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INTRODUCCION

En Nicaragua, se cuenta con una cantidad abundante de recursos naturales, en especial la flora, la cual
proporciona al ser humano alimento y sustancias medicinales, es por esto que se profundiza en el tema
de los productos naturales, para utilizarlos en el alivio de enfermedades, tanto externas como internas
del cuerpo humano, es aqui donde inicia la importancia de la medicina natural o tradicional

La Medicina Tradicional se ha practicado desde los albores de la humanidad a través de tentativas y
desaciertos. Es la suma total de conocimientos, técnicas y procedimientos basados en las teorias, las
creencias y las experiencias indigenas de diferentes culturas sean 0 no explicables, utilizadas para el
mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el diagndstico, la mejora o el tratamiento de
enfermedades fisicas y mentales (Akerele, 1984). (1)

En ese sentido, la medicina tradicional en la actualidad, es ampliamente usada en el mundo; por
ejemplo, en Africa su uso esta por encima de 80%, en China alrededor del 40%; mientras que en Asiay
América Latina, las poblaciones contindan usando la medicina tradicional, como resultado de
circunstancias historicas y creencias culturales; incluso muchos paises desarrollados utilizan mas que la
medicina tradicional, la medicina complementaria y alternativa asi: 75% en Francia, 70% en Canada,
48% en Australia, 42% en USA 'y 38% en Bélgica (WHO, 2005). (1)

Historicamente, los productos de origen vegetal, particularmente las plantas medicinales y sus
extractos, han pasado de tener un papel de supremacia en el arsenal terapéutico a un discreto segundo
plano, para volver a tener, en las dos ultimas décadas, una presencia cada vez mayor en la terapéutica.
Los remedios a base de plantas medicinales presentan una inmensa ventaja con respecto a los
tratamientos quimicos. En las plantas los principios activos se hallan siempre bioldgicamente
equilibrados por la presencia de sustancias complementarias, que van a proporcionarse entre si, de
forma que, en general, no se acumulan en el organismo, y sus efectos indeseables estan limitados. Sin
embargo, a pesar de que han aumentado las investigaciones y estudios cientificos de las plantas
medicinales, todavia no se conocen muchos de los principios activos a los que deben las plantas sus

extraordinarias cualidades.
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. 4
Resaltando la importancia y el uso de las plantas medicinales, en la siguiente investigacion, se planteo
la necesidad de valorar su calidad; para ello se tuvo en cuenta el uso de herramientas como el analisis
microbiolégico, que permite detectar la presencia de microorganismos patégenos o de
microorganismos que alteren de tal manera, que lo hagan inadecuado para el consumo; De igual
manera la determinacién de su actividad antimicrobiana por las cuales estas plantas estan siendo
utilizadas por la poblacion Leonesa. De ahi surge la necesidad de conocer cual es su actividad y su

calidad microbioldgica de algunos extractos propuestos para este estudio.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la Calidad microbiana en plantas de Annona muricata, Lippia alba, Guazuma ulmifolia durante los meses de
Diciembre 2007 a Abril del 2008.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar la actividad Antibacteriana en cepas de Staphyloccocus auereus, Pseudomona
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae en extractos de Annona muricata, Lippia alba, Guazuma

ulmifolia.

2. Determinar el limite microbiano en plantas de Annona muricata, Lippia alba y Guazuma

ulmifolia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Cuéles son los riesgos de utilizar un medicamento natural que no se le ha realizado un analisis

microbioldgico, asi como comprobar si la actividad antibacteriana es efectiva?

Autores: Br. Carrion Pérez Brenda Luz, Br. Cruz Pablo Emilio.



. Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua — Leon.
> Determinacion anti microbiana y Limite Microbioldgico de Annona Muricata, Lippia alba, Guazuma ulmifolia. ulmifolia

MARCO TEORICO

Bioensayos

Se entiende por bioensayo un ensayo en que un tejido, organismo o grupo de organismos vivos se usan
como reactivo para determinar la potencia de cualquier sustancia fisiologicamente activa cuya actividad
se desconoce (FAO, 1981).
Los bioensayos, o pruebas de toxicidad son experimentos que miden el efecto de uno o mas
contaminantes en una o mas especies (Reish y Oshida, 1987), permiten evaluar el grado de toxicidad de
una sustancia quimica, un efluente, un cuerpo de agua, etc., empleando organismos vivos (Esclapos,
1999). Puede determinarse la influencia relativa de cada factor sobre los parametros biol6gicos
estudiados. Los rangos de variacion de los factores considerados pueden ser mayores que los existentes
en el ambiente natural, lo que muchas veces facilita el estudio de su modo de accidén. También pueden
estudiarse combinaciones de dos o mas factores, lo que permite revelar la existencia de antagonismos o
sinergismos entre ellos. La posibilidad de controlar muchas de las variables hace posible la eliminacion
de las fluctuaciones propias de las condiciones naturales, que generalmente oscurecen o interfieren con
la finalidad principal del estudio Illevado a cabo (Rodriguez et al.1995).
Las pruebas pueden durar varios periodos de tiempo, pero las de 96 horas son las mas comunes. Los
individuos son expuestos a concentraciones crecientes del toxico para determinar cambios en el
organismo. En general la muerte es el criterio mas utilizado en la prueba de 96 horas. Uno 0 mas
controles son utilizados en organismos expuestos a similares condiciones excepto cuando existe falta
de disponibilidad del toxico (Reish y Oshida,1987).
Los bioensayos toxicologicos tienen por finalidad determinar las concentraciones de un téxico dado
que ocasionen efectos dafiinos o nocivos en un organismo modelo. Estos efectos pueden incluirse en las
siguientes categorias:

«» Afectacién del término de vida.
«» Alteracion de la tasa de crecimiento.

¢+ Cambios de los pardmetros reproductivos (Reish y Oshida, 1987).
Tipos
I- Ensayos de respuesta directa. Bioensayos de toxicidad:

Bioensayos agudos: Cuantifican las concentraciones letales de un xenobiético a una especie en
particular. EI valor calculado se denomina concentracion letal media (CLsp), Yy representa la
concentracion que causa la muerte al 50 % de la poblacién experimental, en un tiempo determinado
(generalmente 48 o 96 horas) (Esclapos, 1999).

De tipo estatico: Se efectla sin la renovacion continua del flujo constante de las diluciones sometidas
al ensayo (FAO, 1981).
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Sin renovacion: los organismos se exponen a la misma solucion de prueba el tiempo de duracion del
ensayo (Esclapos, 1999).

Con renovacion: los especimenes se someten a una preparaciéon fresca de la misma concentracién
inicialmente empleada, periédicamente (generalmente cada 24 horas) (Esclapos, 1999). Tal renovacion
puede ser necesaria cuando importantes sustancias toxicas se deterioran, 0 son absorbidas, o se pierden
por cualquier otra razén, con suficiente rapidez para influir considerablemente con los resultados del
ensayo (FAO, 1981)

De flujo continuo: Circula continuamente una corriente de sustancia de prueba nueva en contacto con
los individuos experimentales (Esclapos, 1999). Se realizan con la renovacion continua o casi continua
de las diluciones sometidas al ensayo, con el fin de mantener casi constantes las concentraciones de las
sustancias toxicas activas (FAO, 1981).

Bioensayos cronicos: Estiman la concentracion efecto media (CEsp), la cual es la concentracién de la
sustancia de prueba que causa un efecto al 50% de la poblacion experimental, al cabo de un tiempo
determinado; depende del estadio de vida considerado o del ciclo de vida del organismo empleado.
Alternativamente, un ensayo definitivo puede utilizarse para estimar el tiempo requerido para producir
un efecto al 50% de los organismos (TEsp), a una concentracién especifica (Esclapos, 1999).

Bioestimulacion: Se mide la facultad de las aguas residuales o de las sustancias quimicas de estimular
la multiplicacion y el desarrollo de algas, este efecto de eutroficacion que frecuentemente se traduce en
una superabundancia o proliferacion de algas (FAO, 1981)

Bioensayos de repelencia: Trata de medir en el laboratorio las reacciones de escapes de los animales
acuaticos frente a un contaminante. Al organismo utilizado (generalmente pez o crustdceo de buen
tamanfo) se le ofrece la oportunidad de elegir entre aguas "contaminadas” y aguas "limpias" en un tubo
0 tanque pequefio; el gradiente de interfaz puede ser brusco. Los aparatos y procedimientos miden
también, por lo general, cuando existe la atraccion hacia el contaminante. Para las especies con
motilidad el escapamiento puede ser a veces la respuesta sub letal clave, de naturaleza mas sensible y
mas significativa que el deterioro de la reproduccion medido mediante ensayos de toxicidad cronicos.
Sin embargo, es particularmente dificil predecir, a partir de estos resultados de laboratorio, lo que
ocurrira en el medio. Las respuestas de escape pueden estar o no relacionadas con la toxicidad del
contaminante, en algunos casos los organismos no pueden soportar determinadas concentraciones
toxicas o pueden ser atraidas por ellas (FAO, 1981).

Bioacumulacion: Son necesarios para las sustancias que se acumulan en las plantas y animales
acuaticos; las grandes concentraciones de sustancias toxicas en los tejidos pueden causar la muerte,
pero el organismo es capaz de acumular durante algln tiempo cantidades menores sin sufrir dafio. En
este Ultimo caso, los depredadores pueden acumular las sustancias en grado tal que resulte nociva para
ellos o para los depredadores del nivel trafico siguiente (FAO, 1981).

