no mas de 10
cajas e invertidas. Rotular con nombre y
fecha el lote del medio de cultivo
preparado. Almacenar y conservar las
placas de forma invertida a una
temperatura de 2- 8°C, hasta que el medio
sea utilizado.
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Anexo N° 14
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-AICC
CEDAMAZ-ASH UNL.- 010

LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL MEDIO DE
CULTIVO: CALDO DE INFUSION CEREBRO CORAZON.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del medio
de cultivo: Caldo Agar de Infusién Cerebro Corazon.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:
Director del proyecto:  Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar: Sustancia mucilaginosa que se extrae de algunas algas rojas o rodoficeas,
frecuentes en el Océano Atlantico, Pacifico e Indico. Es una sustancia amorfa. Se
emplea como medio de cultivo en bacteriologia, como apresto de sedas, como
sustituto de la gelatina, etc.

Agar de Infusion Cerebro - Corazén: es un medio muy rico en nutrientes, que
proporciona un adecuado desarrollo microbiano. La infusion de cerebro de ternera, la
infusiébn de corazén vacuno y la peptona, son la fuente de carbono, nitrégeno y
vitaminas. La glucosa es el hidrato de carbono fermentable, el cloruro de sodio
mantiene el balance osmoético y el fosfato disédico otorga capacidad buffer. El agar es
el agente solidificante.

El agar cerebro — corazdén mantiene los mismos principios que el caldo para el cultivo
de estreptococos y otras bacterias exigentes.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccién (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccion de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).



Conservacion y almacenamiento de medios de cultivo: En frasco cerrado se deben
almacenar de 15 a 25°C, hasta 5 afios, con poca hum edad y protegidos de la luz solar
directa. Nunca se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra fuente de
calor o vapor. Una vez preparados se debe mantener en refrigeracion de 2 a 8° C
hasta antes de tres meses.

Control de calidad de medios de cultivo: El control de la calidad en la preparacion y
evaluacion de los medios de cultivo es considerado como una esencial y buena
practica de laboratorio, necesaria para mantener el nivel y la ejecucion de cualquier
técnica microbioldgica. Este es un proceso continuo que se extiende desde las
materias primas, a través del productor hasta el producto final. Por esta razoén, se le
confiere una gran importancia y esta considerado como uno de los puntos criticos de
control en el andlisis microbiolégico, del cual depende la seguridad de los resultados
gque se emite en los Laboratorios de Microbiologia.

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio debe
incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que se
quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente de
energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las
bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autoétrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heterétrofas.

6. METODOLOGIA: Lapreparacion de medios de cultivo se realiza teniendo en
cuenta las indicaciones que vienen en el envase del medio de cultivo a preparar
como la rehidratacién, pesaje, esterilizacion.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se lee el envase del polvo para la
preparacion de Caldo de Infusion
Cerebro-Corazon (Casa Comercial
HIMEDIA), segun la cual por cada litro de
Lectura de las indicaciones. agua destilada debe haber 37g de agar.
Realizar el calculo de la cantidad de
medio de cultivo necesario, tanto del polvo
como del agua destilada, a través de una
regla de tres.

Se coloca una luna de reloj de vidrio sobre
la balanza y se tara. Se pesa la cantidad
Pesaje. necesaria de polvo de preparacion. Se
introduce el polvo ya pesado en el matraz
2 Erlenmeyer y se limpia la luna de reloj de




vidrio con agua destilada que también se
vierte dentro del matraz para que sea mas
exacta la preparacion. Adicionar agua
destilada hasta llegar al volumen
requerido.

Revolver la mezcla utilizando la varilla de
agitacién tratando de no dejar grumos.

Disolucién del polvo a
través de una fuente de
calor.

La preparacion debe hervir hasta que
tome un aspecto transparente. Evitar que
se derrame.

Esterilizacion del medio de
cultivo.

El matraz debe ser taponado con algodén
0 gasa, teniendo cuidado de dejar el
algodon compacto. Se coloca  papel
aluminio sobre la boca del matraz y se
ajusta con un elastico.

Se escribe en el papel el tipo de medio de
cultivo que se ha preparado. Esterilizar en
autoclave a 121 ° C. se retira del
autoclave con cuidado y teniendo todas
las precauciones de su uso.

Distribucion del medio de
cultivo.

Distribuir 3 ml del medio en los tubos de
ensayo estériles siguiendo la técnica
aseptica. Los tubos no pueden ser
destapados a menos que sea entre los
mecheros o dentro de la cabina de flujo
laminar. Se tapan adecuadamente, previo
a este procedimiento se coloca el material
a utlizar en la cabina de seguridad
biolégica durante 30 minutos en UV.

Control de calidad de los
medios de cultivo.

Realizar el control de calidad de los
medios de cultivo, retirando 1 al 5% de la
partida y colocdndolo en un incubador
bacteriologico a 35° C durante 48 horas; si
aparecen contaminantes en el medio, se
debe adquirir una partida nueva.

Almacenamiento y
conservacion.

Empaquetar los medio de cultivo con
papel aluminio, en paquetes no mas de 10
cajas e invertidas. Rotular con nombre y
fecha el lote del medio de cultivo
preparado. Almacenar y conservar las
placas de forma invertida a una
temperatura de 2- 8°C, hasta que el medio
sea utilizado.




8. BIBLIOGRAFIA:

e Agar. (http://es.wikipedia.org/wiki/Agar-agar). Consultado el 24 de Noviembre
del 2011.

* Betty A. Forbes. Bailey & Scott; Diagnostico microbiolégico. 122 Edicion.
Editorial Médica Panamericana, S. A. 2009. Pag. 93, 245.

* Medio de Cultivo.
(http://www.juntadeandalucia.es/averroes/iesvicen/depart/biolog/pdf/p11.pdf)
Consultado el 24 de Noviembre del 2011.

« Garcé, A. Preparacion de medios de cultivo
(http://www.ucv.ve/fileadmin/user_upload/facultad_farmacia/catedraMicro/10_P
reparaci%C3%B3n_de medios_de_cultivo.pdf) Publicado en el 2008.
Consultado el 26 de Noviembre del 2011.

« Alvarez, M. Manual de técnicas en Microbiologia Clinica. 1™ Edicién. Marzo
1995. Péag. 28, 29, 37, 39y 45.
+ Gamazo, C. Manual practico de Microbiologia. 3" edicién. Barcelona-Espaiia.

MASSON S.A. 2005. Pag. 9y 10.

e Preparacion de medios de cultivo.
(http://www.ecologia.unam.mx/laboratorios/evolucionmolecular/images/file/Clas
eProcariontes/Alejandra/PreC3%Alctica%204%20%20Medios%20de%20culti
vo.pdf) Consultado el 27 de Noviembre del 2011.

» Organizacion Mundial de la Salud Ginebra. Métodos Bésicos de Laboratorio en

Bacteriologia Clinica. 1993. Pag. 10.



Elaborado por: Solmayra Agreda, Tannya Ledn, Diana Montafio,
Liseth Cueva, Karla Montalvo / Afio 2010

Actualizacion: Andrea Alvarado, Jéssica Castro, Angélica
Narvaez Guadaliine Rivera Daniela Cardova / Afio 2011

Anexo N° 15
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-MCS
CEDAMAZ-ASH UNL-011

LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION E INOC ULACION
DEL MEDIO CITRATO DE SIMMONS.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del
Medio Citrato de Simmons, como prueba bioguimica para la identificacion
bacteriana.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologial Centro de Diagndstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar: Sustancia mucilaginosa que se extrae de algunas algas rojas o rodoficeas,
frecuentes en el Océano Atlantico, Pacifico e Indico. Es una sustancia amorfa. Se
emplea como medio de cultivo en bacteriologia, como apresto de sedas, como
sustituto de la gelatina, etc.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccién (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccion de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para que el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio
debe incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que
se quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente
de energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las
bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autoétrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heteroétrofas.



Prueba bioquimica: consisten en distintos test quimicos aplicados a medios
biolégicos, los cuales, conocida su reaccion, nos permiten identificar distintos
microorganismos presentes. La identificacion bioquimica se fundamenta demas en las
caracteristicas metabdlicas especificas de cada microorganismo, gracias a ello se lo
determina segun el grupo, género o especie.

Citrato de Simmons: prueba bioquimica que determina la capacidad de un
microorganismo de utilizar de citrato como fuente Unica de carbono para el
metabolismo y el crecimiento con alcalinidad resultante. Prueba para la identificacion
de la familia Enterobacteriaceae y de bacterias no fermentadoras.

Conservacion y almacenamiento de pruebas bioquimica  s: En frasco cerrado se
deben almacenar de 15 a 25°C, hasta 5 afios, con po ca humedad y protegidos de la
luz solar directa. Nunca se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra
fuente de calor o vapor. Una vez preparados se debe mantener en refrigeracion de 2
a 8° C hasta antes de tres meses.

Control de calidad de pruebas bioquimicas: El control de la calidad de los medios
en tubo deben presentar una etiqueta que indique en forma clara el contenido, fechas
de preparacion y vencimiento, cada lote debe ser sometido a incubacion, y realizar el
control en forma visual, observan la ausencia o presencia de crecimiento bacteriano en
48 horas, en caso contrario guardar el lote de medios preparados de 2 a 8°C.

6. METODOLOGIA: Lapreparacion de pruebas bioquimicas se realiza teniendo
en cuenta las indicaciones que vienen en el envase del medio a preparar como
la rehidratacién, pesaje, esterilizacion.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Leer el envase del polvo para la
preparacion de Medio Citrato de
Simmons, segun la cual se debe
suspender 24.3 g del polvo en un litro de
agua destilada.

Lectura de las indicaciones Realizar el calculo de la cantidad de
medio de cultivo necesario, tanto del polvo
como del agua destilada, a través de una
regla de tres.

Colocar una luna de reloj de vidrio sobre
la balanza y tarar. Pesar la cantidad
necesaria de polvo de preparacion.
Colocar el polvo del medio, ya pesado en
el matraz Erlenmeyer. Limpiar la luna de
reloj de vidrio con agua destilada que

2 Pesaje




también se vierte dentro del matraz para
que sea mas exacta la preparacion.
Anadir el agua destilada necesaria para
completar el volumen requerido.

Revolver la mezcla utilizando la varilla de
agitacion tratando de no dejar grumos.

Disolucion del polvo a
través de una fuente de
calor

Se coloca el matraz a calentar. Cuando la
solucion este homogénea, se retira de la
fuente de calor.

Esterilizacion del medio de
cultivo

Con algodén hidréfobo se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar el algoddén
compacto. Colocar un papel sobre la
boca del matraz y ajustar con un elastico.
Esterilizar en autoclave a por 15 minutos a
121 °C.

Distribucion del medio de
cultivo.

Distribuir 3 ml del medio en tubos de
ensayo estériles siguiendo la técnica
aséptica. Estos deben estar tapados con
algodon estéril o tapones. Los tubos no
pueden ser destapados a menos que sea
entre los mecheros o dentro de la cabina
de flujo laminar. Luego de verter el medio
en los tubos a estos se lo inclina para que
formen un pico de flauta. Ya sélidos, se
tapan adecuadamente, previo a este
procedimiento se coloca el material a
utilizar en la cabina de seguridad biolégica
durante 30 minutos en UV.

Control de calidad de los
medios de cultivo

Realizar el control de calidad de los
medios de cultivo, retirando 1 al 5% de la
partida y colocando en incubacion con
una temperatura de 35°-37°C durante 48
horas; si aparecen contaminantes en el
medio, se debe adquirir una partida
nueva.

Almacenamiento y
conservacion

Colocar los medios en una gradilla.
Roturar con nombre y fecha el lote del
medio de cultivo preparado.

Almacenar y conservar a una temperatura
de 2- 8°C, hasta que el medio sea
utilizado.

Método de inoculacion en el
medio.

Sembrar: puncion y estria en pico de
flauta con un pequeiia colonia de
crecimiento del microorganismo.

Incubaciéon del medio

Colocar en incubacion de 35 a 37°C por
24 horas.




10

La produccion de un color azul en el
medio indica la presencia de productos

Lectura de resultados alcalinos y es un resultado positivo; y en
caso de no haber viraje de color es
negativo.
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Anexo N° 16
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-MTSI
CEDAMAZ-ASH UNL-012

LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TIiTULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION E INOC ULACION DEL
MEDIO TRIPLE AZUCAR HIERRO: TSI

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del medio
de cultivo: Triple azlcar hierro (TSI), como prueba bioquimica para la identificacién
bacteriana.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar: Sustancia mucilaginosa que se extrae de algunas algas rojas o rodoficeas,
frecuentes en el Océano Atlantico, Pacifico e Indico. Es una sustancia amorfa. Se
emplea como medio de cultivo en bacteriologia, como apresto de sedas, como
sustituto de la gelatina, etc.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccién (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccion de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para que el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio
debe incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que
se quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente
de energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las



bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autotrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heterétrofas.