Il. Ensayos de respuesta indirecta: Ensayos organolépticos: Algunos contaminantes pueden producir
olores o sabores desagradables en los organismos acuéticos. El contaminante puede no ser nocivo para
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el organismo acuatico, pero puede ocurrir que el organismo pierda valor economico. ElI mejor
procedimiento consiste en la evaluacion por parte de personas experimentadas en bromatologia y
emplear gran nimero de catadores diestros (FAO, 1981).

Ensayos de bio estimulacion: Los efectos de los nutrientes adicionales pueden ser indirectos, como
por ejemplo, la produccion de sustancias toxicas o la desoxigenacion del agua debida a la proliferacion
de algas (FAO, 1981).Los bioensayos se pueden realizar en el laboratorio bajo condiciones controladas
0 en el campo directamente en el medio natural (Tortorelli y Hernandez, 1995).

Los bioensayos de laboratorio pueden ser mono o multi especificos. Los mono especificos son
disefiados para obtener informacion acerca de los efectos de la calidad de agua sobre la supervivencia y
aspectos de la estructura y dindmica de una poblacion dada. Los multi especificos pueden ofrecer
informacion sobre el impacto a nivel de una comunidad determinada (Tortorelli y Hernandez, 1995).
Los bioensayos de campo consisten en la exposicién de una o mas poblaciones a la accion directa del
cuerpo de agua, para ello se utilizan contenedores que permiten mantener la poblacion en estudio en un
espacio adecuado, sin afectar su relacion con el medio. Estos proponen, principalmente, estudiar los
efectos sobre comunidades o poblaciones, sin prestar atencion a los mecanismos de accion de los
contaminantes a nivel de los individuos en particular (Tortorelli y Hernandez, 1995).

Acerca de las buenas précticas de manufactura de fitofarmacos.

Las buenas practicas de manufactura son pautas universales aplicadas en la produccion farmacéutica.
Los Fitofarmacos no tiene consideraciones especiales, pero existen algunas peculiaridades en el
complejo de la produccion y del control de calidad de los mismos. (2)
Presentamos un resumen de los aspectos relacionados con el control de calidades consideradas en las
pautas adicionales a la buena préctica de manufactura conformada por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). (2)
Las especificaciones de calidad de la materia prima vegetal deben contemplar:
e Nombre botéanico.
e Detalles de la fuente de la planta (lugar de origen, fecha de cosecha, método de cosecha,
pesticidas empleados, etc.).
e Parte de la planta utilizada.
e En caso de planta seca, debe especificarse el sistema de secado. Descripcién macro y micro
morfologica.
e Ensayo de identificacion, en el caso que sea posible, de los ingredientes activos o marcadores.
e Evaluacion de los componentes de actividad terapéutica conocida o de marcadores.
e Meétodos para determinar la posible contaminacién con pesticidas y limites aceptables.
e Ensayos para la determinacion de contaminacion microbiana, incluyendo aflatoxinas e
infestacion por placas y limites aceptados.
e Ensayos de metales pesados y adulterantes.
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Cualquier tratamiento utilizado para reducir la contaminacion debe ser documentado. Los detalles
del proceso deben ser reflejados, asi como los limites de los residuos.

Con relacion a las especificaciones del Producto Final, se exige que:

El ensayo de control debe ser tal que refleje la determinacion cualitativa y Cuantitativa de la
composicion de los ingredientes activos y las Especificaciones son dadas utilizando marcadores si se
desconocen los constituyentes activos, de lo contrario, deben especificarse y determinarse
cuantitativamente.

Si el producto final contiene més de una materia vegetal o preparaciones de diversas drogas vegetales y
no es posible la determinacion cuantitativa de cada ingrediente, se efectda la evaluacion de la mezcla
total.

Por lo cual para este Ensayo se hizo el uso de Hojas (Lippia alba y Annona muricata) y solo corteza
para Guazuma ulmifolia.

Buenas Préacticas Agricolas para Plantas Medicinales.

* Identificacion precisa de la materia vegetal.

« Cultivos en condicion ajustadas a requerimientos.

» Destruccion de plantas enfermas o muertas.

* Cosecha en el maximo contenido del ingrediente.

» Control de la contaminacion en todo momento.

* Procesamiento, lavado y oreada en condiciones asepticas

* Proceso de secado a la brevedad, rapido y homogeéneo.

* Envases y almacenamiento adecuado.

» Personal con capacitacion en las operaciones.

» Documentacion rigurosa de los procesos y actividades.

El material procedente de plantas medicinales tiene normalmente un gran ndmero de bacterias y
mohos, con frecuencia provenientes del suelo. Dentro de la gran variedad de bacterias y hongos
provenientes de la microflora propia de las plantas, casi siempre predominan las bacterias aerobias
formadoras de esporas. Ademas, las practicas de cultivo manejo y produccién, pueden causar
contaminacién y crecimiento microbiano adicional.

La determinacion de Escherichia coli y de mohos puede ser un indicativo de la calidad de las técnicas
de produccidon y cosecha asi como las del secado.

La Fitoterapia:

Es la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal con finalidad terapéutica, ya
sea para prevenir, para atenuar o para curar un estado patologico. La fitoterapia debe interpretarse
como la utilizacion terapéutica de productos con una actividad suave o moderada, con margenes
terapéuticos relativamente amplios y que dan lugar a tratamientos menos agresivos. Por tanto la
fitoterapia utiliza fitofarmacos y principios activos aislados de las plantas. Estos productos deberan ser
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convenientemente preparados, dandoles la forma farmacéutica mas adecuada para su administracion al
paciente.

Esta tiene una indiscutida importancia en la medicina actual y la resistencia a su uso es cada vez mas
sustentada en el desconocimiento que en argumentos provenientes de una buena utilizacion del método
cientifico.

No obstante, no debemos agrandar ni minimizar los recursos y alcances d la fitoterapia ni de los
fitofarmacos. Debemos saber reconocer cual es el lugar de importancia que a la fitoterapia le
corresponde en el farmaco terapéutica moderna y este es sin duda aquél para el cual se ha logrado
demostrar su utilidad; cada fitofarmaco deberia tener su importancia d acuerdo a su eficacia y
seguridad terapéutica.

Esta nueva categoria terapéutica, los fitofarmacos, reune el conocimiento’ ancestral, etnobotanico y
etnomédico; a estos aspectos, se les suma el moderno conocimiento farmacoldgico béasico y clinico.
Manteniendo el uso de la planta medicinal, ahora en forma de extracto estandarizado, y respaldandola
con toda la tecnologia farmacéutica de la que se dispone en la actualidad, se llega a un producto que no
guarda diferencia en su aspecto y calidad con los medicamentos alopaticos tradicionales.

Para cada fitofarmaco que busca su entrada al mercado farmacéutico es menester la exigencia y
cumplimiento riguroso de numerosos estudios de investigacion realizados por diversos grupos e
investigadores de las m s diversas disciplinas.

Estos estudios van aportando paso a paso las evidencias que aseguran tos mecanismos de accién a
través de los que se ejerce la accion terapeutica y comprueban su eficacia y seguridad en uso.

Producto Natural

(Medicamento natural, medicina natural, remedio natural, droga natural)

Producto procesado, industrializado y etiquetado al cual se le atribuye cualidades medicinales, que
contienen en su formulacion ingredientes obtenidos de las plantas, animales, minerales o0 mezclas de
éstos.

Los productos que siendo mezclas tengan incluido un principio activo quimico, no son considerados
como productos naturales. Los constituyentes de plantas aisladas y quimicamente definidos, no se
consideran medicamentos herbarios. (Pautas para la evaluacion de medicamentos Herbarios, OMS.
1991)

Fitofarmaco:

Son medicamentos obtenidos mediante modernas tecnologias de produccion industrial y que contienen
un extracto estandarizado de una planta que constituye su componente biolégicamente activo. Estos
medicamentos se producen en vanas formas tales como tabletas grageas capsulas y liquidos.
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Segun el criterio de expertos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los medicamentos
herbarios o fitomedicamentos se define como:

“Productos medicinales acabados y etiquetados cuyos ingredientes activos estan formados por partes
aéreas o subterraneas de plantas u otro material vegetal, o0 combinaciones de éstos, en estado bruto o en
forma de preparaciones vegetales. Por material vegetal se entienden:

Jugos, resinas, aceites vegetales y cualquier otra sustancia de naturaleza semejante. Los medicamentos
herbarios pueden contener excipientes ademas de los ingredientes activos. Si el material e combina con
sustancias activas definidas desde el punto de vista quimico, inclusive constituyentes de plantas
aislados y quimicamente definido, no se consideran medicamentos herbarios.”

A pesar que durante un tiempo los fitofarmacos se encontraron en un segundo plano, en las ultimas dos
décadas han vuelto a tener una mayor presencia en la terapéutica.

Un extracto siempre esta constituido por una variedad de compuestos quimicos de mayor o menor
complejidad y son estos componentes los que interactian con una gran diversidad de moléculas
bioldgicas que pueden ser receptores de la membrana celular, citoplasmaticos, sistemas transportadores
de iones, enzimas, etc. Esta caracteristica determina entonces que los fitofarmacos no actGan por
fuerzas inexplicables o desconocidas.

Muy por el contrario, estd cada vez mas establecido que acttan por las mismas vias que lo hacen los
medicamentos llamados convencionales y no pocas veces, a través de varias vias simultaneas, en lo que
se denomina accion sinergistica.

Pero para que un extracto de planta alcance la categoria de fitofarmaco debe cumplir con una serie
exigencias de uniformidad (estandarizacion) que incluyen los siguientes factores:

» Autentificacion de la especie botanica empleada.

* Partes de la planta que son utilizadas.

» Factores ambientales.

» Condiciones de la cosecha.

 Contaminacion de ingredientes herbarios.