Prueba bioquimica: consisten en distintos test quimicos aplicados a medios
biolégicos, los cuales, conocida su reaccion, nos permiten identificar distintos
microorganismos presentes. La identificacion bioquimica se fundamenta demas en las
caracteristicas metabdlicas especificas de cada microorganismo, gracias a ello se lo
determina segun el grupo, género o especie.

Agar triple azdcar Hierro (TSI): TSI se usa para determinar si un bacilo gramnegativo
utiliza la glucosa y lactosa o la sacarosa de manera fermentativa y forma sulfuro de
hidrogeno (H,S). El TSI contiene 10 partes de lactosa, 10 partes de sacarosa, 1 parte
de glucosa y peptona. El rojo fenol y el sulfato ferroso funcionan como indicadores de
acidificacion y formacion de H,S, respectivamente. La formaciéon de CO, e H,
(hidrogeno gaseoso) es indicada por la presencia de burbujas o grietas en el agar o
por la separacion del agar de los lados o el fondo del tubo. La produccién de H,S
requiere un medio acido y se manifiesta por un color negro del medio en el fondo del
tubo.

Conservacion y almacenamiento de pruebas bioquimica  s: En frasco cerrado se
deben almacenar de 15 a 25°C, hasta 5 afios, con po ca humedad y protegidos de la
luz solar directa. Nunca se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra
fuente de calor o vapor. Una vez preparados se debe mantener en refrigeracion de 2
a 8° C hasta antes de tres meses.

Control de calidad de pruebas bioquimicas: El control de la calidad de los medios
en tubo deben presentar una etiqueta que indique en forma clara el contenido, fechas
de preparacion y vencimiento, cada lote debe ser sometido a incubacion, y realizar el
control en forma visual, observan la ausencia o presencia de crecimiento bacteriano en
48 horas, en caso contrario guardar el lote de medios preparados de 2 a 8°C.

6. METODOLOGIA: Lapreparacion de medios de cultivo se realiza teniendo en
cuenta las indicaciones que vienen en el envase del medio de cultivo a preparar
como la rehidratacién, pesaje, esterilizacion.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se lee el envase del polvo de la
preparacion de Agar Triple azUcar hierro
TSI. (Casa Comercial HIMEDIA), segun el
cudl por cada 1 litro de preparacion deben
haber 6.5 g de polvo de preparacion.

Realizar el célculo de la cantidad de medio
de cultivo necesario, tanto del polvo como

1 Lectura de las indicaciones.




del agua destilada, a través de una regla
de tres.

Pesaje.

Se coloca una luna de reloj de vidrio sobre
la balanza y se tara. Se pesa la cantidad
necesaria de polvo de preparacion. Se
introduce el polvo ya pesado en el matraz
erlenmayer y se limpia la luna de reloj de
vidrio con agua destilada que también se
vierte dentro del matraz para que sea mas
exacta la preparacion. Anadir agua
destilada hasta el volumen requerido.
Revolver la mezcla utilizando la varilla de
agitacién tratando de no dejar grumos.

Disolucion del polvo a través
de una fuente de calor.

Se coloca el matraz a calentar. Cuando la
solucion este homogénea, se retira de la
fuente de calor.

Esterilizacion del medio de
cultivo.

Con algodon hidréfobo se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar el algoddn
compacto. Se coloca un papel sobre la
boca del matraz y se ajusta con un
elastico. Se escribe en el papel el tipo de
medio de cultivo que se ha preparado. Se
lleva a autoclave a 121° C. Se retira del
autoclave con cuidado y teniendo todas las
precauciones de su uso.

Distribucion del medio de
cultivo.

Distribuir 3 ml del medio en tubos de
ensayo  estériles siguiendo la técnica
aseéptica. Estos deben estar tapados con
algodén estéril o tapones. Los tubos no
pueden ser destapados a menos que sea
entre los mecheros o dentro de la cabina
de flujo laminar. Luego de verter el medio
en los tubos a estos se lo inclina para que
formen un pico de flauta. Ya sélidos, se
tapan adecuadamente, previo a este
procedimiento se coloca el material a
utilizar en la cabina de seguridad biologica
durante 30 minutos en UV.

Control de calidad de los
medios de cultivo.

Realizar el control de calidad de los
medios, retirando 1 al 5% de la partida y
colocandolo en un incubador bacteriol6gico
a 35° C durante 48 horas; si aparecen
contaminantes en el medio, se debe
adquirir una partida nueva.

Almacenamiento y
conservacion.

Colocar los medios en una gradilla. Rotular
con nombre y fecha el lote del medio de
cultivo preparado. Almacenar y conservar




a una temperatura de 2- 8°C, hasta que el
medio sea utilizado.

Con un asa recta se toca la parte superior
de una colonia bien aislada. Se siembra en
Método de inoculacion en el TSI primero por puncién a través del centro

medio. del medio hasta el fondo del tubo y
después por formacién de estrias en la
superficie del agar inclinado.

Se deja la tapa floja y se incuba el tubo a
Incubacion del medio 35 °C en aerobiosis por un tiempo de 18 a
24 horas.

10

Agar inclinado alcalino/sin cambio de color
en el fondo (K/NC) = no utilizador de la
glucosa, lactosa y la sacarosa; esto puede
registrarse como K/K (agar inclinado
alcalino/fondo alcalino). Agar inclinado
alcalino/fondo é&cido (K/A)= fermentacion
de la glucosa solamente.

Lectura de resultados Agar inclinado acido/fondo acido (A/A)=
fermentador de la glucosa, la sacarosa o la
lactosa.

La formacion de CO; e H, es indicada por
la presencia de burbujas o grietas en el
agar. La produccion de H,S se manifiesta
por un color negro del medio en el fondo
del tubo.

8. BIBLIOGRAFIA:

Agar. (http://es.wikipedia.org/wiki/Agar-agar). Consultado el 24 de Noviembre
del 2011.

Betty A. Forbes. Bailey & Scott; Diagnostico microbiologico. 122 Edicion.
Editorial Médica Panamericana, S. A. 2009. Pag. 93, 245.

Medio de Cultivo.
(http://www.juntadeandalucia.es/averroes/iesvicen/depart/biolog/pdf/p11.pdf)
Consultado el 24 de Noviembre del 2011.

Garcé, A. Preparacion de medios de cultivo
(http://www.ucv.ve/fileadmin/user_upload/facultad_farmacia/catedraMicro/10_P
reparaci%C3%B3n_de_medios_de_cultivo.pdf) Publicado en el 2008.
Consultado el 26 de Noviembre del 2011.

Alvarez, M. Manual de técnicas en Microbiologia Clinica. 1™ Edicién. Marzo
1995. Pag. 38.

Gamazo, C. Manual practico de Microbiologia. 3" ediciéon. Barcelona-Espafia.
MASSON S.A. 2005. P4g. 9,10 y 43.

Preparacion de medios de cultivo.
(http://www.ecologia.unam.mx/laboratorios/evolucionmolecular/images/file/Clas
eProcariontes/Alejandra/Pr9%C3%Alctica%204%20%20Medios%20de%?20culti
vo.pdf) Consultado el 27 de Noviembre del 2011.

Organizacién Mundial de la Salud Ginebra. Métodos Basicos de Laboratorio en
Bacteriologia Clinica. 1993. Pag. 10.

Elaborado por: Andrea Alvarado, Jéssica Castro, Angélica
Narvaez, Guadalupe Rivera, Daniela Cérdova / Afio 2011




Anexo N° 17

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
CEDAMAZ-ASH PR-MSIM
LABORATORIO DE FITOQUIMICA UNL-013

PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION E INOC ULACION DEL
MEDIO SULFURO INDOL MOVILIDAD (SIM).

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del medio
de cultivo: Sulfuro Indol Movilidad (SIM), como prueba bioquimica para la
identificacion bacteriana.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar: Sustancia mucilaginosa que se extrae de algunas algas rojas o rodoficeas,
frecuentes en el Océano Atlantico, Pacifico e Indico. Es una sustancia amorfa. Se
emplea como medio de cultivo en bacteriologia, como apresto de sedas, como
sustituto de la gelatina, etc.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccién (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccion de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para que el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio
debe incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que
se quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente
de energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las
bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autotrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heterotrofas.

Prueba bioquimica: consisten en distintos test quimicos aplicados a medios
biolégicos, los cuales, conocida su reaccion, nos permiten identificar distintos
microorganismos presentes. La identificacion bioguimica se fundamenta demas en las



caracteristicas metabdlicas especificas de cada microorganismo, gracias a ello se lo
determina segun el grupo, género o especie.

Prueba de Sulfuro Indol Movilidad (SIM):  Determinar si un organismo es movil o
inmovil, si es capaz de liberar acido sulfhidrico por accién enzimética de los
aminoacidos que contienen azufre produciendo una reaccion visible de color negro y
por ultimo la capacidad de desdoblar el indol de la molécula triptéfano, ademas que la
consistencia del medio permite la observacion de la movilidad de algunas bacterias.

Conservacion y almacenamiento de pruebas bioquimica  s: En frasco cerrado se
deben almacenar de 15 a 25°C, hasta 5 afios, con po ca humedad y protegidos de la
luz solar directa. Nunca se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra
fuente de calor o vapor. Una vez preparados se debe mantener en refrigeracion de 2
a 8° C hasta antes de tres meses.

Control de calidad de pruebas bioquimicas: El control de la calidad de los medios
en tubo deben presentar una etiqueta que indique en forma clara el contenido, fechas
de preparacion y vencimiento, cada lote debe ser sometido a incubacion, y realizar el
control en forma visual, observan la ausencia o presencia de crecimiento bacteriano en
48 horas, en caso contrario guardar el lote de medios preparados de 2 a 8°C.

6. METODOLOGIA: Lapreparacion de medios de cultivo se realiza teniendo en
cuenta las indicaciones que vienen en el envase del medio de cultivo a preparar
como la rehidratacién, pesaje, esterilizacion.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se lee el envase del polvo de la
preparacion de Sulfuro IndolMovilidad SIM
(Casa Comercial HIMEDIA), segun el cual
por cada 1 litro de preparacion deben
haber 36.23 g de polvo de preparacion.
Realizar el célculo de la cantidad de medio
de cultivo necesario, tanto del polvo como
del agua destilada, a través de una regla
de tres.

1 Lectura de las indicaciones.

Se coloca una luna de reloj de vidrio sobre
la balanza y se tara. Se pesa la cantidad
necesaria de polvo de preparacion. Se
introduce el polvo ya pesado en el matraz
2 Pesaje. Erlenmeyer y se limpia la luna de reloj de
vidrio con agua destilada que también se
vierte dentro del matraz para que sea mas
exacta la preparacion. Afadir agua




destilada hasta el volumen requerido.
Revolver la mezcla utilizando la varilla de
agitacion tratando de no dejar grumos.

Disolucién del polvo a través
de una fuente de calor.

Se coloca el matraz a calentar. Cuando la
solucion este homogénea, se retira de la
fuente de calor.

Esterilizacion del medio de
cultivo.

Con algodon hidréfobo se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar el algoddn
compacto. Se coloca un papel sobre la
boca del matraz y se ajusta con un
elastico. Se escribe en el papel el tipo de
medio de cultivo que se ha preparado. Se
lleva a autoclave a 121° C. Se retira del
autoclave con cuidado y teniendo todas las
precauciones de su uso.

Distribuciéon del medio de
cultivo.

Distribuir 3 ml de medio en tubos de
ensayo estériles siguiendo la técnica
aséptica. Estos deben estar tapados con
algodén estéril o tapones. Lostubos no
pueden ser destapados a menos que sea
entre los mecheros o dentro de la cabina
de flujo laminar. Ya solidos se cierran
adecuadamente, previo a este
procedimiento se coloca el material a
utilizar en la cabina de seguridad biologica
durante 30 minutos en UV.

Control de calidad de los
medios de cultivo.

Realizar el control de calidad de los
medios, retirando 1 al 5% de la partida y
colocandolo en un incubador bacteriologico
a 35° C durante 48 horas; si aparecen
contaminantes en el medio, se debe
adquirir una partida nueva.

Almacenamiento y
conservacion.

Colocar los medios en una gradilla. Rotular
con nombre y fecha el lote del medio de
cultivo preparado. Almacenar y conservar
a una temperatura de 2- 8°C, hasta que el
medio sea utilizado.

Procedimiento de inoculacion
en el medio.

Con un asa recta se toca la parte superior
de una colonia bien aislada. Luego se
realiza una picadura en el medio en forma
vertical.

Incubacion del medio.

Se deja la tapa floja y se incuba el tubo a
35-37 °C en aerobiosis por un tiempo de 24
a 48 horas.

10

Lectura de resultados.

Acido sulfhidrico
Positivo: ennegrecimiento del medio




Negativo: sin ennegrecimiento.

Indol (afiadir 5 gotas de reactivo de
Kovacs).

Positivo: anillo rojo en la superficie del
medio.

Negativa: no se produce color.

Movilidad

Positiva: los organismos méviles migran de
la linea de siembra y se difunden en el
medio provocando turbiedad.

Negativa: crecimiento bacteriano
acentuado siguiendo la linea se siembra.
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Anexo N° 18

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
CEDAMAZ-ASH PR-MFD
LABORATORIO DE FITOQUIMICA UNL- 014

PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL ME DIO DE
FENILALANINA DESAMINASA.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del
medio de fenilalanina desaminasa, como prueba bioquimica para la identificacion
bacteriana.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Agar: Sustancia mucilaginosa que se extrae de algunas algas rojas o rodoficeas,
frecuentes en el Océano Atlantico, Pacifico e Indico. Es una sustancia amorfa. Se
emplea como medio de cultivo en bacteriologia, como apresto de sedas, como
sustituto de la gelatina, etc.

Cultivo: Es el proceso de crecimiento de microorganismos mediante la toma de
bacterias de un sitio de infeccién (el ambiente in vivo) por métodos de recoleccion de
muestra y crecimiento en un medio ambiente artificial en el laboratorio (in vitro).

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o sélida que puede utilizarse en el
laboratorio para el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio debe
incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que se
quiere cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente de
energia y otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las
bacterias varian desde los sencillos compuestos inorganicos de las autotrofas hasta
las complicadas vitaminas y factores de crecimiento de algunas heterotrofas.

Prueba bioquimica: consisten en distintos test quimicos aplicados a medios
biolégicos, los cuales, conocida su reaccién, nos permiten identificar distintos
microorganismos presentes. La identificacion bioguimica se fundamenta demas en las
caracteristicas metabdlicas especificas de cada microorganismo, gracias a ello se lo
determina segun el grupo, género o especie.



Agar fenilalanina: Medio que contiene fenilalanina, empleado para determinar la
presencia de la enzima fenilalanina desaminasa en las bacterias. El acido fenilpiravico
resultante se detecta mediante la adicion de cloruro férrico con el cual se forma un
gquelato de color verdoso entre el acido fenil piravico y los iones Fe3+. Ademas el
medio de cultivo, el extracto de levadura aporta los nutrientes necesarios para el
adecuado desarrollo bacteriano.

Conservacion y almacenamiento de pruebas bioguimica  s: En frasco cerrado se
deben almacenar de 15 a 25°C, hasta 5 afios, con po ca humedad y protegidos de la
luz solar directa. Nunca se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra
fuente de calor o vapor. Una vez preparados se debe mantener en refrigeracion de 2
a 8° C hasta antes de tres meses.

Control de calidad de pruebas bioquimicas: El control de la calidad de los medios
en tubo deben presentar una etiqueta que indique en forma clara el contenido, fechas
de preparacion y vencimiento, cada lote debe ser sometido a incubacion, y realizar el
control en forma visual, observan la ausencia o presencia de crecimiento bacteriano en
48 horas, en caso contrario guardar el lote de medios preparados de 2 a 8°C.

6. METODOLOGIA: Lapreparacion del agar de fenilalanina se realiza teniendo en
cuenta las indicaciones que vienen en el envase del medio de cultivo a
preparar como la rehidratacion, pesaje, esterilizacion.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se lee el envase del polvo para la
preparacion de Agarfenilalanina
desaminasa,segin la cual se debe
suspender 23 g del polvo en un litro de
agua destilada.

Lectura de las indicaciones. Realizar el calculo de la cantidad de
medio de cultivo necesario, tanto del polvo
como del agua destilada, a través de una
regla de tres.

Se coloca una luna de reloj de vidrio sobre
la balanza y se tara. Se pesa la cantidad
necesaria de polvo de preparacién. Se
introduce el polvo ya pesado en el matraz
Erlenmeyer y se limpia la luna de reloj de
2 Pesaje. vidrio con agua destilada que también se
vierte dentro del matraz para que sea mas
exacta la preparacion. Afadir agua




destilada hasta el volumen requerido.
Revolver la mezcla utilizando la varilla de
agitacion tratando de no dejar grumos.

Disolucién del polvo a
través de una fuente de
calor.

Se coloca el matraz a calentar. Cuando la
solucion este homogénea, se retira de la
fuente de calor.

Esterilizacion del medio de
cultivo.

Con algodoén hidréfobo se tapa el matraz,
teniendo cuidado de dejar el algodén
compacto. Se coloca un papel sobre la
boca del matraz y se ajusta con un
elastico.

Se escribe en el papel el tipo de medio de
cultivo que se ha preparado. Esterilizar en
autoclave a 121 °C.

Distribucion del medio de
cultivo.

Distribuir 3 ml del medio en tubos de
ensayo estériles siguiendo la técnica
aséptica. Estos deben estar tapados con
algodon estéril o tapones. Los tubos no
pueden ser destapados a menos que sea
entre los mecheros o dentro de la cabina
de flujo laminar. Luego de verter el medio
en los tubos a estos se lo inclina para que
formen un pico de flauta. Ya sélidos, se
tapan adecuadamente, previo a este
procedimiento se coloca el material a
utilizar en la cabina de seguridad biol6gica
durante 30 minutos en UV.

Control de calidad

Realizar el control de calidad retirando 1
al 5% de la partida y colocandolo en un
incubador bacteriolégico a 35° C durante
48 horas; si aparecen contaminantes en el
medio, se debe adquirir una partida
nueva.

Almacenamiento y
conservacion.

Colocar los medios en una gradilla.
Rotular con nombre y fecha el lote del
medio de cultivo preparado. Almacenar y
conservar a una temperatura de 2- 8°C,
hasta que el medio sea utilizado.

Procedimiento de
inoculaciéon en el medio.

Con un asa recta se toca la parte superior
de una colonia bien aislada.

Sembrar con asa por agotamiento,
estriando la superficie del medio.

Incubaciéon del medio

Se deja la tapa floja y se Incuba de 18 a
24 horas a 35-37 C, en aerobiosis.

10

Lectura de resultados

El analisis de los resultados debe
realizarse dentro de los primeros 5




minutos.

Positivo: desarrollo de color verde pélido
a intenso en el pico de flauta y en el
liguido de condensacion.

Negativo: sin cambios de color. El medio
permanece amarillo debido al color del
reactivo cloruro férrico.
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Anexo N° 19

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-PC-
CEDAMAZ-ASH UNL -015
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1 TITULO: PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR LA PRUEBA DE LA CATALASA.

2 OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la realizacion de la
catalasa, como prueba bioquimica para la identificacion bacteriana.

3 ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4 RESPONSABLES:
Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5 DEFINICIONES:
Prueba de la catalasa : La enzima catalasa permite la liberacion de agua y oxigeno a

partir del peréxido de hidréxido, su presencia se determina por andlisis directo de un
cultivo bacteriano.

6 METODOLOGIA: La prueba de la catalasa se realiza en placa con una gota de
peroxido de hidrogeno mas la colonia a analizar.

7 DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se debe tener listo un porta objetos, lapiz
Preparacion del material. graso, un hisopo, agua oxigenada y la
1 colonia en la se va ha ser el estudio.

Colocar una gota o 50ul de agua oxigenada
en el porta objetos luego con la punta de un
hisopo coger de una a dos colonias y

Suspension de la cepa.

2
mezclar.
Catalasa positiva: produccion rapida de
Interpretacion del burbujas (efervescencia) cuando el desarrollo
3 resultado bacteriano se mezcla con una solucion de

peréxido de hidrégeno. Catalasa negativa:




no se observa la produccién de burbujas
cuando se mezcla la bacteria con el perdxido
de hidrogeno.

Nota: Dado que la prueba de catalasa es
clave para el esquema de identificacion de
muchos microorganismos grampositivos, la
Interpretacién debe hacerse con cuidado. Por
ejemplo, los estafilococos son positivos para
catalasa, mientras que los estreptococos y
los enterococos son negativos.

8 BIBLIOGRAFIA:
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Anexo N° 20

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
CEDAMAZ-ASH PR-PC
LABORATORIO DE FITOQUIMICA UNL .- 016
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1 TITULO: PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR LA PRUEBA DE LA
COAGULASA.

2 OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la realizacion de la
prueba de la coagulasa, como prueba bioquimica para la identificacién bacteriana.

3 ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4 RESPONSABLES:
Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5 DEFINICIONES:

Prueba de la coagulasa: La coagulasa libre o no fijada parece formar un complejo
con la protrombina para dar un producto parecido a la trombina. Esta forma de
coagulasa sirve de base para la prueba de coagulasa en tubo. Permite diferenciar
Staphylococcus aureus, que es coagulasa positivo.

6 METODOLOGIA: prueba en tubo donde se coloca plasma y colonias de la bacteria
en estudio para diferenciar el tipo de bacteria que se esta estudiando.

7 DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Tubo de ensayo, lapiz graso, plasma, asa,

1 Preparacion del material. incubadora y cepa en estudio.

Colocar 0.5ml de plasma en el tubo de
ensayo luego con el asa coger de dos a tres
colonias y suspender en el tubo, dejar
reposar en la incubadora a 37°C por 24
horas, en la mayoria de los casos si la
bacteria es coagulasa positiva después de
una incubacion de 4 horas ya se observa el
coagulo.

Suspensién de la cepa.




., Coagulasa positiva: formacién del coagulo.
Interpretacion del .
Coagulasa negativa: no se observa la
resultado. .,
3 formacion del coagulo.

BIBLIOGRAFIA:

e« Gamazo Carlos, Lépez Ignacio. Manual Practico de Microbiologia. Exposicion
Barcelona-Espafia. 3 Edicién. Editorial MASSON S.A. Afio 2005.Pag 195-
208.

e John Bernard Henry. Diagnéstico y Tratamiento Clinicos por el Laboratorio.
Parte VI Microbiologia Médica. 92Edicion. Editorial Masson-Salvat Medicina.
Pag.1070.

Elaborado por: Andrea Alvarado, Jéssica Castro, Angélica
Narvaez, Guadalupe Rivera, Daniela Cérdova / Afio 2011



Anexo N° 21

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-PIM
CEDAMAZ-ASH UNL-017
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE PRU EBA DE
IDENTIFICACION MICOTICA: KOH

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la realizacion de la
prueba de identificacion de levaduras: KOH

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la
UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Diagnostico microscopico directo: medio mas simple y rapido de detectar una
infeccidon fangica. Este método proporciona un diagnostico definitivo si se observa
elementos flngicos comunes tales como: esporas, levaduras, hifas, micelios, conidios,
artrosporas, blastosporas, clamidosporas, etc.

KOH: Examen directo que permite observar la morfologia celular de los elementos
micéticos y su pigmento. Se suelen utilizar en dos concentraciones, una mas fuerte del
20-30% para uilas 0 muestras muy queratinizadas, y al 10% para el resto de muestras.
El KOH disuelve répidamente las células permitiendo digerir material proteico,
observando con mayor nitidez los elementos fungicos, su efecto de clarificar puede
incrementarse al calentar a la llama ligeramente la preparacién. Adicionalmente, se
puede emplear colorante para pigmentar la pared de los hongos y mejorar la
visualizacion.

6. METODOLOGIA: El procedimiento para realizar la prueba de identificacion de
hongos KOHse realiza tomando en cuenta la preparacion en fresco, enfoque
microscopico y visualizacion.



7. DESARROLLO:

ITEM

ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

En una placa portaobjetos colocar una
gota de KOH a la concentracion requerida
(10-20%), con un asa previamente
flameada tomar una colonia y suspender
en la gota de KOH, colocar un
cubreobjetos, llevar al microscopio.

Procedimiento

Enfocar y observar con lente de 10x a fin
Enfoque de observar los elementos micoticos, para
diferenciar con un aumento de 40x.

Céandida  albicans: células  ovales
levaduriformes de 1 a 4 um, con paredes
finas. Seudohifas que son células
alargadas de levadura que permanecen
unidas entre si. A veces se puede
observar hifas con mudltiples septos vy
pueden surgir blastosporas (levaduras) en
forma ovoide gemantes a hifas.