* Buenas préacticas de manufactura.

» Estandarizacion de los extractos.

* Bases de comparacion de los fitofarmacos.

El retorno hacia el uso de los productos de origen natural en la terapéutica se ha visto favorecido por
varias razones.

» Las cada vez més numerosas Evidencias de los graves efectos secundarios en farmacos de sintesis.

« El avance quimico, farmacoldgico y clinico del conocimiento en torno a los fitofarmacos.

* El desarrollo de nuevas formas de preparacion y de administracion de los fitofarmacos.

* El desarrollo de métodos y técnicas que garantizan un mejor control de calidad.
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* El aumento de la automedicacion ya que los productos fitofarmacos son, en general menos peligrosos
y por tanto mas aptos para la automedicacion.

Tomando en cuenta la diversidad de productos de origen natural, que comprende gran variedad de
principios activos, es necesario establecer caracteristicas de: calidad, identidad, pureza y seguridad, que
puedan definir la aceptabilidad de los Productos Naturales.

Todo lo anterior tiene la finalidad de salvaguardar la salud de los consumidores y la proteccion al
medio ambiente.

Un pardmetro que se utiliza para establecer estas caracteristicas de pureza, calidad, etc, son los
Criterios de Riesgos, este se puede definir como el que determina la toxicidad, contaminacion o falta
de efectividad de una sustancia, producto, accesorio 0 insumo; que puede causar dafio a la salud, la vida
y al medio ambiente, temporal o permanente.

Los productos naturales se deben analizar mediante inspeccion y ensayos segun Criterios de Riesgos:

1) Etiquetado: Debe cumplir con la Norma armonizada en Unién Aduanera.
2) Descripcion
3) Empaque/Envase
4) Ensayos de Identificacion y Pureza:
a) Caracteristicas organolépticas: Color, olor y sabor.
b) Caracteristicas macroscépicas: forma, tamafio, caracteristicas superficiales, textura y fractura.
c) Caracteristicas microscopicas:
i) Andlisis histolégicos
i) Analisis del polvo (pelos, traqueidas, cristales, fibras, granulos de almidén).
d) Ensayos quimicos:
i) Indice de acidez
i) Indice de Saponificacion
iii) Indice de Yodo
iv) Pruebas de coloracion
e) Ensayos de Identificacion especifica de compuestos.
f) Ensayos Fisicos
i) pH,
i) Humedad,
iii) Solubilidad,
iv) Grado alcohdlico,
v) Densidad
vi) Desintegracion
vii) indice de Refraccion
viii)  Granulometria
iX) Homogeneidad y otros.
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5) Sustancias extrafias

a) Sustancias inorganicas: Cenizas totales o insolubles en &cido que determinan purezas
inorgénicas presentes.

b) Contaminacidn con insectos, roedores y otros.

c) Contaminacién por plaguicidas y agentes fumigantes DDT (no mas de 1ppm); Lindano (no mas
de 0.5 ppm); 6rgano clorados y fosforados (no mas de 5 ppb) y otros.

d) Metales pesados: plomo (no méas de 1 ppm), Cadmio (no mas de 0.1 ppm), mercurio (no mas de
0.05ppm), arsénico (no méas de 50 ppm) y otros.

e) Particulas extrafias en suspension

6) Ensayos microbioldgicos:
a) Limites microbianos
b) Esterilidad

CLASIFICACION DE FORMAS DE DOSIFICACION
Los productos naturales los podemos encontrar en las siguientes formas:

= Aceites

= Cépsulas
= Cremas
= Elixires

= Extractos
= Geles

= Jarabes

= Pomadas

= Soluciones oftalmicos

= Soluciones nasales

= Soluciones orales en ampolla
= Soluciones éticas

= Tabletas

= Tinturas

= Tisanas

INSPECCIONES Y ENSAYOS DE ACUERDO A LA FORMA DE DOSIFICACION
DEL PRODUCTO NATURAL.

1) FORMAS LIQUIDAS: Soluciones, jarabes, gotas, ampollas bebibles, elixires, tinturas,
suspensiones y extractos.
a) Etiquetado
b) Envase o empaque
c) Ensayo de identificacion y pureza:
i) Caracteristicas organolépticas,
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i) Ensayos de identificacion especificos de compuestos.
d) Pruebas fisicas:

i) pH,

i) Contenido alcohdlico (elixir),

iii) Densidad
e) Sustancias extrafas

i) Particulas extrafias en suspension.
f) Ensayo microbioldgico

i) Esterilidad ( Productos estériles)

i) Limites microbianos

2) FORMAS SOLIDAS: Tabletas, tabletas recubiertas, capsulas duras y blandas.
a) Etiquetado
b) Envase o empaque
c) Descripcion
d) Ensayo de identificacion y pureza
i) Caracteristicas organolépticas
i) Ensayos de Identificacion especificos de compuestos.
e) Ensayo microbioldgico
i) Limites microbianos

3) POLVOS Y FRAGMENTOS DE PRODUCTOS NATURALES
a) Etiquetado
b) Envase o empaque
c) Descripcion
d) Ensayo de Identificacion y Pureza
i) Caracteristicas organolépticas
ii) Caracteristicas microscopicas
iii) Ensayos de identificacion especificos de compuestos
e) Pruebas fisicas
i) Humedad
if) Solubilidad
iii) pH en la solucién
iv) Granulometria
f) Sustancias extrafias
i) Sustancias inorganicas
i) Contaminacion con insectos, roedores y otros.
iii) Contaminacion con plaguicidas y agentes fumigantes
iv) Metales pesados
v) Sustancias inorganicas
g) Ensayos microbiol6gicos
i) Limites microbianos.

4) FORMAS SEMISOLIDAS: Ungiientos, pomadas, cremas, geles.
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a) Etiquetado
b) Empaque o envase
c) Descripcion
d) Ensayos de identificacion y pureza
i) Caracteristicas organolépticas
ii) Ensayos de identificacion especificos de compuestos
e) Pruebas fisicas
i) Densidad
i) pH
iii) Homogenidad
f) Sustancias extrafias
i) Particulas extrafias
g) Ensayos microbiologicos
i) Limites microbianos

5) ACEITES ESENCIALES Y FIJOS
a) Etiquetado
b) Empaque o envase
c) Descripcion
d) Ensayos de identificacion y pureza
i) Caracteristicas organolépticas
i) Ensayos de identificacion especificos de compuestos
e) Pruebas fisicas
i) Densidad
i) Indice de refraccion
f) Sustancias extrafias
i) Particulas en suspension
g) Ensayos microbioldgicos
i) Limites microbianos

ENSAYO ANTIMICROBIANO

Un namero grande de enfermedades en los humanos, animales y planta son causadas por microbios de
origen patdgeno (bacterias de los hongos y algas). La Infeccién debido a los hongos y bacterias ha sido
una causa mayor de muerte en muchos organismos. Se considera por consiguiente que el
descubrimiento de penicilina, antibiotico descubierto por Fleming es uno de los mayores
descubrimientos importantes en el mundo. Histdricamente muchos de los nuevos antibidticos se
aislaron de las fuentes naturales (microbios de la tierra, plantas, etc.). Muchos mas fueron sintetizados
después y se introdujeron en practicas clinicas. Es importante el tiempo para cronometrar
descubrimiento de nuevos patdgenos, y habilidades notables de los microbios para desarrollar
resistencia contra el antibiotico usado. El descubrimiento y desarrollo de un nuevo agente
antimicrobiano, es por consiguiente la parte fundamental del proceso. La diversidad notable presente
de los quimicos en muestras bioldgicas tiene tremendo potencial en la busqueda de los nuevos agentes
del antimicrobiano.
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Para preparar extractos de la planta en un ensayo antimicrobiano de prueba (por ejemplo, probando
para el antibacteriano y actividad anti fungica) el material de la planta fresco (o material seco), puede
macerarse 0 puede colarse con agua o en un solvente organico. Los ensayos de los antimicrobianos de
prueba, pueden llevarse a cabo en estos extractos crudos o después de la separacion en fragmentos
extensos o los puros compuestos. Un protocolo de bioensayo dirigido recomienda, cuando se usa el
extracto crudo a través de varios fragmentos, Ilegando finalmente a los compuestos activos puros. El
cuidado debe tenerse para evitar calor durante la evaporacion del solvente del extracto o de varios
fragmentos, para prevenir que agentes del antimicrobiano que son termolabiles puedan destruirse. No
deben someterse los extractos por consiguiente al autoclave (para la esterilizacion). La esterilizacion
por filtracion de la membrana, tambien debe evitarse debido a que los compuestos del antimicrobiano
pueden pegarse a la superficie de la membrana, dando como resultado un extracto inactivo. Deben
tener el cuido de usar el o los solventes apropiados para determinar la actividad antimicrobiana y que
no sea afectada por el solvente al momento de emitir los resultados.

Deben verificarse los pH del extracto o fragmentos, no puede haber crecimiento en medios de cultivos
que son excesivamente acidos o basicos. Es aconsejable llevar acabo el bioensayo de los extractos en
un medio neutro (pH 6.0 a pH 8.0).

Generalmente es mejor extraer el material de la planta con 80% EtOH-20% H20, al extraer con ambos
solventes organicos, los compuestos solubles en el solvente orgéanico y solubles en agua, son extraidos;
el etanol debe quitarse completamente antes de probar la actividad antimicrobiana de la muestra.

No hay ningun solo bioensayo determinado para evaluar la actividad del antimicrobiano de una
muestra. Por consiguiente, el proceso de la evaluacién generalmente involucra el uso de varios métodos
de bioensayos y la comparacion cuidadosa de todos los datos para llegar. a una conclusién apropiada
(Linton, 1983).

Hay tres métodos mayores para la comprobacion de la actividad antimicrobiana:

(a) Método de difusion de agar:

Los pozos estan cortados en agar sembrado y la muestra de la prueba se introduce directamente en los
pozos. El diametro de la zona, es clara alrededor del anillo y se compara contra las zonas de inhibicion
producidas por soluciones de concentraciones conocidas de antibidticos normales. En las muestras,
donde hay presencia de particula suspendida (o precipitacion de sustancias, agua-insolubles en el disco
o cilindro), interfiere con la difusion de la sustancia del antimicrobiano, por lo que al calentar el plato
pueden ser ventajoso. Cinco o seis muestras pueden ser probadas simultdneamente por el metodo de
difusion.

(b) Método de dilucion de agar:

El medio se inocula con el organismo de prueba y las muestras a prueba se mezclan con el medio
inoculado. EI material se inocula y el crecimiento de los microorganismos se ve y se compara con una
lectura de un estadndar que no contenga la muestra de la prueba. El experimento se repite en varias
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diluciones con la muestra del material a prueba en el medio de lectura y la dilucion mas alta, que es la
que previene el crecimiento del microorganismo simplemente (MIC) es determinado.

(c) Método del Bioautografo:

Se protege la actividad del antimicrobiano, colocando la muestra del antibacteriano en un
cromatograma. El agente del antimicrobiano se transfiere del plato de TLC o cromatograma del papel a
un agar inoculado por la difusion y las zonas de inhibicion visualizadas.

Es importante mencionar aqui que toda la manipulacion del material microbiano debe realizarse en un
ambiente que contenga (Camara laminar o caja del guante) y disponer de guantes quirdrgicos. Esto
minimizaria las oportunidades de cualquier infeccion al personal a cargo del bioensayo o una
contaminacion en el procedimiento de la prueba.

También es importante que todo el material contaminado sea colocado en bolsas en el autoclave, este
debe estar a 120 °C antes de la disposicion.

Factores determinantes de la Calidad Microbiologica de los Fitofarmacos.
Hay diversos factores que afectan el crecimiento de los microorganismos, entre ellos tenemos:

Intrinsecos:

- Naturaleza de la planta y barreras naturales.

- Estructura de la planta.

- Composicion de la planta (compuestos antimicrobianos). Como el pH; es muy importante considerar
el pH Optimo para el crecimiento de los microorganismos de cada especie, casi todos los
microorganismos neutrofilos crecen mejor en un pH de 6 — 8, aunque algunos acidéfilos tienen un pH
dptimo tan bajo como es de 3y otros alcaléfilos tan altos como de 10.5.

- Contaminacion intracelular microbiana.

Extrinsecos:
- Clima:
Uno de los factores es la Temperatura; muy importante en el crecimiento de los microorganismos,
porque muchas especies microbianas varian ampliamente en la temperatura 6ptima para su desarrollo:
+¢ Las formas psicroéfilas crecen mejor a temperaturas bajas entre 15 — 20 °C.
+¢+ Las formas mesofilas lo hacen a 30 — 37°C.
« Las termdfilas lo hacen a 50 — 60 °C.

Las temperaturas extremas inhiben el crecimiento de microorganismos, por lo que son bien utilizadas

para esterilizar las preparaciones, el frio extremo, igualmente inhibe el crecimiento de las células
bacterianas, aunque su utilizacién no es segura para la esterilizacion.
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- Humedad: no solamente aumenta el peso de la droga, reduciendo asi el porcentaje de constituyentes,
sino que también favorece la actividad enzimatica y el desarrollo de hongos.

- Ubicacion / Posicién

Método de cosecha:

Varia segun la droga que se desea obtener y de acuerdo con los requerimientos farmacéuticos de la
misma.

Las cortezas; se suelen desprender a mano con instrumentos cortantes comunes.

Cuando se trata de hojas y hierbas, las plantas cortadas pueden llevarse directamente a los secadores, y
después del secado las hojas se separan de las ramas.

- Post cosecha.

- Estado fisico.

- Tratamiento tecnoldgico. Empaque:

Almacenaje: es un factor primordial para mantener la alta calidad de las drogas, se debe procurar un
lugar fresco y protegido de roedores, las drogas siempre deben almacenarse a la temperatura mas baja
posible, porque las temperaturas altas aceleran todas las reacciones quimicas, incluso las que provocan
el deterioro.

Contaminacion bacteriana exdgena.

Caracteristicas de cultivo de las bacterias a identificar en el estudio.

Mesofilos:

Son bacterias patégenas 0 no patdgenas, Aerobias y Anaerobias facultativas, que pueden reproducirse a
una temperatura entre 10 y 45°C, teniendo como temperatura 6ptima de crecimiento de 30-37°C. Estas
bacterias son de vida libre y se encuentran en animales de sangre caliente.

Aerobios:
Microorganismo capaz de crecer o metabolizar en presencia de oxigeno libre.

Anaerobios:
Se dice del microorganismo capaz de crecer o de metabolizar en ausencia de oxigeno libre, puede ser
facultativo u obligado (es decir moriré en presencia de oxigeno).

Para nuestro estudio resultan de interés las familias:
Enterobacteriaceae, Micrococaceae, Pseudomonadaceae y los Hongos verdaderos

Familia Enterobacteriaceae:

Los microorganismos integrantes de esta familia se distinguen porque en su mayoria habitan en el
conducto intestinal del hombre y animales inferiores de ahi su nombre.
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Son fermentadoras activas de la glucosa y lactosa, reducen los nitratos a nitritos, facilmente cultivables
en una gran variedad de medios, a temperaturas que oscilan entre 25°- 37° C. Las especies moviles
Estan flageladas de modo peritrico algunos microorganismos de la familia producen pectinasa;
evidentemente no se puede utilizar una sola prueba bioquimica, o una propiedad fisioldgica Unica para
identificar a cualquier miembro de la familia.

Forma bacilar no esporégenea, son gram negativos, aerobios, algunas especies son patdgenas primarias
peligrosas, que ocasionan fiebre tifoidea, disenteria, diarreas infantiles e infecciones del conducto
urinario y otros drganos, ademas existen especies para parasitas de plantas que provocan marchites y
podredumbres ligeras.

Los géneros que integran la familia Enterobacteriaceae son: Escherichia, Aerobacter, Salmonella,
Serratia, Erwinia, Proteus, Shiguella, Klebsiella, Pectobacterium.

A continuacién describiremos los de nuestro interés:

Género Escherichia.

Es un genero muy esparcido en la naturaleza entre sus especies la mas importante es la Escherichia coli
que es la especie mas genuinamente fecal, y se encuentra siempre en el conducto intestinal del hombre
y de los animales, es por eso que su presencia en los alimentos o en las aguas potables puede ser indicio
de contaminacion fecal.

La Escherichia coli pude causar mas problemas graves al invadir la vejiga urinaria y la pelvis renal
produciendo cistitis, y pielitis respectivamente.

Para la identificacion de Escherichia coli mediante pruebas bioquimicas.

Diferenciacion de los coliformes.
Los métodos para proceder a la diferenciacion entre los distintos coniformes no son tecnicamente
dificiles.

Habiendo obtenidos cultivos puros satisfactorios, ya sea con el método estandar ya con el de membrana
de filtro, se realizan la pruebas de produccién indol, la de la reaccion del Rojo de Metilo, la reaccién de
Voges — Proskauer y la capacidad para utilizar el Citrato S6dico como Unica fuente de carbono.
Férmula IMVIC = se utiliza a menudo una regla nemotécnica (para ayudar a la memoria), IMVIiC, con
mas 0 menos signos para expresar la diferencias entre los microorganismos coliformes por medio de
una formula: La | se refiere a la reaccion del Indol; la M a la reaccion del Rojo de Metilo; lay , a la
prueba de Acetil Metil — Carbonil (prueba de Voges — Proskauer); la i se incluye con finalidad
eufénica y la C se refiere al crecimiento en una sola solucién mineral que contenga citrato como fuente
Unica de carbono.

Asi, un microorganismo del grupo coliforme designado como IMViC +-t---. Seria Escherichia puesto
que este da positivas las reacciones del indol y del rojo de metilo, pero negativas las reacciones de
Voges Proskauer y del citrato.
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Género Salmonella.

El género Salmonella, consiste en células de forma bacilar habitualmente méviles y capaces de utilizar
el citrato como fuente de carbono; la mayoria de estas cepas son aerégenas.

Ademas uno de los mas importantes de la familia reline muchas especies patdgenas que provocan
enfermedades tales como: tifus, alteraciones gastrointestinales (Salmonelosis), septicemia (invade la
sangre), fiebres tifoideas y para tifoideas, etc.

Salmonelosis: enfermedades provocadas por Salmonellas que va desde un dolor intestinal leve hasta
una enfermedad fatal.

Dentro de las caracteristicas diferenciales de la Salmonella utilizaremos como ejemplo la cepa
Salmonella Thypi, siendo esta: xilosa variable:

Tehalosa y sulfuro de Hidrogeno positivo; arabinosa, agar citrato y gas en dextrosa, indol negativo.

Familia Micrococaceae:

Las micrococaceas son Gram. Positivas, no formadoras de esporas y principalmente saprofitas que
viven libremente, suelen ser esféricas o esferoidales y se dividen tipicamente en dos o tres planos,
algunas veces formando acumulos o masas de cocos semejantes a racimos de uvas o bien, grupos
aplanados cuadrados de cuatro elementos.

La familia incluye los géneros Micrococcus, sarcinas, Staphilococcus, Methanococcus y Peptococcus.