Observacién microscépica

8. BIBLIOGRAFIA:

MSP. Instituto Nacional de Salud. Manual de procedimientos y Técnicas de
laboratorio para la Identificacion de los principales Hongos oportunistas
causantes De micosis humanas. PERU 2007 P4g. 28

Bailey & Scott. Diagnostico microbiolégico. Editorial medica panamericana. 112
edicién. Madrid 2007 P4g. 821

Elaborado por: Andrea Alvarado, Jéssica Castro, Angélica
Narvaez, Guadalupe Rivera, Daniela Cérdova / Afio 2011



Anexo N° 22

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-PTF-
CEDAMAZ-ASH UNL- 019
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DEL TE ST DE
FILAMENTACION.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la realizacion del test de
filamentacion.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Diseiar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Tubo germinal: También llamado test de filamentacion se define con un apéndice que
tiene la mitad de ancho y 3 a 4 veces la longitud de la célula levaduriforme a partir de
la que se origina.

Suero: Parte de la sangre que permanece liquida después de haberse producido la
coagulacion.

Suspensién: Accion y efecto de suspender o disolver.
6. METODOLOGIA: El test de filamentacion es el método mas utilizado, el que se

realiza mediante la suspension de un indculo en suero para la identificacion de
Candidaalbicans.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Colocar un inoculo muy pequefio de una
1 Suspensién del indculo. colonia aislada en 0,5 ml de suero.




Incubar de 35 a 37°C durante no mas de 3
horas.

Después de la incubacion se extrae una
gota de la suspension y colocarla sobre un
porta y cubre objetos. Observar al
microscopio con el lente de 40x.

2 Incubacién

3 Observacién microscépica

8. BIBLIOGRAFIA:
e Bailey & Scott: Diagnostico microbiolégico. 12°Ed. Editorial medica
panamericana. Buenos Aires 2009: p. 825.
e Koneman. Diagnostico microbiolégico. 62Ed. Editorial Médica Panamericana.
2008: p. 1165.

Elaborado por: Andrea Alvarado, Jéssica Castro, Angélica
Narvaez, Guadalupe Rivera, Daniela Cérdova / Afio 2011



Anexo N° 23

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-PTG
CEDAMAZ-ASH UNL-018
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA TINCION DE
GRAM.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la realizacion de la
tincion de gram.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Frotis: Preparacion para examen microscopico, generalmente cultivos bacterianos, en
la que estas sustancias se disponen sobre un portaobjeto con ayuda de otro, de
manera que forman una capa muy fina.

Tincién: Accion y efecto de tefiir con Colorantes o Soluciones.

Fijacion: Accién y efecto de fijar, pasando el portaobjetos tres veces a través de la
llama del mecherode Bunsen.

Solucién Colorante: Es de naturaleza basica, el compuesto de este tipo mas utilizado
es el cristal violeta que tifie bacterias gram positivas y negativas.

Solucién Mordiente: Se combina con el primer colorante y forma un complejo que es
insoluble, el mordiente empleado es la solucién de Yodo.

Agente Decolorante: Es un disolvente organico alcohol cetona. Mientras que este
tratamiento decolora a las bacterias gram negativas.

Colorante de Contraste: Es un colorante basico de distinto color que el primer
colorante. El colorante de contraste mas utilizado es la safranina, este colorante tefiira
solo a las bacterias gram negativas.



METODOLOGIA: La tincion de gram se realiza mediante la extension sobre un
portaobjetos de una colonia bacteriana con una gota de agua estéril, se deja secar,
fijar y se tifie con varios colorantes.

DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Colocar una gota de agua estéril sobre un
porta objetos, con wuna asa estéril
Preparacion del frotis. suspender una colonia bacteriana. Dejar
secar al ambiente. Fijar el frotis pasando
por el mechero de Bunsen. Dejarlo enfriar
antes de aplicar la tincion.

La tincion de gram requiere la utilizacién
2 Tincion de gram. de cuatro soluciones en el siguiente
orden:

Cubrir el frotis con cristal violeta dejando
que el colorante actué por un minuto.
Enjuagar suavemente la preparacion con
agua corriente y dejar escurrir.

2.1 Primer colorante.

Cubrir el frotis con solucion de lugol
dejando que el colorante actué por un
minuto. Enjuagar  suavemente la
preparacion con agua corriente.

2.2 Solucién mordiente

Cubrir el frotis con alcohol cetona por un
minuto. Enjuagar  suavemente la
preparacion con agua corriente.

53 Agente decolorante

Cubrir el frotis con solucién de Safranina
dejando que el colorante actué por un

Colorante de contraste .J d . P

2.4 minuto. Enjuagar  suavemente la

preparacion con agua corriente y dejar

secar la preparacion al aire libre.

BIBLIOGRAFIA:

« Keith J. Bacteriologia Clinica. Edicién original. Barcelona: Masson S.A; 2005: p.
9 -10.

* OPS. Manual de técnicas bésicas para un laboratorio de salud. Capitulo VII p:
321- 322.

Elaborado por: Andrea Alvarado, Jéssica Castro, Angélica
Narvaez, Guadalupe Rivera, Daniela Cérdova / Afio 2011



Anexo N° 24

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-PN5-ME
CEDAMAZ-ASH UNL -020
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1 TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL PATRO N N.- 5 DE
LA ESCALA DE MAC FARLAND.

2 OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la preparacion del
Patron N°. 5 de Mac Farland.

3 ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4 RESPONSABLES:
Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5 DEFINICIONES:

Absorbancia: es la cantidad de intensidad de luz que absorbe una muestra. Las
medidas de absorbancia son frecuentemente usadas en quimica analitica, ya que la
absorbancia es proporcional al grosor de una muestra y la concentracion de la
sustancia en ésta, en contraste a la transmitancia 1/10, la cual varia exponencialmente
con el grosor y la concentracion.

Densidad éptica: es la absorcion de un elemento 6ptico por unidad de distancia, para
una longitud de onda dada.

Patron Mac Farland: es una escalade turbidez, cuya finalidad es establecer una
relacion entre una precipitacion quimica y una suspensioén bacteriana. Es la més
usada, y se prepara mezclando diferentes volimenes de &cido sulfarico al 1% y de
cloruro de bario al 1.175%, para obtener soluciones con densidades O&pticas
especiales.El estandar 0.5 de Mac Farland, proporciona una densidad O6ptica
comparable a la densidad de una suspension bacteriana de 1.5 x 10° unidades
formadoras de colonias (UFC)/ml.

6 METODOLOGIA: la preparacion del Patrén Mac Farland se realiza a través de la
mezcla de diferentes volimenes de Acido Sulfdrico al 1% (V/V) y de Cloruro de
Bario al 1.175% (p/V), para obtener soluciones con densidades 6pticas
especificas.



7 DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO
En una gradilla disponer de un tubo de
Preparacion del material. ensayo de 10ml totalmente estéril,
1 rotularlo.
Afadir una solucion al 1% de Cloruro de
Bario Anhidrido y una solucion al 1% (en
volumen) de Acido Sulfarico
quimicamente puro, segun el siguiente
Mezcla de los reactivos de tabla:
acuerdo a la tabla N.- 1. Tabla N.- 1
2 TuboN. | Cl.bBa | SOH; | U.F.C/m
(1%) (1%) I
5 0.5 99.5 1.5x10°
Encender el espectrofotdmetro utilizando
un filtro de 625nm. Colocar la suspension
Calibracion del Patron N. 5 en una cubeta estéril. Se procede a medir
de Mc Farland por la turbidez, la misma que debe oscilar
3 espectrofotometria. entre 0.085 y 0.10. Es conveniente
verificar mensualmente la turbidez de
dicho Patron.
Sellar los tubos y mantenerlos en
refrigeracion.
Cuando el fino precipitado blanco de
Almacenamiento y Sulfato de Bario se sacude, cada tubo
conservacion. posee wuna densidad diferente que
corresponde aproximadamente a cada
4 suspension bacteriana.

8. BIBLIOGRAFIA:

Gamazo Carlos, Lopez Ignacio. Manual Practico de Microbiologia. Exposicion
Barcelona-Esparfia. 3" Edicion. Editorial MASSON S.A. Afio 2005.P4ag.45-121-

122-123.

Bailey & Scott. Diagnostico Microbiol6gico. Onceava Edicion. Editorial Médica
Panamericana. Ao 2004 Buenos Aires. Pag.238-240.

Elaborado por: Solmayra Agreda, Tannya Ledn, Diana Montafio,
Liseth Cueva, Karla Montalvo / Afio 2010

Actualizacion: Andrea Alvarado, Jéssica Castro,

Angélica

Narvaez Griadaliine Rivera Daniela CaArdova / Afin 2011




Anexo N° 25

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-IN
CEDAMAZ-ASH UNL.-021
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1 TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL INOCU LO.
2 OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para preparacién del in6culo.

3 ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4 RESPONSABLES:
Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5 DEFINICIONES:
Inéculo: Es la cantidad o numero de microorganismos infectantes que son

introducidos accidental o voluntariamente en los tejidos vivos o en medios de cultivos
especiales.
Control de calidad del in6culo:  Toma en cuenta varias consideraciones:
« La cantidad de inéculo debe estar estandarizada por una técnica reconocida de
modo que los controles sean comparables y reproducibles.
* No deje pasar mas de 15 minutos después de preparar el indculo.

» Verificar que la solucién salina no este contaminada, debe estar totalmente
esteral.

6 METODOLOGIA: El in6culo se prepara por suspension de las cepas en solucion
salina, equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland (10° UFC/ml).

7 DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se utilizara una cepa joven (Protocolo 13-
17), disponer de 1 tubo de ensayo, un
Preparacion del material. aplicador y una cubeta para
1 espectrofotdbmetro, solucién salina. Todo el
material a utilizar debe encontrarse estéril.
Colocar de 3 a 5 ml (de acuerdo a la
necesidad) de solucién salina en un tubo
esteril.

Suspension de la cepa en Utilizando un aplicador (estéril), tomar de




la solucién salina.

cuatro a cinco colonias de la cepa
seleccionada, de forma suave y tocando
solamente la punta del aplicador.
Suspenderlas en la solucion salina al 0,85%,
para lograr una suspension turbia. Mezclar
bien y tapar el tubo.

Estandarizacion visual de
la turbidez del in6culo.

Comparar la turbidez de la suspension del
microorganismo con el Patron No. 5 de Mac
Farland, para lo cual se debe colocar juntos
la suspension bacteriana y el tubo de Mac
Farland, observandolos contra un fondo de
rayas negras. Es muy importante agitar bien
los tubos antes de realizar este paso.

Verificar la turbidez de la
suspension a través del
turbidimetro.

Es conveniente ademas el uso de un
instrumento como el turbidimetro para
realizar el control de calidad. Encender el
turbidimetro utilizando un filtro de 625nm.
Colocar el inéculo en una cubeta estéril. Se
procede a medir la turbidez, la misma que
debe oscilar entre 0.085 y 0.10, adecuada
para realizar el antibiograma. Si la
suspension bacteriana no presenta
inicialmente la turbidez deseada, se la puede
diluir o agregarle mas microorganismos,
segun sea necesario.

8. BIBLIOGRAFIA:

Gamazo Carlos, Lépez Ignacio. Manual Practico de Microbiologia. Exposicion
Barcelona-Esparia. 3" Edicion. Editorial MASSON S.A. Afio 2005.P4ag.45-121-

122-123.

Bailey & Scott. Diagnostico Microbiolégico. Onceava Edicion. Editorial Médica
Panamericana. Afio 2004 Buenos Aires. Pag.238-240.

Elaborado por: Solmayra Agreda, Tannya Ledn, Diana Montafio,
Liseth Cueva, Karla Montalvo / Afio 2010

Actualizacion: Andrea Alvarado, Jéssica Castro,

Angélica

Narvaez Guradaliine Rivera Daniela Cardova / Afio 2011




Anexo N° 26

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-VSA-
CEDAMAZ-ASH UNL-022
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: VIABILIZACION Y CONSERVACION DE Staphylococcus aureus

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la viabilizacion y
conservacion de Staphylococcus aureus.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Cultivo Microbiano: Son mezclas de sustancias que proporcionan en forma
asimilable un medio 6ptimo de elementos fisicos, quimicos, y nutritivos adecuados
para el crecimiento y multiplicacion de células y microorganismos; es empleado como
un método fundamental para el estudio de las bacterias y hongos.

Crecimiento Microbiano : Es el aumento del nimero de microorganismos a lo largo
del tiempo, el incremento de la poblacion y de la masa total de todo el conjunto de la
poblacion.

Fase Exponencial: La velocidad de crecimiento es maxima. La velocidad de
crecimiento que alcanza un cultivo, depende del tipo de microorganismo que se trate y
diversos factores ambientales como son la temperatura, el pH, oxigenacion, etc.

Microorganismos Liofilizadas: Es uno de los métodos mas efectivos para la
conservacion, pues los microorganismos pueden mantener su viabilidad por afios. Una
de las principales ventajas de este método es que, una vez liofilizado, el cultivo no
necesita tratamientos especiales, solo se debe mantener en refrigeracion.

Caracterizacion De Bacterias : Se trata de la identificacién de los microorganismos
mediante la visualizacibn macroscoépicas (colonias), microscopicas (morfologia), y a
través, de la realizacibn de pruebas bioquimicas, las mismas que determinan la
actividad de una via metabdlica a partir de un sustrato que se incorpora en un medio
de cultivo y que la bacteria al crecer transforma o no.



Viabilizacién De Microorganismos : La viabilizacion de los microorganismos trata de
comprobar la viabilidad (vivos) de aquellos microorganismos que han sido rehidratados
a partir de cepas liofilizadas y sobre todo se estén multiplicando, y desarrollando sus
funciones de una manera normal.

6. METODOLOGIA: la conservacion se la realiza mediante transferencia periddica de
la Staphylococcus aureus ATCC 25923, con el fin de mantenerlas viables. (Fase

exponencial).

7. DESARROLLO:

ITEM

ACTIVIDAD

PROCEDIMIENTO

Obtencion de la
Staphylococcus
aureus ATCC 25923

Se obtiene esta cepa pura, adquirida
comercialmente la misma que se encuentran en
la asociacion American Type Culture Collection
(ATCC)

Recuperacion de

Staphylococcus
aureus ATCC 25923

Cultivo primario

1. Sacar el frasco con el vial del almacenamiento
(2-8°C), permitir que alcance la temperatura
ambiente.

2. Tomar el vial y colocar 0.5 ml de caldo de
infusion cerebro corazén, en el vial de la cepa
ATCC de S. aureus, tapar y mezclar el paquete
de bacterias con el caldo por un lapso de 10
minutos.

3. Saturar inmediatamente un hisopo con material
disuelto y transferir el material en el medio de
Chapman manitol, realizar primeramente una
descarga y con el mismo hisopo sembrar en linea
recta; luego en otro medio sembrar con asa por
agotamiento, se realiza una descarga y se estria
por toda la superficie de la placa.

4. Incubar inmediatamente el medio de Chapman
manitol inoculado, a 37°C durante 24 horas.
Después de la inoculacion, seleccionar colonias
representativas  bien  aisladas para las
transferencias indicadas.

Obtencién del cultivo
secundario de
Staphylococcus

aureus ATCC 25923

A partir del crecimiento bacteriano del cultivo
primario obtenido, realizar un pase de la bacteria
con la ayuda de un hisopo estéril, en el medio de
Chapman manitol especifico para
Staphylococcus aureus

Incubar a 37°C durante 24 horas.

Después de la inoculacion, seleccionar colonias
representativas bien aisladas para su uso
respectivo.




El Control de Calidad de Staphylococcus
aureus viabilizados se lo realiza mediante la
caracterizacion macroscopica, morfologica vy
bioguimica de estos. Este se lo realiza a partir del
cultivo primario de S. aureus.

Caracteristicas =~ Macroscopicas de las
colonias:

Pequefias, redondas, bordes enteros,
Control de Calidad de | hrominentes, y brillantes. Sus colonias son de
los  microorganismos | ¢qjor amarillo dorado intenso por la fermentacién

viabilizados Y | del manitol, inclusive el medio se torna a amarillo.

conservados
Caracteristicas Microscépicas (morfologia):
Tincibn de Gram: cocos gram positivos,
dispuestos en pares, tétradas o racimos, con
morfologia celular redonda.
Pruebas bioguimicas:
Catalasa: Positivo
Coagulasa: Positivo

BIBLIOGRAFIA:
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Anexo N° 27

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-VEC-
CEDAMAZ-ASH UNL-023
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: VIABILIZACION Y CONSERVACION DE Escherichia coli .

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la viabilizacion y
conservacion de Escherichia coli .

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Cultivo Microbiano:  Son mezclas de sustancias que proporcionan en forma
asimilable un medio 6ptimo de elementos fisicos, quimicos, y nutritivos adecuados
para el crecimiento y multiplicacion de células y microorganismos; es empleado como
un método fundamental para el estudio de las bacterias y hongos.

Crecimiento Microbiano : Es el aumento del nimero de microorganismos a lo largo
del tiempo, el incremento de la poblacion y de la masa total de todo el conjunto de la
poblacion.

Fase Exponencial :la velocidad de crecimiento es maxima. La velocidad de
crecimiento que alcanza un cultivo, depende del tipo de microorganismo que se trate y
diversos factores ambientales como son la temperatura, el pH, oxigenacion, etc.

Microorganismos Liofilizadas : Es uno de los métodos mas efectivos para la
conservacion, pues los microorganismos pueden mantener su viabilidad por afios. Una
de las principales ventajas de este método es que, una vez liofilizado, el cultivo no
necesita tratamientos especiales, solo se debe mantener en refrigeracion.

Caracterizacion de Bacterias: Se trata de la identificacion de los microorganismos
mediante la visualizacibn macroscépicas (colonias), microscopicas (morfologia), y a
través, de la realizacidbn de pruebas bioquimicas, las mismas que determinan la
actividad de una via metabdlica a partir de un sustrato que se incorpora en un medio
de cultivo y que la bacteria al crecer transforma o no.



Viabilizacién de Microorganismos : La viabilizacion de los microorganismos trata de
comprobar la viabilidad (vivos) de aquellos microorganismos que han sido rehidratados
a partir de cepas liofilizadas y sobre todo se estén multiplicando, y desarrollando sus
funciones de una manera normal.

6. METODOLOGIA: la conservacion se la realiza mediante transferencia periodica de
la Escherichia coli ATCC 25922, con el fin de mantenerlas viables. (Fase
exponencial).

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

Se obtiene esta cepa pura, adquirida
comercialmente la misma que se encuentran
depositada en la asociacion American Type
Culture Collection (ATCC)

Obtencion de la
1 Escherichia coli
ATCC 25922

1. Sacar el frasco con el vial del almacenamiento
(2-8°C), permitir que alcance la temperatura
ambiente.
2. Tomar el vial y colocar 0.5 ml de caldo de
infusion cerebro corazén, en el vial de la cepa
ATCC de E. coli, tapar y mezclar el paquete de
bacterias con el caldo por un lapso de 10
minutos.
Recuperacion de 3. Saturar inmediatamente un hisopo con material
Escherichia coli disuelto y transferir el material en el medio de
ATCC 25922 Agar Mac Conkey, realizar primeramente una
Cultivo primario descarga y con el mismo hisopo sembrar en linea
recta; luego en otro medio sembrar con asa por
agotamiento, se realiza una descarga y se estria
por toda la superficie de la placa.
4. Incubar inmediatamente el medio de Agar Mac
Conkey inoculado, a 37°C durante 24 horas.
Después de la inoculacion, seleccionar colonias
representativas  bien  aisladas para las
transferencias indicadas.

A partir del crecimiento bacteriano del cultivo
primario obtenido, realizar un pase de la bacteria
Obtencién del cultivo con la ayuda de un hISOp(? 'esterll, en el meQ|o 'de
. Agar Mac Conkey, especifico para Escherichia
secundario de .
3 Escherichia coli coli.
(o]
ATCC 25922 Incuba[ a 37°C o!urante 24 horas. . .
Después de la inoculacion, seleccionar colonias
representativas bien aisladas para su uso
respectivo.

Control de Calidad de El Control de Calidad de Escherichia coli
los microorganismos viabilizados se lo realiza mediante Ila




viabilizados y caracterizacibn macroscopica, morfologica vy
conservados bioguimica de estos. Este se lo realiza a partir del
cultivo primario de E. coli.

Caracteristicas =~ Macroscopicas de las
colonias:

Pequefias, redondas, convexas, bordes enteros,
crecimiento regular. Sus colonias son de color
rosado o rojas con halo turbio, debido a la
fermentacion de lactosa en el Agar MacConkey.

Caracteristicas Microscopicas (morfologia):
Tincién de Gram: bacilos cortos gram negativos.

Pruebas bioguimicas:

TSI: A/Afermentador de glucosa, lactosa y
sacarosa, Produccion de Gas (+), Produccion de
Acido Sulfhidrico (-)

SIM: Movilidad (+), Indol (+), Produccion de Acido
Sulfhidrico (-)

Citrato: Negativo

Lisina: Positivo

Fenilalanina: Negativo

Urea: Negativo
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Anexo N° 28

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-VKP-
CEDAMAZ-ASH UNL-024
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: VIABILIZACION Y CONSERVACION DE Klebsiella pneumoniae

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la viabilizacion y
conservacion de Klebsiella pneumoniae

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Cultivo Microbiano:  Son mezclas de sustancias que proporcionan en forma
asimilable un medio 6ptimo de elementos fisicos, quimicos, y nutritivos adecuados
para el crecimiento y multiplicacion de células y microorganismos; es empleado como
un método fundamental para el estudio de las bacterias y hongos.

Crecimiento Microbiano: Es el aumento del nimero de microorganismos a lo largo
del tiempo, el incremento de la poblacion y de la masa total de todo el conjunto de la
poblacion.

Fase Exponencial :la velocidad de crecimiento es maxima. La velocidad de
crecimiento que alcanza un cultivo, depende del tipo de microorganismo que se trate y
diversos factores ambientales como son la temperatura, el pH, oxigenacion, etc.

Microorganismos Liofilizadas : Es uno de los métodos méas efectivos para la
conservacion, pues los microorganismos pueden mantener su viabilidad por afios. Una
de las principales ventajas de este método es que, una vez liofilizado, el cultivo no
necesita tratamientos especiales, solo se debe mantener en refrigeracion.

Caracterizacion de Bacterias : Se trata de la identificacion de los microorganismos
mediante la visualizacibn macroscoépicas (colonias), microscopicas (morfologia), y a
través, de la realizacibn de pruebas bioquimicas, las mismas que determinan la
actividad de una via metabdlica a partir de un sustrato que se incorpora en un medio
de cultivo y que la bacteria al crecer transforma o no.



Viabilizacién de Microorganismos : La viabilizacion de los microorganismos trata de
comprobar la viabilidad (vivos) de aquellos microorganismos que han sido rehidratados
a partir de cepas liofilizadas y sobre todo se estén multiplicando, y desarrollando sus
funciones de una manera normal.

6. METODOLOGIA: la conservacion se la realiza mediante transferencia periodica de
la Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, con el fin de mantenerlas viables. (Fase

exponencial).

7. DESARROLLO:

ITEM

ACTIVIDAD

PROCEDIMIENTO

Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883

Se obtiene esta cepa pura, adquirida
comercialmente la misma que se encuentran en
la asociacion American Type Culture Collection
(ATCC)

Recuperacion de
Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883
Cultivo primario

1. Sacar el frasco con el vial del almacenamiento
(2-8°C), permitir que alcance la temperatura
ambiente.

2. Tomar el vial y colocar 0.5 ml de caldo de
infusion cerebro corazén, en el vial de la cepa
ATCC de K. pneumoniae , tapar y mezclar el
paquete de bacterias con el caldo por un lapso de
10 minutos.

3. Saturar inmediatamente un hisopo con material
disuelto y transferir el material en el medio de
Agar Mac Conkey, realizar primeramente una
descarga y con el mismo hisopo sembrar en linea
recta; luego en otro medio sembrar con asa por
agotamiento, se realiza una descarga y se estria
por toda la superficie de la placa.

4. Incubar inmediatamente el medio de Agar Mac
Conkey inoculado, a 37°C durante 24 horas.
Después de la inoculacion, seleccionar colonias
representativas  bien  aisladas para las
transferencias indicadas.

Obtencién del cultivo
secundario de
Klebsiella pneumoniae

ATCC 13883

A partir del crecimiento bacteriano del cultivo
primario obtenido, realizar un pase de la bacteria
con la ayuda de un hisopo estéril, en el medio de
Agar Mac Conkey, especifico para
Klebsiellapneumoniae

Incubar a 37°C durante 24 horas.

Después de la inoculacion, seleccionar colonias
representativas bien aisladas para su uso




respectivo.

El Control de Calidad de Klebsiella pneumoniae
viabilizados se lo realiza mediante la
caracterizacion macroscopica, morfologica vy
bioguimica de estos. Este se lo realiza a partir del
cultivo primario de K. pneumoniae.

Caracteristicas =~ Macroscopicas de las
colonias:

Pequefias, redondas, muy mucoides, bordes
enteros, crecimiento regular. Se observa la
fermentacion de lactosa en el Agar MacConkey

_ donde las colonias son de color rosado.
Control de Calidad de

los microorganismos
viabilizados y
conservados

Caracteristicas Microscopicas (morfologia):
Tincién de Gram: bacilos largos gram negativos.