Géneros Stanphylococcus.

Este género microscopicamente suele confundirse con Micrococcus, sus representantes forman masas
irregulares, aunque casi siempre se agrupan en racimos. La diferencia entre estos géneros se aprecia en
la capacidad que tiene Staphilococcus de fermentar o utilizar la glucosa, el manitol y el piruvato en
condiciones anaerobias. De ahi se plantea que esta familia agrupa microorganismos aerobios
facultativos.

Se encuentra frecuentemente en la piel, membranas, mucosa de nariz y boca, heridas infectadas, etc.
Donde aparecen en grandes cantidades Aun en condiciones normales.

Hay dos especies principales: El Staphylococcus aureus que se distingue por su pigmento dorado, es
notorio como productor de enfermedades supurativas. El Staphylococcus epidermidis es menos
patdgeno o comensal de la piel y de las membranas mucosas.

Dentro de las caracteristicas diferenciales podemos mencionar las correspondientes al Staphylococcus

epidermidis las cuales son las siguientes: No fermentan el manitol, ni produce coagulasa, toxina alfa o
lipasa; la licuefaccion de la gelatina es lenta o no existe; la hemdlisis es discreta o ausente.
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Familias Pseudomonadaceae:
Son de origen marino y toleran altas concentraciones de sal. Numerosas especies de esta familia
producen pigmentos azules, verdes y amarillos solubles en el agua y difusibles; y a veces fluorescentes.

Género Pseudomonas.

Es una bacteria poliformica gramnegativa, movil, es un aerobio obligado, se desarrolla a la temperatura
6ptima de 370° C pero puede crecer incluso a los 40 - 410° C. Sucumbe a 600° C en 1 hora, es
sensible a los desinfectantes.

En condiciones naturales la Pseudomona aeruginosa habita en el suelo, el agua y las plantas, pero a
veces se aisla en los pacientes con quemaduras, asi como heridas infectadas y en la uretra.

En el hombre provoca procesos supuradas locales o generalizados: otitis, pielitis, cistitis, queratitis,
meningoencefalitis y septicemia, contamina las superficies de las heridas y quemaduras. Los nifios
menores de edad y debilitados son los mas susceptibles a la infeccién por Pseudomonas. En los
enfermos afectados por esta bacteria la pus y las vendas se colorean de azul verdoso.

Hongos

Son organismos eucariotes pluricelulares, carecen de clorofila, aerobios obligados y anaerobios
facultativos, inmdviles, son quimiotroficos, secretores de enzimas que descomponen gran variedad de
sustratos organicos para dar nutrientes solubles que después se absorben por la célula mediante
transporte activo, cada célula fungica posee al menos un ndcleo, y membrana nuclear, reticulo
endoplasmico, mitocondria y aparato de golgi; ademas posee una pared celular rigida formada por
capas de carbohidratos, cadenas largas de polisacaridos, glucoproteinas y lipidos; una membrana
celular fungica que contiene esteroles (ergosterol y cimosterol).

Algunos hongos se ordenan en estructura de células maltiples llamados mohos y setas. El crecimiento
en forma de moho produce colonias filamentosas multicelulares; las cuales crecen como tubulos
cilindricos ramificados Ilamados hifas, cuyo didmetro varia de 2-10 pum; el conjunto de hifas
enmarafadas forma el micelio, el cual a su vez puede ser aéreo que se encarga de la multiplicacion del
hongo y vegetativo, cuya funcion es de proporcionarle nutrientes al hongo y cumplir con sus
actividades biologicas. En los hongos suelen distinguirse dos tipos de hifas, septadas de muchos
hongos; tienen numerosos tabiques que separan las células individuales y las hifas aseptadas, tienen un
tubo germinal sin tabiques con muchos nucleos. La reproduccion de los hongos se realiza por la
formacion de esporas sexuadas 0 asexuadas. Las esporas asexuadas son las talosporas que se forman
directamente en la hifa sin fusion nuclear; las conidias que nacen a partir de conidioforos y esterigma; y
las esporangiosporas se forman dentro de estructura llamados esporangios.
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Las esporas sexuadas se reproducen después de una fusion nuclear; tenemos las oosporas, resultado de
la union de dos gametagios; zigosporas, por la unién de dos hifas, Ascosporas se forman por la unién
de dos células en una asca y basidiosporas se forma en una estructura que es basidio.

Los hongos se clasifican de acuerdo a la reproduccion sexual y de las esporas que resultan durante la
fusion nuclear meiosis o intercambio de reproduccion genética, las cuales se dividen en clases
cigomicetos, ascomicetos, basidiomicetos, deuteromicetos u hongos imperfectos.

Los hongos crecen en medios de cultivos que contengan carbohidratos como Agar Dextrosa de
sabouraud a una temperatura ambiental (25°C) por 8 dias; se observan colonias grandes con aspecto
aterciopelados, pulvurulentas, algodonosas y con pigmentacion en los micelos aéreos y vegetativos.
Los hongos saprofitos se encuentran en el medio ambiente, aire, suelo, tierra, agua por el cual nos
pueden contaminar y descomponer los productos farmacéuticos, causando en el humano micosis
oportunista.

Levaduras

Son células unicas de forma esférica eliptica y cilindrica, que miden de 3-5 pu de didmetro, anaerobias
facultativas, no poseen flagelos y la mayoria se reproduce asexualmente por gemacion y fision binaria.

Algunas especies producen yemas que no se desprenden y se alargan formando cadenas de células
alargadas de levaduras denominadas pseudo-hifas.

El protoplasma de una célula de levadura estd formado por pared celular, membrana citoplasmica,
nacleo, vacuola, numerosos granulos de carbohidratos y glébulos de lipidos.

La reproduccion sexual de algunas levaduras lo hacen por la formacion de ascosporas; por las cuales se
clasifican en levaduras falsas que pertenecen a la clase Deuteromicetos, y las verdaderas a la clase
Ascomicetos, y se encargan de contaminar y descomponer los productos farmacéuticos especialmente
los que contienen azucares.

Las levaduras se cultivan en medios que contengan azlcares, como el Agar Dextrosa de Sabouraud a
una temperatura de 37°C por 24 horas con un pH éptimo de 3 — 7.5, dando colonias grandes cremosas
irregulares lisas y rugosas con olor a levadura de pan o a cerveza.

Analisis Microbiologico.

Entendemos por cultivo de microorganismos el proceso que induce su crecimiento. Para cumplir la
mayoria de las finalidades de la microbiologia, se cultivan en in Vitro (de latin vitrun = vidrio), es
decir, en matraces, tubos de ensayo y otros recipientes de vidrio. En la actualidad los frascos de
cultivos pueden ser también de plastico o acero.

Para este tipo de cultivo es indispensable la preparacion de soluciones, u otras formas de los materiales
que los microorganismos pueden utilizar como alimento.
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Limite Microbioldgico:

Conjunto de pruebas cuyo objetivo es evaluar la calidad sanitaria de productos farmacéuticos ( materia
prima, productos intermedios y terminados) mediante el recuento de organismos mesofilicos aerobios,
hongos filamentosos y levaduras, asi como, la investigacion de microorganismos objetables en dichos
productos.

Recomendaciones Generales:
+¢ Las muestras deben de trabajarse bajo condiciones asépticas.

% El tiempo transcurrido desde la preparacion de la primera dilucion hasta su incorporacion en el
medio de cultivo no debe de exceder de una hora.

¢+ Las muestras de prueba deben de incubarse a 35 + 2 °C, de 24 a 48 horas, a menos que se
especifiquen otras condiciones.

+«+ En cuanto a las enterobacterias no deben de superar las 1000 unidades por gramo.

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) recomienda las siguientes especificaciones
microbioldgicas para productos de origen natural o fitofarmacos:

% Recuento de aerobios meséfilos = <10” UFC (unidades formadoras de colonias) / g.

< Recuento de Hongos y Levaduras = <10* UFC (unidades formadoras de colonias) / g.

< Recuento de Escherchia coli = <10? UFC (unidades formadoras de colonias) / g.

¢+ Salmonella s. = Auséncia.

MUESTREO
La muestra de producto para cada determinacion no debe ser menor a 10 gr. Y se peso directamente sin
realizar extracto.

PROCEDIMIENTO

De acuerdo a las caracteristicas fisicas de la muestra, elegir el método adecuado para obtener una
solucion, suspension o emulsion sin alterar el nimero y clase de microorganismo.

Los métodos de preparacion de la muestra constituyen la primera dilucion del producto. Dilucién que
puede hacerse con solucion diluida de fosfatos de pH 7.2, caldo digerido de caseina soya lecitina
polisorbato, caldo soya tripticaseina o caldo lactosado.

Cuando se analizan liquidos no miscibles en agua, ungiientos o ceras, es necesario utilizar diluyentes
adicionando el polisorbato 250 a concentraciones de 1 al 10%.

Sélidos y liquidos miscibles en agua.

Pesar 0 medir exactamente 10 gr. O 10 ml de muestra y transferirlo a 90 ml del diluyente seleccionado.

Solidos insolubles, tabletas y grageas.

Pulverizar la cantidad necesaria de muestra para obtener 10 gr. Y transferir a 90 ml del diluyente
seleccionado.
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Liquidos no miscibles en agua.

Medir exactamente 10 ml de producto, transferirlo a 90 ml del diluyente seleccionado de polisorbato
20.

Unglentos y ceras.

En un vaso de precipitados estéril, pesar 10 gr. De la muestra, agregar la cantidad minima necesaria de
polisorbato 20 (1 a 10 ml) para que al agitar con una barra magnética estéril se forme una pasta,
calentar en un bafio de agua a temperatura que no exceda los 45° y agregar gradualmente el volumen
necesario para completar 90 ml con el diluyente seleccionado.

Liquidos viscosos.

Para muestras viscosas que no puedan medirse con pipetas en la dilucion 1:10, efectuar diluciones
1:100 o 1:500.

Dilucion de la muestra.

En funcion del grado de contaminacién del producto efectuar las diluciones decimales que se estimen
convenientes. Cuando no se tienen antecedentes al respecto es conveniente efectuar hasta la dilucion
10 3y ampliar o reducir el numero de diluciones en base a la experiencia. Para obtener la segunda
dilucion del producto transferir 1 ml de la primera dilucion a un tubo conteniendo 9 ml de solucion
diluida de fosfatos de pH 7.2. Proseguir de igual forma para obtener las siguientes diluciones,
utilizando una pipeta para cada dilucion e inoculando simultdneamente las placas o tubos con la
dilucidn correspondiente.

Recuento de microorganismos aerobios viables totales:
El recuento de microorganismos aerobios viables totales se determina por el método de filtracion a
través de membrana, recuento de placa o por el método del nimero mas probable.

El recuento se realiza bajo condiciones que eviten cualquier riesgo de contaminacion accidental del
producto examinado. Las precauciones tomadas para evitar contaminaciones no deben afectar a
ninguno de +los microorganismos cuya presencia puede ser puesta de manifiesto en el ensayo.

Para obtener la cantidad de muestra requerida para el ensayo se mezclan varias porciones seleccionadas
al azar de la masa del producto. Segun la naturaleza de la muestra que se examine, ésta se diluye, se
suspende o se emulsiona en un liquido apropiado.

Se deben utilizar series de diluciones apropiadas a fin de obtener un nimero de unidades formadoras de
colonia que esté dentro de los limites recomendados por el método utilizado.

Metodo en placa:

Efectuar las diluciones decimales necesarias para que L ml contenga entre 30 y 300 UFC/ml.

Inocular por duplicado L ml de cada dilucion del producto, en cajas de petri estériles afiadir a cada caja
de 15 a 20 ml de agar soya tripticaseina 0 agar soya tripticaseina — lecitina de soya — polisorbato,
previamente esterilizado y mantenido en bafio de agua a una temperatura aproximada de 45 a 48° C.
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Con movimientos suaves rotatorios, mezclar la alicuota de la muestra con el medio de cultivo, evitar
derramar el liquido. Permitir que el medio de cultivo solidifique e incubar las placas en posicion
invertida a 35° C mas menos 2° C durante 48 a 72 horas.

Después del periodo de incubacién contar el nimero de UFC, auxiliandose de una lupa. Determinar las
UFC de la placa.

Método en tubo:

Colocar 12 tubos conteniendo 9 ml del medio caldo soya tripticaseina, en 4 hileras de tres tubos cada
una inocular 1 ml de las diluciones 10, 10 2, 10 3 en la primera, segunda y tercera hilera
respectivamente. Identificar cada hilera de tubos con la dilucion inoculada.

Marcar la cuarta hilera como testigo. Agitar los tubos e incubar a 35° C mas menos 2° C durante 48.
Después del periodo de incubacion anotar el nimero de tubos de cada dilucion con turbiedad debido al
crecimiento microbiano.

Repetir la prueba si cualquiera de los tubos testigos muestra desarrollo microbiano.

RECUENTO DE HONGOS FILAMENTOSOS Y LEVADURAS.
En funcion de la via de administracion del producto, proceder a la investigacion de los
microorganismos sefialados a continuacion:

Productos dérmicos, rectales y vaginales:

Pseudomonas aeuruginosa y Staphylococcus aureus.

Productos orales:

Escherichia coli y Salmonella sp

Materias primas:

Dependiendo de la via de administracién del producto investigar los microorganismos sefialados,
ademas de Pseudomonas sp.

Identificacion de Pseudomonas aeuruginosa y Staphylococcus aureus.

Pesar o medir 10 gr. o ml de muestra y adicionarlo a 90 ml de caldo soya tripticaseina. Mezclar e
incubar. Tomar una asada del cultivo anterior y sembrar por estria cruzada en alguno de los siguientes
medios: Agar Sal Manitol, Agar Baird — Parker o Agar Vogel Jonson; para el aislamiento de
Staphylococcus aureus y el medio Agar Cetrimida para Pseudomonas sp.

Incubar y preservar la morfologia colonial y compararla con las descritas.

Si la morfologia colonial y las caracteristicas bioquimicas no corresponden con la descrita en las tablas,
la muestra cumple los requisitos de ausencia de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeuruginosa. Si
las caracteristicas son similares, realizar las siguientes pruebas:

Confirmacién de Staphylococcus aureus:

Prueba de coagulasa.

Transferir una porcion de la colonia sospechosa a caldo soya Tripticaseina e incubar 245 horas.
Colocar 0.1 ml del cultivo en un tubo conteniendo 0.5 ml de plasma fresco de conejo o coballo.
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Incubar a 36° C mas menos 1° C y observar a las tres horas y subsecuentemente por un periodo no
mayor de 24 horas. Si durante este intervalo no se observa ningln grado de coagulacion, la muestra
cumple los requerimientos de ausencia de Staphylococcus aureus.

Para efectuar la prueba de coagulasa es necesario emplear control positivo y negativo.

Control positivo Staphylococcus aureus

Control negativo Staphylococcus epidermidis

Confirmacién de Pseudomonas aeuruginosa:

Produccion de pigmentos.

S i en el medio Agar Cetrimida se encuentran colonias sospechosas de Pseudomonas aeuruginosa
sembrarlas en los medios Agar Pseudomonas para deteccion de fluoresceina y Agar Pseudomonas para
deteccion de piocianina, incubar a 35° C mas menos 2° durante 3 dias. Observar las colonias a simple
vista y con luz ultravioleta y compararlas con la morfologia colonial descrita.

Si la morfologia colonial de la tabla corresponde con la obtenida en los medios indicados efectuar la
prueba de oxidasa.

Prueba de oxidasa:

Impregnar una tira de papel filtro con una solucion al 1% de diclorhidrato de N — Ndimetil p -
fenilendiamina y colocar sobre ella una pequefia porcion de la colonia sospechosa. La prueba es
positiva si se desarrolla un color parpura en 10 segundos. Emplear como control positivo Pseudomonas
aeuruginosa y como control negativo Escherichia coli.

Si es necesario, confirmar la presencia de Pseudomonas aeuruginosa con pruebas bioquimicas
adicionales.

METODO POR DILUCION.

Diluciones Seriadas:

El método de las diluciones seriadas se emplea extensamente para calcular el nimero de bacterias en
diversos liquidos: agua, leche,

Cultivos etc. En procedimiento tipico cantidades de 1 ml de la muestra (Ej: Leche) diluidas en series
decimales, duplicadas, cuadruplicadas u otras que puedan convenir se colocan en tubos de caldo
nutritivo. Después de incubacion de los tubos de caldo se registran los nimeros de los microorganismos
observando la presencia o ausencia del crecimiento.

Por ejemplo en una dilucion en serie decimal supongamos que se observa crecimiento en el tubo que
recibié la dilucion 1:1,000 pero no lo hay en el que contiene la dilucion 1:10,000. En tal caso, en la
muestra de leche examinada existen tedricamente entre 1,000 a 10,000 organismos por mililitros
(viable en esa clase de caldo y bajo esa condicién ambiental).

Recuento por el Método més Probable:

Se prepara una serie de doce tubo conteniendo en cada tubo de 9 a 10 ml de medio liquido. A cada uno
de los primeros tubos se les afiade 1 ml del producto diluido, disuelto y homogenizado en la proporcion
1:10, como se indicé anteriormente. A cada uno de los tubos siguientes se le afiade 1 ml de la dilucion
1:100 del producto. A cada uno de siguientes tubos se les afiade 1 ml de dilucion 1:1,000 del producto
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y a los ultimos de los tubos se les afiade 1 ml de diluyente. Se incuban todos los tubos a una
temperatura de 30 a 35 grados C durante 5 dias al menos. Los 3 Gltimos tubos no deben presentar
crecimiento microbiano. Si por la naturaleza del producto a examinar la lectura de los resultados es
dificil o incierta se prepara un sub cultivo en medio liquido o en medio sélido y se procede a la lectura
de los resultados después de un nuevo periodo de incubacion. Se determina el niUmero mas probable de
microorganismo por gramos o por mililitro de producto a examinar.

Interpretacion de los resultados:

Si se prescribe un limite en una monografia debe interpretarse de la siguiente manera:

102 microorganismos — limites Maximo de aceptacion 5 x 102
103 microorganismos _limites Maximo de aceptacion: 5 x 103

Recuento de microorganismos revivificables:

Microorganismos aerobios son aquellos que se desarrollan bajo condiciones aerobias.

El recuento total de microorganismos aerobios, es el indice mas cominmente utilizado para conocer el
estado microbiolégico de un alimento. Altos recuentos de mesofilos iridican materia prima
contaminada, condiciones de fabricacion poco higiénicas o mal tratamiento térmico.

Altos recuentos totales de microorganismos no patégenos tienen también un significado sanitario. Se
considera el recuento total de aerobios como un indice de las condiciones sanitarias de muchos
alimentos.

El recuento de bacterias mesoéfilas aerobias se eleva proporcionalmente en la medida en que se
descuidan las condiciones higiénicas en que se obtiene la muestra, se expone esta a diferentes fuentes
de contaminacién puede ser equipos sucios, el polvo, manipulacion inadecuada, etc.