Pruebas bioguimicas:

TSI: A/Afermentador de glucosa, lactosa y
sacarosa, Produccion de Gas (+), Produccion de
Acido Sulfhidrico (-)

SIM: Movilidad (-), Indol (-), Produccion de Acido
Sulfhidrico (-)

Citrato: Positivo

Lisina: Positivo

Urea: Positivo

Catalasa: Positivo
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Anexo N° 29

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-VPA-
CEDAMAZ-ASH UNL-025
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: VIABILIZACION Y CONSERVACION DE Pseudomona aeruginosa

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la viabilizacion y
conservacion de Pseudomona aeruginosa

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Cultivo Microbiano:  Son mezclas de sustancias que proporcionan en forma
asimilable un medio 6ptimo de elementos fisicos, quimicos, y nutritivos adecuados
para el crecimiento y multiplicacion de células y microorganismos; es empleado como
un método fundamental para el estudio de las bacterias y hongos.

Crecimiento Microbiano : Es el aumento del nimero de microorganismos a lo largo
del tiempo, el incremento de la poblacién y de la masa total de todo el conjunto de la
poblacion.

Fase Exponencial : la velocidad de crecimiento es méaxima. La velocidad de
crecimiento que alcanza un cultivo, depende del tipo de microorganismo que se trate y
diversos factores ambientales como son la temperatura, el pH, oxigenacion, etc.

Microorganismos Liofilizadas : Es uno de los métodos méas efectivos para la
conservacion, pues los microorganismos pueden mantener su viabilidad por afios. Una
de las principales ventajas de este método es que, una vez liofilizado, el cultivo no
necesita tratamientos especiales, solo se debe mantener en refrigeracion.

Caracterizacion de Bacterias : Se trata de la identificacion de los microorganismos
mediante la visualizacibn macroscoépicas (colonias), microscopicas (morfologia), y a
través, de la realizacibn de pruebas bioquimicas, las mismas que determinan la
actividad de una via metabdlica a partir de un sustrato que se incorpora en un medio
de cultivo y que la bacteria al crecer transforma o no.



Viabilizacién de Microorganismos : La viabilizacion de los microorganismos trata de
comprobar la viabilidad (vivos) de aquellos microorganismos que han sido rehidratados
a partir de cepas liofilizadas y sobre todo se estén multiplicando, y desarrollando sus
funciones de una manera normal.

6. METODOLOGIA: la conservacion se la realiza mediante transferencia periodica de
la Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, con el fin de mantenerlas viables.

(Fase exponencial).

7. DESARROLLO:

ITEM

ACTIVIDAD

PROCEDIMIENTO

Pseudomona
aeruginosa
ATCC 27853

Se obtiene esta cepa pura, adquirida
comercialmente la misma que se encuentran en
la asociacion American Type Culture Collection
(ATCC)

Recuperacion de
Pseudomona
aeruginosa
ATCC 27853
Cultivo primario

1. Sacar el frasco con el vial del almacenamiento
(2-8°C), permitir que alcance la temperatura
ambiente.

2. Tomar el vial y colocar 0.5 ml de caldo de
infusion cerebro corazén, en el vial de la cepa
ATCC de P. aeruginosa , tapar y mezclar el
paquete de bacterias con el caldo por un lapso de
10 minutos.

3. Saturar inmediatamente un hisopo con material
disuelto y transferir el material en el medio de
Agar Cetrimide, realizar primeramente una
descarga y con el mismo hisopo sembrar en linea
recta; luego en otro medio sembrar con asa por
agotamiento, se realiza una descarga y se estria
por toda la superficie de la placa.

4. Incubar inmediatamente el medio de Agar
Cetrimide inoculado, a 37° - 42° C durante 24- 48
horas. Después de la inoculacién, seleccionar
colonias representativas bien aisladas para las
transferencias indicadas.

Obtencioén del cultivo
secundario de
Pseudomona
aeruginosa
ATCC 27853

A partir del crecimiento bacteriano del cultivo
primario obtenido, realizar un pase de la bacteria
con la ayuda de un hisopo estéril, en el medio de
Agar Cetrimide, especifico para Pseudomona
aeruginosa .

Incubar a 37°C — 42°C durante 24 - 48 horas.
Después de la inoculacion, seleccionar colonias
representativas bien aisladas para su uso




respectivo.

El Control de Calidad de Pseudomona
aeruginosa Vviabilizados se lo realiza mediante la
caracterizacion macroscopica, morfologica vy
bioguimica de estos. Este se lo realiza a partir del
cultivo primario de P. aeruginosa.

Caracteristicas =~ Macroscopicas de las
colonias:

Grandes, redondas, bordes irregulares,
mucoides, produce un olor dulzén semejante al
jugo de uva o de maiz, de color verde
fluorescente.

P. aeruginosa también produce el pigmento
fluoresecente pioverdina que confiere el color
verdoso al medio.

Caracteristicas Microscopicas (morfologia):
Tinciébn de Gram: bacilos delgados cortos gram
negativos dispuestos en pares y en cadenas,
Pruebas bioguimicas:

TSI: K/Afermentador de glucosa ; Produccion de
Gas (-), Produccion de Acido Sulfhidrico (-)

SIM: Movilidad (+), Indol (-), Produccion de Acido
Sulfhidrico (-)

Citrato: Positivo

Urea: Negativo

Catalasa: Positivo

Oxidasa : Positivo

Fenilalanina: Negativo

Control de Calidad de
los microorganismos
viabilizados y
conservados
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Anexo N° 30

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-VCA-
CEDAMAZ-ASH UNL-026
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: VIABILIZACION Y CONSERVACION DE Candida albicans .

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la viabilizacion y
conservacion de Candida albicans .

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Cultivo Microbiano:  Son mezclas de sustancias que proporcionan en forma
asimilable un medio 6ptimo de elementos fisicos, quimicos, y nutritivos adecuados
para el crecimiento y multiplicacion de células y microorganismos; es empleado como
un método fundamental para el estudio de las bacterias y hongos.

Crecimiento Microbiano : Es el aumento del nimero de microorganismos a lo largo
del tiempo, el incremento de la poblacion y de la masa total de todo el conjunto de la
poblacion.

Microorganismos Liofilizadas : Es uno de los métodos méas efectivos para la
conservacion, pues los microorganismos pueden mantener su viabilidad por afios. Una
de las principales ventajas de este método es que, una vez liofilizado, el cultivo no
necesita tratamientos especiales, solo se debe mantener en refrigeracion.

Viabilizacién de Microorganismos:  La viabilizacion de los microorganismos trata de
comprobar la viabilidad (vivos) de aquellos microorganismos que han sido rehidratados
a partir de cepas liofilizadas y sobre todo se estén multiplicando, y desarrollando sus
funciones de una manera normal.

6. METODOLOGIA: la conservacion se la realiza mediante transferencia periddica de
la Candida albicans ATCC 26790, con el fin de mantenerlas viables. (Fase
exponencial).



7. DESARROLLO:

ITEM

ACTIVIDAD

PROCEDIMIENTO

Candida albicans
ATCC 26790

Se obtiene esta cepa pura, adquirida
comercialmente la misma que se encuentran
depositada en la asociacion American Type
Culture Collection (ATCC)

Recuperacion de
Candida albicans
ATCC 26790
Cultivo primario

1. Sacar el frasco con el vial del almacenamiento
(2-8°C), permitir que alcance la temperatura
ambiente.

2. Tomar el vial y colocar 0.5 ml de caldo de
infusion cerebro corazén, en el vial de la cepa
ATCC de C. albicans , tapar y mezclar el paquete
de bacterias con el caldo por un lapso de 10
minutos.

3. Saturar inmediatamente un hisopo con material
disuelto y transferir el material en el medio de
Sabouraud, realizar primeramente una descarga
y con el mismo hisopo sembrar en linea recta;
luego en otro medio sembrar con asa por
agotamiento, se realiza una descarga y se estria
por toda la superficie de la placa.

4. Incubar inmediatamente el medio de Agar
Sabouraud inoculado, a 37° - 42° C durante 24-
48 horas. Después de la inoculacién, seleccionar
colonias representativas bien aisladas para las
transferencias indicadas.

Obtencioén del cultivo
secundario de
Candida albicans

ATCC 26790

A partir del crecimiento bacteriano del cultivo
primario obtenido, realizar un pase de la bacteria
con la ayuda de un hisopo estéril, en el medio de
Agar Sabouraud, especifico para  Candida
albicans .

Incubar a 37°C — 42°C durante 24 - 48 horas.
Después de la inoculacién, seleccionar colonias
representativas bien aisladas para su uso
respectivo.

Control de Calidad de
los microorganismos
viabilizados y
conservados

El Control de Calidad de Candida albicans
viabilizados se lo realiza mediante Ila
caracterizacibn macroscopica, morfologica vy
pruebas especificas de las mismas. Este se lo




realiza a partir del cultivo primario de C. albicans.

Caracteristicas =~ Macroscépicas de las
colonias:

Pequefias, redondas, bordes enteros, aspecto
cremoso, mucoides, y de color blanco.

Caracteristicas Microscopicas (morfologia):
Hidroxido de potasio (KOH): esporas 'y
levaduras aisladas y en gemacion.

Otras pruebas:
Test de filamentacion: Presencia de tubo
germinal a las 2 horas.
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Anexo N° 31

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-PDS-
CEDAMAZ-ASH UNL- 027
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PREPARACION DE DISCOS DE SENSIBILIDAD.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la elaboracion de los
discos de sensibilidad.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Extracto vegetal: Es el producto liquido obtenido a partir de plantas o parte de ellas
con varios procedimientos y con varios solventes como el alcohol.

Etanol: El Etanol o alcohol etilico es un compuesto liquido, incoloro, volatil, inflamable
y soluble en agua cuyas moléculas se componen de carbono, hidrogeno e hidroxilos
(CH3-CH2-OH).

Discos de sensibilidad: Se tratan de pequefos discos de papel filtro los cuales
contienen una cantidad especifica del antimicrobiano (con posibles principios activos
antimicrobianos).

Diluciéon: Es diluir un volumen conocido de soluto en un volumen conocido del
solvente. Es la obtenciébn a partir de una sustancia dada en dilucion a una
concentracion conocida. .

6. METODOLOGIA: La impregnacion se realiza por absorcion directa del extracto
de la planta en el papel filtro en condiciones estandarizadas.



7. DESARROLLO:

ITEM

ACTIVIDAD

PROCEDIMIENTO

Obtencioén de los discos.

Obtenciébn de los discos mediante
perforaciones con un sacabocados del
papel filtro WHATMAN N° 1 de 6 mm de
diametro.

Esterilizacion de los discos.

Esterilizar los discos colocandolos en una
caja petri estéril en la cabina de flujo
laminar mediante rayos ultravioleta (UV),
por el lapso de dos horas.

Impregnacion del extracto.
Vegetal.

Utilizar la caja petri, y colocar una malla
metalica estéril en esta, a su vez colocar
los discos estériles, impregnarlos con 10
ul, luego eliminar el solvente con la ayuda
de una secadora y repetir el procedimiento
una vez mas, hasta llegar a los 20 ul de
dilucion, realizar el mismo procedimiento
con cada una de las diluciones.

Elaboracion de controles
negativos.

Colocar un disco de papel filtro
WHATMAN N° 1 de 6 mm de diametro en
una caja petri que va a contener la malla
metalica estéril e impregnarlo con 10 ul de
etanol al 70%, luego eliminar el solvente
con la ayuda de una secadora y repetir el
procedimiento una vez mas, hasta llegar a
los 20 ul de etanol al 70%.

Controles positivos.

Usar un disco de antibiético comercial
especifico para cada bacteria.

8. BIBLIOGRAFIA:
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Anexo N° 32

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-EAA-
CEDAMAZ-ASH UNL-028
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA POR EL METODO DE DIFUSION EN DISCOS .

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para evaluar la actividad
antimicrobiana de plantas medicinales.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Sensibilidad antimicrobiana:  El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a
los antimicrobianos es una de las funciones mas importantes de los laboratorios de
microbiologia clinica. Su realizacion se desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad
0 antibiograma, cuyo principal objetivo es evaluar en el laboratorio la respuesta de un
microorganismo a uno o varios antimicrobianos, traduciendo, en una primera
aproximacion, su resultado como factor predictivo de la eficacia clinica.

Discos de sensibilidad : Se tratan de pequefios discos de papel filtro los cuales
contienen una cantidad especifica del antimicrobiano (con posibles principios activos
antimicrobianos.)

Difusion de discos: Su utilizacién esta limitada a bacterias aerobias y anaerobias
facultativas de crecimiento rapido, en este caso se aplica un disco que contiene una
cantidad especifica de antimicrobiano, en una superficie del agar que ha sido
recientemente inoculada con un microorganismo. El antimicrobiano difunde en el
medio a partir del disco de una zona de inhibicién en el punto al que una concentracion
critica del antimicrobiano en el medio inhibe el crecimiento del microorganismo en un
momento de tiempo determinado de 18 a 24 horas.

6. METODOLOGIA: Para determinar la sensibilidad antimicrobiana, se utilizara la
técnica de difusion en discos, cuyos pasos se mencionan a continuacion



DESARROLLO:

ITEM

ACTIVIDAD

PROCEDIMIENTO

Inoculacion de
las placas.

- Una vez preparados los medios de cultivo, retirarlos de
la refrigeradora y mantenerlos a temperatura ambiente.

- Rotular los medios de cultivo.

- Dentro de los 15 minutos después de haber ajustado la

turbidez del inoculo, se sumerge un hisopo de algodén
estéril en la suspension ajustada.
Se debe rotar el hisopo varias veces y presionar
firmemente por las paredes internas del tubo, por
encima del nivel del liquido. Esto elimina el exceso de
liqguido del hisopo.

- Inocular la superficie seca de una placa de agar
Mueller-Hinton, estriando con el hisopo toda la
superficie del agar estéril. Repetir este procedimiento
estriando dos veces mas el hisopo, rotando la placa
aproximadamente 60° cada vez para asegurar una
distribucion homogénea del inoculo.

Como paso final, se debe estriar el hisopo por el borde

del agar.

- La tapa puede dejarse entreabierta durante tres a
cinco minutos, pero no mas de 15 minutos, para
permitir que el exceso de humedad de la superficie se
absorba antes de aplicar los discos impregnados con
el antimicrobiano (solucion de extracto seco de drogas
vegetales).

Dispensacion

de los discos

en las placas
de agar
inoculada

Depositar los discos impregnados con el
antimicrobiano, sobre la superficie inoculada del agar.
Realizar por triplicado en la misma caja.

Cada disco debe presionarse para asegurar un
contacto completo con la superficie del agar.

Los discos colocados individualmente o con un

dispensador deben distribuirse de manera equidistante
uno del otro con una separacién que no debe ser
menor de 24mm de centro a centro. Normalmente, no
deben colocarse mas de 12 discos en una placa de
150mm, ni mas de 5 en una placa de 100mm.




Invertir las placas para la incubacién esto con la
finalidad de evitar la acumulacion de humedad en la
superficie del agar que puede interferir en la
interpretacion de los resultados de la prueba.

Incubacién

Los medios de cultivo se colocan en la incubadora a
35°C + 2°C (las temperaturas de >35°C pueden
impedir la detecciébn de estafilococos a meticilina)
antes de que transcurran 15 minutos de haberse
colocado los discos.

Para la incubacion no se debe apilar muchas cajas
porgue la distribucion del oxigeno no seria igual, tanto
en la parte superior como en la inferior, es decir; no
habria una adecuada recirculacion de oxigeno.

Lectura de los
resultados

Retiramos las cajas Petri de la incubadora vy
procedemos a la lectura.

Las placas se examinan después de 18 a 24 horas de
incubacion.

Si la placa se estri6 como corresponde y el inoculo
estaba bien preparado y adecuado, la placa tendra
un fondo confluente de crecimiento y los halos de
inhibicion formados seran uniformemente circulares.
Si se observan colonias aisladas, significa que el
inoculo estaba diluido y la prueba debe repetirse.
Utilizando una regla transparente y dividida en
milimetros, procedemos a medir el didmetro del halo
transparente de inhibicibn y anotar el ndmero en
milimetros.

Interpretacion

< 6mm Negativo (Resistente)

de los - 6 — 9 mmc¢ Intermedio
resultados - > 9mm Positivo (Sensible)
BIBLIOGRAFIA:
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Anexo N° 33

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-EAA-
CEDAMAZ-ASH UNL-029
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
POR EL METODO DE DIFUSION EN DISCOS.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para evaluar la actividad
antimicrobiana de plantas medicinales.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnostico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefiar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:
Sensibilidad antimicrobiana:  El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a

los antimicrobianos es una de las funciones mas importantes de los laboratorios de
microbiologia clinica. Su realizacion se desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad
0 antibiograma, cuyo principal objetivo es evaluar en el laboratorio la respuesta de un
microorganismo a uno o varios antimicrobianos, traduciendo, en una primera
aproximacion, su resultado como factor predictivo de la eficacia clinica.

Discos de sensibilidad: Se tratan de pequefos discos de papel filtro los cuales
contienen una cantidad especifica del antimicrobiano (con posibles principios activos
antimicrobianos.)

Difusion de discos: Su utilizacion esta limitada a bacterias aerobias y anaerobias
facultativas de crecimiento rapido, en este caso se aplica un disco que contiene una
cantidad especificada de antimicrobiano, en una superficie del agar que ha sido
recientemente inoculada con un microorganismo. El antimicrobiano difunde en el
medio a partir del disco de una zona de inhibicién en el punto al que una concentracion
critica del antimicrobiano en el medio inhibe el crecimiento del microorganismo en un
momento de tiempo determinado de 18 a 24 horas.

6. METODOLOGIA: Para determinar la sensibilidad antimicrobiana, se utilizara la
técnica de difusion en discos, cuyos pasos se mencionan a continuacion.



7. DESARROLLO

ITEM

ACTIVIDAD

PROCEDIMIENTO

Inoculacion de
las placas.

Una vez preparados los medios de cultivo, retirarlos
de la refrigeradora y mantenerlos a temperatura
ambiente.

Rotular los medios de cultivo.

Dentro de los 15 minutos después de haber ajustado
la turbidez del inoculo, se sumerge un hisopo de
algodon estéril en la suspension ajustada.

Se debe rotar el hisopo varias veces y presionar
firmemente por las paredes internas del tubo, por
encima del nivel del liquido. Esto elimina el exceso de
liquido del hisopo.

Inocular la superficie seca de una placa de agar
Sabouraud, estriando con el hisopo toda la superficie
del agar estéril. Repetir este procedimiento estriando
dos veces mas el hisopo, rotando la placa
aproximadamente 60° cada vez para asegurar una
distribucion homogénea del inoculo.

Como paso final, se debe estriar el hisopo por el
borde del agar.

La tapa puede dejarse entreabierta durante tres a
cinco minutos, pero no mas de 15 minutos, para
permitir que el exceso de humedad de la superficie se
absorba antes de aplicar los discos impregnados con
el antimicrobiano (solucion de extracto seco de drogas
vegetales).

Dispensacién de

los discos en las

placas de agar
inoculada.

Depositar los discos impregnados con el
antimicrobiano, sobre la superficie inoculada del agar.
Realizar por triplicado en la misma caja.

Cada disco debe presionarse para asegurar un
contacto completo con la superficie del agar.

Los discos colocados individualmente o con un
dispensador deben  distribuirse de  manera
equidistante uno del otro con una separacidn que no
debe ser menor de 24mm de centro a centro.
Normalmente, no deben colocarse mas de 12 discos
en una placa de 150mm, ni mas de 5 en una placa de
100mm.




- Invertir las placas para la incubacion esto con la
finalidad de evitar la acumulacion de humedad en la
superficie del agar que puede interferir en la
interpretacion de los resultados de la prueba.

- Los medios de cultivo se colocan en la incubadora a
35°C + 2°C antes de que transcurran 15 minutos de
haberse colocado los discos.

- Para la incubacién no se debe apilar muchas cajas
porque la distribucion del oxigeno no seria igual, tanto
en la parte superior como en la inferior, es decir; no
habria una adecuada recirculacion de oxigeno.

Incubacioén

Retiramos las cajas Petri de la incubadora vy
procedemos a la lectura.

Lectura de los Las placas se examinan después de 48 horas de
resultados incubacion.

Si la placa se estri6 como corresponde y el inoculo
estaba bien preparado y adecuado, la placa tendra
un fondo confluente de crecimiento y los halos de
inhibicion formados seran uniformemente circulares.
Si se observan colonias aisladas, significa que el
inoculo estaba diluido y la prueba debe repetirse.
Utilizando una regla transparente y dividida en
milimetros, procedemos a medir el didmetro del halo
transparente de inhibicion y anotar el numero en
milimetros.

Interpretacién

< 6mm Negativo (Resistente)

de los | - 6 — 9 mm« Intermedio
resultados - > 9mm Positivo (Sensible)
BIBLIOGRAFIA:
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» Koneman. Diagnostico microbiolégico. 62Ed. Editorial Médica Panamericana.
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Liseth Cueva, Karla Montalvo / Afio 2010

Actualizacién: Andrea Alvarado, Jéssica Castro, Angélica
Narvaez Guadaline Rivera Daniela CArdnva / Afin 2011



Anexo N° 34

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-PCMI-
CEDAMAZ-ASH UNL-030
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA CONCENTRACION
MINIMA INHIBITORIA EN LA EVALUACION ANTIMICROBIANA.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la realizacion de la
concentracion inhibitoria en la valuacién antimicrobiana.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Disefiar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Antibidtico: Sustancia antimicrobiana obtenida por el cultivo de un microorganismo o
producida semisintéticamente que se utiliza en el tratamiento de las infecciones.
También esta relacionado con la capacidad de destruir o impedir el desarrollo de un
organismo Vvivo.

Sensibilidad: Susceptibilidad a una sustancia como un farmaco o un antigeno.

Actividad bacteriostatica: Valor de la actividad antimicrobiana que inhibe el
crecimiento de un microorganismo. Se determina in vitro enfrentando una
concentracion estandar de microorganismos con una serie de diluciones de
antimicrobianos.

Actividad bactericida:  Valor de la actividad antimicrobiana que destruye a un
microorganismo determinado. Se determina in vitro enfrentando una concentracién
estandar de microorganismos con una serie de diluciones de antimicrobianos.

CMI: Se define como la menor concentracion de antimicrobiano capaz de inhibir el
desarrollo de una cepa bacteriana dada.

6. METODOLOGIA: La concentracion minima inhibitoria se realiza luego de obtener
los extractos que tuvieron inhibicion por el método doble dilucion de agar,
realizando diluciones de la solucion en la cual se inhibio el crecimiento.



7. DESARROLLO:

ITEM

ACTIVIDAD

PROCEDIMIENTO

Dilucion del inoculo.

Se prepara el inoculo con las cepas en
solucion salina a una concentracion
similar al patron 0.5 de la escala de
MacFarland.

Preparacion de
subdiluciones.

Se colocan 8 tubos con 3 ml de caldo
tripticasa soja, en el primer tubo se
adiciona 1 ml del extracto que presente la
inhibicion en la actividad antimicrobiana,
de este se extrae 1 ml y se realizan las
diluciones sucesivas de 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
1/32, hasta el tubo 6. En el tubo 7 se
coloca un antibiégtico conocido para el
control positivo y en el tubo 8 se adiciona
1 ml de etanol al 70% que nos servira
como blanco

Preparacion de las
muestras.

En la diluciones anteriores se colocan en
los 8 tubos 1ml del inoculo.

Incubacion.

Se incuba 24 horas a 37°C.

Lectura de resultados.

Se leen los resultados, en los que se
considera como CMI la del tubo con
mayor dilucion del extracto que no
presente aumento de turbidez respecto al
tubo testigo utilizado como blanco.

8. BIBLIOGRAFIA:

Salazar Wilson E. Guia de précticas de laboratorio de microbiologia. Il tomo.

1988. P. 411-412.

Gamazo Carlos, Lépez Ignacio. Manual practico de Microbiologia. 3™ Ed:
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49 — 53.
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Anexo N° 35

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA PR-PCMB-
CEDAMAZ-ASH UNL-031
LABORATORIO DE FITOQUIMICA
PROYECTO PLANTAS MEDICINALES

1. TITULO: PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA CONCENTRACION
MINIMA BACTERICIDA EN LA EVALUACION ANTIMICROBIANA.

2. OBJETIVOS: Establecer un protocolo estandarizado para la realizacion de la
concentracién bactericida en la valuacién antimicrobiana.

3. ALCANCE: Este procedimiento es aplicado en el Laboratorio Clinico de
Microbiologia del Centro de Diagnéstico del Area de la Salud Humana de la UNL.

4. RESPONSABLES:

Director del proyecto: Aprobar el procedimiento.

Investigadores del proyecto: Diseiar, redactar, ejecutar, validar y aprobar el
procedimiento.

Técnico de laboratorio:  Ejecutar y evaluar el procedimiento.

Tesistas: Aplicar el procedimiento.

5. DEFINICIONES:

Antibidtico: Sustancia antimicrobiana obtenida por el cultivo de un microorganismo o
producida semisintéticamente que se utiliza en el tratamiento de las infecciones.
También esta relacionado con la capacidad de destruir o impedir el desarrollo de un
organismo Vvivo.

Sensibilidad: Susceptibilidad a una sustancia como un farmaco o un antigeno.