Crecimiento de colonias:
Las células que forman una colonia sobre la superficie de un medio solido como el agar nutriente,
encuentran un ambiente muy distinto del que tienen las células libes bafiadas en un medio liquido. A
menos que la superficie del medio sélido este muy humeda o que los microorganismos sean muy
moviles, la colonia se ve obligada a crecer en un area muy limitada.
Las limitaciones evidentes a la expansion de las colonias estan representadas por los hechos siguientes:
a. La solucién nutritiva puede difundirse solamente en una extension limitada desde el agar a las
sellas superiores de la colonia.
El aporte alimenticio disponible en el agar, en el &rea inmediata, se agota pronto.
c. Los productos de desecho no e difunden ni expulsan facilmente y por consiguiente, se acumulan en
la coloniay en el agar subyacente.
Las células situadas en la cima de la masa del cultivo estan evidentemente en desventaja y las
porciones central y superior de la colonia sufren pronto los efectos del envejecimiento senescencia y
otros relativos a la nutricion desfavorable, asi como la falta de eliminacion de los desechos.
d. Las colonias demasiado hacinadas compiten entre ellas y unas sobrepasan en crecimiento a las otras.
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TINCION DE GRAM

La tincion de Gram es un tipo de tincidn diferencial empleado en microbiologia para la visualizacion
de bacterias, sobre todo en muestras clinicas. Debe su nombre al bacteridlogo danés Christian Gram,
que desarroll6 la técnica en 1884. Se utiliza tanto para poder referirse a la morfologia celular bacteriana
como para poder realizar una primera aproximacion a la diferenciacion bacteriana, considerandose
Bacteria Gram positiva a las bacterias que se visualizan de color violeta y Bacteria Gram negativa a las
que se visualizan de color rosa.

Protocolo

e Recoger muestra

o Hacer el extendido en espiral

e Dejar secar a temperatura ambiente

o Fijar la muestra al calor (flameado 3 veces aprox.)

o Agregar azul violeta (cristal violeta o violeta de genciana) y esperar 1 min. Este tinte dejara de
color morado las bacterias Gram positivas.

« Enjuagar con agua.

o Agregar Lugol y esperar 30 segundos

« Enjuagar con agua.

e Agregar alcohol acetona y esperar 15 sg

o Enjuagar con agua.

o Agregar safranina y esperar 1 min Este tinte dejara de color rosado las bacterias Gram
negativas.

« Enjuagar con agua.

Para observar al microscopio Optico es conveniente hacerlo a 100x con aceite de inmersion
Técnica de la coloracién gram
Fijar un frotis

e Con la ayuda de un mechero, flamear un asa bacteriologica y esperar que enfrie un poco.

o Tomar el asa (previamente flameada) y con ésta tomar un poco de muestra.

o Una vez obtenida una pequefia cantidad de la muestra (con el asa), hacer que ésta tenga
contacto con una lamina portaobjetos, la cual servira para depositar la muestra contenida en el
asa.

e Con el asa (conteniendo la muestra) sobre la lamina portaobjetos, proceder a realizar la
extensién de la muestra en el portaobjetos mediante movimientos giratorios (dar vueltas con el
asa) sobre la ldmina, de tal forma que al terminar la extension, tengamos como producto una
espiral en la parte media de la lamina.

Autores: Br. Carrion Pérez Brenda Luz, Br. Cruz Pablo Emilio.



. Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua — Leon.
> Determinacion anti microbiana y Limite Microbioldgico de Annona Muricata, Lippia alba, Guazuma ulmifolia. ulmifolia

o Esperar que seque al aire libre o ayudarse con la llama de un mechero para fijar la muestra,
teniendo en cuenta que el calor no debe ser directo (s6lo se pasa por la llama), puesto que el
calor excesivo puede cambiar la morfologia celular de las bacterias a observar. El calor
deseable es aquél en el que el portaobjetos sea apenas demasiado caliente para ser colocado
sobre el dorso de la mano.

Tincion

Con violeta cristal o violeta de genciana, utilizando una cantidad suficiente de dicho colorante sobre la
muestra, como para lograr cubrirla por completo. Se deja actuar al colorante por 1 minuto. Esta tincion
de 1 minuto estd dada para trabajar a una temperatura ambiente de 25 °C.

Enjuague

Al transcurrir el minuto, se debe enjuagar la ldmina conteniendo la muestra con agua corriente. Para
realizar el lavado, se debe tener en cuenta que el chorro de agua NO debe caer directamente sobre la
muestra, ésta debe caer sobre la parte superior de la ldmina que no contiene muestra. El chorro debe ser
un chorro delgado, aproximadamente de medio a un centimetro de espesor. También el enjuague se
debe realizar poniendo la lamina en posicion inclinada hacia abajo...

Mordiente
Una vez enjuagado el portaobjetos, se aplica como mordiente yodo o lugol durante 1 minuto mas.

El mordiente es cualquier sustancia que forme compuestos insolubles con colorantes y determine su
fijacion a las bacterias

Decoloracion

Pasado el minuto de haber actuado el mordiente, el frotis se decolora con etanol al 75 %, etanol al
95 %, acetona o alcohol-acetona, hasta que ya no escurra méas liquido azul. Para esto se utiliza el gotero
del frasco del decolorante. Se van afiadiendo cantidades suficientes del decolorante, hasta lograr que
éste salga totalmente transparente, es decir, hasta que ya no escurra mas liquido azul

Lavado y secado

Lavar con agua para quitar los residuos de decolorante y esperar que seque la lamina al aire libre o con
la ayuda de la llama de un mechero de la forma anteriormente descrita.

Tincion de contraste

Una vez que la lamina ya sec0O, procedemos a tefiir nuevamente, pero esta vez se va a utilizar un
colorante de contraste como por ejemplo la safranina, dejar actuar durante 1 minuto.
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Nuevo enjuague

Pasado el minuto correspondiente, se procede a enjuagar la lamina con agua, se escurre el agua
sobrante y se seca en la forma anteriormente descrita.

De esta manera, ya tendremos listo el frotis para su respectiva observacién microscopica.

DETERMINACIONES DE UN ANTIMICROBIANO

Un gran numero de enfermedades en hombres, animales y plantas son causadas por microbios
patdgenos (bacterias, hongos y algas). Las infecciones por hongos y bacterias ha sido una causa mayor
de la muerte en organismos més altos. El descubrimiento de la penicilina, por Fleming es por lo tanto,
considerado uno de los descubrimientos importantes en el mundo.

Muchos de los antibioticos nuevos fueron aislados de fuentes naturales (microbios de tierra, las plantas,
etc). Otros son de origen sintético posteriores e introducidos en practicas clinicas.

La lucha desgraciadamente humana contra microbios patogénicos es distante debido a muchas razones.
Es muy importante es cronometrar el descubrimiento de nuevos patégenos, y las habilidades notables
de microbios a desarrollar la resistencia contra el antibiotico usado. La diversidad notable de
sustancias quimicas presenta el potencial de la bisqueda de agentes nuevos antimicrobiales.

Para preparar los extractos de la planta de efecto antimicrobiano, (probar la actividad de antibacterial y
antifungico), la materia fresca de la planta (o la materia en polvo secada) puede ser macerado o
percolado con agua o en un solvente organico. Para probar un antimicrobiano, se lleva a cabo en
cualquiera de estos extractos crudos o después de la separacion en recintos.

Un protocolo dirigido de bioensayo es recomendado cuando la actividad es seguida desde el extracto
crudo por varias fracciones, dirigiéndose finalmente a los recintos activos puros. El cuidado debe ser
tomado para evitar el calor de la evaporacion del solvente o el extracto o de varias fracciones para
prevenir que los agentes antimicrobianos labiles a temperaturas puedan ser destruidos. Los extractos
deben por lo tanto estar listos (para la esterilizacion).

Esterilizacion por filtracion de membrana, debe ser evitado también  porque los recintos de
esterilizacion pueden atascar la superficie de la membrana, con lo cual la interpretacion del extracto

daria como resultado inactivo.

Los solventes a ser usados, deben ser probados como control y aceptar que la actividad del
antimicrobiano sea normal.
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El pH del extracto o fracciones, debe ser verificado desde que los microorganismos no son capaces de
crecer en medios que son excesivamente acidos 0 basicos. Es conveniente hacer los extractos neutros
(pH 6.0 al pH 8.0) antes de probar.

Generalmente la mejor forma de extraer la materia de la planta a utilizar en el Bioensayo es utilizando
como solvente Etanol — agua en proporcion de 80:20, respectivamente El etanol debe ser quitado
completamente antes de probar la actividad de antimicrobiano.

Por lo tanto, el proceso de la evaluacion implica generalmente el uso de varios métodos de bioensayo y
comparacion cuidadosa de los datos, llegando a una conclusion apropiada (Linton, 1983).

Hay tres métodos mayores para probar un antimicrobiano:

1-.De difusion Agar-agar.

Los pozos son cortados en el agar-agar, la muestra de la prueba es introducida directamente en estos
pozos. Después de la incubacion el didmetro de la zona, es claro alrededor del pozo, este es medido y
comparado contra zonas de la inhibicion producida por soluciones de concentraciones conocidas de
antibidticos uniforme.

En las muestras donde la presencia de la materia suspendida de la particula (o la precipitacion de
substancias insolubles de agua en el disco o el cilindro) interviene con la difusion de la sustancia de
antimicrobiana, mitigar en un plato de hoyo puede ser ventajoso.

Cinco o seis muestras pueden ser probadas simultaneamente por el método de difusion.