Actividad bacteriostatica: Valor de la actividad antimicrobiana que inhibe el
crecimiento de un microorganismo. Se determina in vitro enfrentando una
concentracion estandar de microorganismos con una serie de diluciones de
antimicrobianos.

Actividad bactericida:  Valor de la actividad antimicrobiana que destruye a un
microorganismo determinado. Se determina in vitro enfrentando una concentracion
estandar de microorganismos con una serie de diluciones de antimicrobianos.

CMB:Es la menor concentracion de antimicrobiano capaz de eliminar una cepa
bacteriana dada.



Variables biologicas de las pruebas del CMB:

Fenomeno de persistencia: se trata de un pequefio nUmero de bacterias del inoculo
bacteriano persistentes que sobreviven a la exposicion del antibidtico, pero siguen
siendo sensibles si se vuelven a estudiar frente al antibidtico.

Efecto paradéjico: en el cual la proporcion de supervivientes se incrementa con la
concentracion de antibioticos.

Tolerancia: los microorganismos tolerantes son aquellos en los que la viabilidad se
pierde lentamente y aquellos en los que la respuesta bacteriostatica-bacteriolitica
frente a los antibioticos se modifica en la direccién de la bacteriostasia.

6. METODOLOGIA: La concentracion minima bactericida se obtiene de la
concentracion del tubo con menos concentracion del extracto que niegue el
crecimiento sobre el medio sélido.

7. DESARROLLO:

ITEM | ACTIVIDAD PROCEDIMIENTO

., Para la realizacibn de las pruebas del
Obtencion de resultado del .
1 CMB primero se debe obtener el resultado
CMI -
sobre el procedimiento de CMI para poder
utilizarlos en el mismo.

Se realizan siembras a partir de los
resultados del CMI en Agar Muller Hinton
2 Sembrado y Agar Sangre del tubo de la dilucion en el
que presento la menor concentracion
inhibitoria y de los tubos mayor y menor
de la diluciéon antes mencionada.

Luego de sembrar en los agares se debe
3 Incubacion. incubar a una temperatura de 37°C por 24
horas y observar los resultados.

8. BIBLIOGRAFIA:

e Salazar Wilson E. Guia de practicas de laboratorio de microbiologia. 1l tomo.
1988. P. 411-412.

e Gamazo Carlos, Lépez Ignacio. Manual practico de Microbiologia. 3" Ed:
Barcelona-Espafia: Masson S.A; 2005: p. 121.

e Keith J. Bacteriologia Clinica. Edicion original. Barcelona: Masson S.A; 2005: p.
49 — 53.

Elaborado por: Solmayra Agreda, Tannya Ledn, Diana Montafio,
Liseth Cueva, Karla Montalvo / Afio 2010

Actualizacion: Andrea Alvarado, Jéssica Castro, Angélica
Narvae7z Guadaliine Rivera Daniela CArdova / Afin 2011
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PERMISO PARA LA DIFUSION DE RESULTADOS

UNIV_ERSlDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO LINICO
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MEMORANDUM Nro. 631 - CLC-ASH- UNL.

PARA: Dr. Jorge Reyes Jaramillo
DIRECTOR (e | DEL AREA DE LA SALUD HUMANA

DE: 1IC. CARMEN ALEJANDRA ULLAURI
COORDINADORA (e ) DE LA CARRERA DE LABORATORIO
CLINICO

ASUNTO: Solicitar autorizacion para utilizar el Auditorio del Area

Me es grato dirigirme a Usted con la fmakdad de solicitarle de la manera mas

comedida gue se autornice 1a ntitzacitm del Anditorio del Area, e} dia misrcoles
14 de diciembre del 2011 a partir de la 16hoo, con la fmalidad de llevar a cabo
1a Difusién de los resultados del Proyecto de Fitoquimica.

Laya, 08 de diciembre del 2011

Atentamante,

Lic. Carmer), Ullauri Gonzalez
COORDINADORA (e | DE LA CARRERA
DE LABORATORIO CLINICO ASH

ge.  Archive

Elaborado:
Maria Jinénez
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FORMATO DE REGISTRO DE ASISTENCIA DE LOS ESTUDIANTE S A LA
DIFUSION DE RESULTADOS

Registro de asistencia a la difusion de resultados de la evaluacion de actividad
antimicrobiana de los extractos etandlicos de Oryctanthus alveolatus Costus
comosus por el método de difusion en agar

Nombre N“”,‘e“’ de Estudiante | Docente Carrera Firma
cédula
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TRIPTICO: RESULTADOS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE L
EXTRACTO ETANOLICO DE LAS PLANTAS EN ESTUDIO

FASE C: Evaluacién de la
biana por el Método de difusion en Apr"(uby
- Bauer)

RESULTADOS
D¢ las plantas capleadar en o cotudio de actividad
b Piper pieudoch Olyra lati-
folia; hus alveolatus; Sida poep (K.
Schum) Fryxell; Zormia retioalada; Costus comoss:
racemosd (Lf) Spreng: Halimolobos hispidu-
la (D.C) O.ESchuls; Calatola costaricensis Standl y
Cestrum »e obtuvo .
tivos en las diludones 1/100, 171000 y 1/10.000

OBJETIVOS
- General:
Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto eta-

nolico de nper pseudnchmuum Olyra latifolia,
Ony

Cestrum sendtherianum plantas medicinales de

uso tradicional de la Provincia de Zamwa Chinchi-

pe por ¢l método de difusién en agar.

- Especificos:

Conouer la actividad antibacieriana de los extractos
Slicos de prcr lodh D-Fyﬂl lag-

folia, Cry latus, Sida poeppig

Zornia mkuhd-, Costus comosus, Cuphea race-

maosa, Halimolobos hispidula, Calatola costari-

censis, Cestrum sendtherianum.

D la acuividad gica delos extracios

blicos de Piper dochurumayo, Olyra lati-
folia, Or h Iveol, Sida poeppigi
Zornia reticulada, Costus comosus, Cuphea race-
maosa, Halimolobos hispidula, Calatola costari-
censis, Cestrum sendtherianum.

Difundir los resultados obtenidos tras lz evaluacida
analitica del extracto etandlico de las plantas en es-
tudio a los estudiantes y docentes de la Carrera de
Laboratorio Clinico de la Universidad Nacional de
Loja.

INTRODUCCION

La salud y la enfermedad son parte iniegral de la
vida, del proceso biolégico v de las interacciones
medioambientales y sociales A lo largo del desa-
rrollo de las culturas humanas, la relacién entre ¢
hombny su m(dbuw:gﬂ.l] asido intimay vital, per-

los i ¥ utilicen
las phnlls medicinales como medio principal en ls
torapéutica de las diversas erfermedades que afec:
tan al ser humano, Las enfermedades infecciosas
son las principales causas de morbi-mortalidad en
¢l Pais yla Provincia de Zamora Chinchipe.

frente a las bacterias Escherichia coli (25912), Stapiylo-
coccus aurens (25923), Hebsiclla Preumonae (13483),
Pocudomons ucruginesa(27853) y o hougo Cindida
albicans {26790), lo que indica que las plantas no pre-
wentan actividad antimicroblana con o método v las
diluciones empleadas.

En los controles positivos (antibisticos), se formaron
halos de inhibicon, modrando sensibilidad frente a
cada mlqwrp-hm ulnlimln 'rlnl coniroles negati-

vou étodo iplicado

CONCLUSION
El extracto etandlico ce Piper pseudochuruma-
yo. Olyra latifelia, Oryctanthus alveolatus, Sida
poeppigiana , Fornia mkuhda. Comu «mo-
sus, Cuphea idd
Calatola » Cestrum
no presentaron actividad antibacteriina ni an-
tifungica frente a Escherichia coli (25922), Sta-
phylococcus aureus (235923), kebsiella Preumo-
nac (131883), Pseudomona aeruginosa,(27853) y
Cindida albicens (26790} modiante o méundo de
difusién en agar en las diluciones 17100, 1/1000 ¥
1710000,

Elaborado por: Jessica Castro, Andrea Alvarado,
Daniela Cordova, Angélica Narvdez, Guadalupe
Rivera.

proncatic

e por ello que surge la necesidad de recurrir a plan

tas medicinales que han sido utilizadas de genera-
dbn en generacién por los pobladores como pri-
mera alternativa ripida y econdmica para controlar
diversas patologias, ya que las o idades de esta
provincia tienen acceso adu 1 la medicing oo

dental y a la deficiente infraestructura sanitaria.

La Universidad Nacional de Loja a traves de la Ca-
rrera de Laboratorio Clinico y el Centro de estudios
y desarrollo de la Amazonia (CEDAMAZ) propicia
la investigacidn cientifico-técnica sobre los proble-
mas del entorno, en el desarrollo econdmicoy social
de la Amazonia Ecuatoriana mediante la cjscucién
del Proyects de Plantas Medicinales, Plaguicidas y
Toicas de la Regién Sur del Ecuador: Estudio Fi-
toquimico y de Bicactividad en Zamora Chinchi-
pr esta enfocado en la evaluacion antimicrobiana

! da con estudios microbiolégicos de las
phnm usadas con fines medicinales, recuperando
de esta manera los conocimientos ancestrales de los
sanadores de la Provincia de Zamora Chinchipe,
ademas de brindar un aporte ciertifico sobre el nsn
correcto de las plantas medicinales,

METODOL/ 0GIA

F darizacién de p

Se validé la técnica 3 utilizar mediante ¢l ensayo
de actividad antimicrobiana, con la cepa bacteria-
na conocida Escherichia coli y el extracto de clavo
de olor. Tras el ensayo se determiné que el extracto
esencial del clavo de olor presents actividad antimi-
crobiana frente a E. coli.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA

__CEDAMN

PROYECTO DE PLANTAS MEDICINALES,
PLAGUICIDAS Y TOXICAS DE LA RSE: ESTUDIO
FITOQUIMICO Y DE BIDACTIVIDAD EN ZAMORA
CHINCHIPE

Procedimiento analitico

Fase A: Preparacion de medios de cultivo, pruebas
bioquimicas y diluciones de los extractos de las
plantas (1/100, 1/1000, 1/10.000)

FASE B: Viabilizacion de las cepas ATCC, prue-
bas bloquimicas, gram, resiembra.
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FOTOGRAFIAS DE LOS PROCEDIMIENTOS REALIZADOS

Estandarizacion de procedimientos:prueba piloto

Cepa bacteriana: Escherichia coli Validacién del papel Whatman N°1
con Amikacina

Actividad antimicrobiana con extracto de CMI y CMB de aceite esencial
Ruda y aceite esencial de Clavo de olor de Clavo de olor




PREPARACION DE LA SOLUCION DE TRABAJO Y DISCOS

Extractos secos de Oryctanthus Extractos liofilizados de Oryctanthus
alveolatus y Costus comosus alveolatus y Costus comosus

« e

Prediluciones 1/10.000 y 1/10.000




PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y PRUEBAS BIOQUIMI CAS

Pesaje Disolucion del polvo a través de
una fuente de calor




VIABILIZACION DE LAS CEPAS MICROBIOLOGICAS

Cepas Microbiolégicas: vial Viabilizacién: Caldo infusién cerebro
corazon

Siembra Resiembra

Identificaciébn macroscopica de las cepas Identificacién microscépica de las cepas

ST b



IDENTIFICACION DE LAS CEPAS: PRUEBAS BIOQUIMICAS

Prueba de Indol Citrato, TSI, SIM, Fenilalanina

Prueba de Coagulasa Prueba de KOH




ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Esterilizacion del material en UV Inoculo: Turbidez- Mc-Farland: tubo 5

Impregnacion de los discos con los
extractos y secado

Plateado

Lectura: regla milimetrada




RESULTADOS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

2011/10/




DIFUSION DE RESULTADOS
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FORMATO DE REGISTRO DE RESULTADOS DE ACTIVIDAD ANTI MICROBIANA

LECTURA DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
Bacteria Escherichia coli

CONTROL POSITIVO CONTROL NEGATIVO

PLANTA EXT&An?)TOS CIPROFLOXACINA ETANOL 70% OBSERVACIONES
(mm) (mm)
1/100 | 1/1000 | 1/10.000 | 1/100 | 1/1000 | 1/10.000 | 1/100 | 1/1000 | 1/10.000

Planta 1

(ORYCTANTHUS)
Repeticion 1

Planta 2 (COSTUS)
Repeticion 2

Nota: El formato para las siguientes lecturas se diferencia de este ya que cambia el nombre de la bacteria y el antibidtico.
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FORMATO DE REGISTRO DE CONTROL DE TEMPERATURA DE LA
INCUBADORA

REGISTRO DIARIO DE TEMPERATURA DE LA INCUBADORA

Fecha Temperatura Observaciones