2. En el método de la dilucion de agar-agar, el medio es inoculado con el organismo de la prueba y las
muestras al ser probado son mezclado con el medio de inoculado. La materia es inoculada y el
crecimiento de los microorganismos es considerado, pudiendo comparar con un adelanto del control
gue no contiene la muestra de la prueba. El experimento es repetido en varias diluciones de la muestra
de la prueba en el medio del adelanto y la dilucién més alta en que la muestra previene apenas el
crecimiento del microorganismo (MIC) es determinado.

El aquilatamiento de la difusion de agar-agar compone de los pasos siguientes:

1. 10 alicuotas de ml de caldo de alimento nutritivo es inoculado con (él prueba los organismos
incubado en 37 ° C para 24 hora.

2. Usando un pipeta estéril, 0.6 ml de la cultura de caldo del organismo de la prueba es afiadido a 60 ml
de agar-agar fundido que ha sido refrescado a 45° C, mixto bien y vertido en un plato estéril de Petri
(para el 9 cm plato de Petri, 0.2 ml de la cultura es afiadido a 20 ml de agar-agar). Los platos del
duplicado de cada organismo son preparados.
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3. El agar-agar es permitido que endurezca para posteriormente rayar en forma zigzag.

4. Usando una pipeta de 0.1 ml, colocar 100ml de la muestra de la prueba disuelta en un solvente
apropiado, es vertido en tubos de ensayos apropiadamente marcados (éstos son marcado al final de la
copa antes de llenar). Las mismas concentraciones de los agentes uniformes de antimicrobianos
(estreptomicina 1 mg/ml y ampicilina 10 g/ml) y el solvente (como control) son usados.

5. Los platos son dejados a temperatura de la habitacion por 2 horas. Permitiendo la difusion de la cara
de la muestra e incubado hacia arriba a 37 °C por 24 horas.

6. El didmetro de las zonas de la inhibicion es medido al mas cercano mm (el tamafio de copa ser
notado también) (Kavanagh, 1963; al de et de Leven., 1979).

Las Materias del aquilatamiento de la dilucion de agar-agar
Materiales:

Prueba de bacterias tal como: Bacilo subtilis, Estafilococo aureus, Estafilococo faecalis, Escherichia
coli, Estafilococo tumefaciens, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris,
etc.

Los pasos de la dilucién de agar-agar son:

1.37 £1 ° C para 24 horas.

2. El caldo fresco (20 m) es sembrado, el método de serie de la dilucion es seguido como esta descrito
abajo. La muestra de la prueba es disuelta en el agua (en caso de soluble en agua) o en un solvente
organico (etanol o acetona) obtener 10 mg por ml de la solucién. Una solucion de 0.2 ml de la materia
de la prueba es afiadido a 1.8 ml del caldo sembrado y este desde la primera dilucién.

3. 1 ml de esta dilucion es diluido ademas con 1 ml del caldo sembrado y se produce la segunda
dilucidn, el proceso es repetido hasta que seis diluciones son obtenidas.

4. Un conjunto de tubos deben contener caldo sembrado y el solvente, como control.

5. Después que la incubacion por 24 horas en 37 £1° C el tubo sin el crecimiento visible del
microorganismo es tomado y representara la concentracién minima inhibitoria (MIC) de la muestra de
la prueba que es expresado en el mg/m

3-.El método de Bioautografo.
El Método del Bioautografo puede ser empleado como un método para localizar la actividad de anti
bacterial en un cromatograma. La técnica de la difusién de agar-agar implica la transferencia del
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recinto de antibacterial del plato de cromatografico a un plato del agar-agar del inoculado por la
difusion, y por la imagen mental de las zonas de la inhibicidén. Una version méas sencilla mejorada de
este método, que evita el equipo extenso de microbioldgica y problemas asociados con la difusién de
diferencial de recintos del cromatograma al plato del agar-agar. En este método una suspension de un
microorganismo en un caldo adecuado es aplicada al plato del TLC que es entonces incubado en una
atmosfera himeda que permite el crecimiento de las bacterias.

Es importante mencionar aqui que toda manipulacion de la materia del microorganismo debe ser
realizado en un ambiente apropiado (la camara del flujo de Laminar o caja de guante) con disponibles
guantes quirdrgicos. Esto aminoraria las oportunidades de cualquier infeccion al trabajador o la
contaminacion en el procedimiento de la prueba.

Las zonas de la inhibicion entonces son representadas por un Reactivo para distinguir la actividad de la
deshidrogenasa, una sal de Tetrazolum que es convertido por las bacterias en un color intensamente en
el producto. Los recintos de antibacterial aparecen los lugares como sin color contra un color en el
fondo.

. De dilucién de agar-agar de méetodo de fusion.

PLANTAS MEDICINALES

Nombre cientifico: Guazuma ulmifolia:

Familia: Caesalpiniaceae

Nombre comun: Guapinol

Descripcion botanica: Arbol de hermoso aspecto frondoso. Crece hasta unos 15 mt. Hojas alternas
bifoliadas opuestas y lustrosas. Flores grandes, hasta de 5 cm. en racimos, 5 pétalos blancos. Fruto
lefloso de 12 a 15 cm., oblongo aplastado, color café rojizo. Contiene de 4 a 5 semillas rojas
redondeadas, envueltas en una masa o pulpa seca de color amarillento y sabor dulce, comestible.

Usos endomedicos: El cocimiento de la corteza y la raiz se ingiere para combatir las hemorroides y la
disenteria. El cocimiento de las hojas y la corteza aplicado exteriormente se emplea en quemaduras,
ulceras de la piel, para estimular el crecimiento del cabello cuando ha sido maltratado, y para ulceras
del cuello de la matriz.

Sirve para aliviar las infecciones de los rifiones, para la prostata y para revitalizar

Nombre cientifico: Lippia alba

Nombre comun: Juanislama

Familia: Verbenaceae

Descripcién botanica: Arbusto aromatico que se ramifica desde la base, y alcanza de 1 a 2 m. Hojas
de aspecto y color similares a del orégano, oblongas, dentadas en el borde. Su flor es de color rosado —
blanquecino. Crece espontaneamente en jardines olotes baldios.

Usos endomedicos: La infusion de las hojas y las flores sirve para calmar los célicos y producir
sudoracion. Se emplea como mucho éxito como sedante y anti espasmoédico en afecciones
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gastrointestinales. Eficaz en el tratamiento de ulceras pepticas, colitis, gastritis y problemas irritantes
del sistema digestivo.

Nombre cientifico: Annona muricata

Nombre comun: Guanabana

Familia: Anonaceas

Descripcion botanica: Arbol pequefio que lega a alcanzar hasta 10 metros de altura, de follaje
compacto, hojas simples, coridceas verde oscuro, grandes y brillantes; flores bisexuales solitarias o en
pares en tallos cortos que brotan de las ramas viejas; caliz con 3 sépalos diminutos e inconspicuos de
color verde; corola con 6 pétalos de color amarillo; fruto baya colectiva o sin carpo, de forma
acorazonada u ovoide, con pericarpio (cascara) verdoso con tubérculos espiniformes carnosos, la
pulpa es blanca y jugosa de sabor agridulce; las semillas de color negro lustroso o castaiio. Por su
aspecto, el fruto es semejante a la chirimoya, especie del mismo género (A.cherimolia). Usos
endomedicos: Anticancerigeno: Hojas y brotes tiernos

Antibacteriana: Corteza

Antiparasito: Semillas y corteza

Antiulceroso: Corteza

Galactogogo: Fruto

Antiespasmaodico: Hojas

Sedativo: Hojas

Antimalarico: Hojas

Antidiabético: Hojas

Vasodilatador: Hojas

Pectoral: Flores

Amebicida: Corteza

Vermifugo: Corteza y hojas

Insecticida: Hojas y raiz.
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DISENO METODOLOGICO

TIPO DE ESTUDIO:
El presente estudio es de tipo experimental.

AREA DE ESTUDIO:
Este estudio es realizado en el area de control Microbiol6gico del departamento de drogas,

medicamentos y toxicos de la Carrera de Farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas, de la UNAN -
Ledn

UNIVERSO:
Plantas medicinales, utilizadas para tratar enfermedades bacterianas que se venden en los centros
naturistas de Leodn.

MUESTRA:
3 Especies de plantas medicinales: Annona muricata, Limpia alba, Guazuma ulmifolia.

VARIABLES DE ESTUDIO:

1. Limite Microbiano.
2. Bioensayo Antimicrobiano

FUENTE DE INFORMACION:
Fuente Primaria: Se realiz6 un cuestionario con preguntas abiertas a los duefios de las Farmacias

Boténicas
Fuentes Secundarias: Se hizo una recopilacion de la informaciéon a través del Internet, Libros y

Monografias

PROCEDIMIENTO:
Para el desarrollo del estudio se procedio a la realizacion de encuesta con pregunta abiertas a los

dependientes de las farmacias botanicas de Ledn para obtener las tres plantas de estudio ademas de
revision bibliogréafica sobre las diferentes especies utilizadas para este fin y que probablemente tengan
poder antimicrobiano.

De las Farmacias botanicas de la ciudad de Leon, se procedio a recolectar las diferentes especies y
seguidamente la preparacion de los extractos y su posterior anélisis.

OBTENCION DEL EXTRACTO POR EL METODO DE MACERACION
e Seleccionar la parte de la planta a utilizar.

e Lavarlas con suficiente agua y jabon.
e Fraccionar en pequefias porciones y pesar 100g de la materia prima.
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Extraccion por el Método de Maceracion

Fraccionar la muestra a utilizar de cada una de las plantas en estudio, pesar 100g, triturarlo y dejar en
reposo durante 5 dias con 250 mL de alcohol etilico a 80 G.L, en frascos de vidrio ambar. Luego

transcurrido ese tiempo filtrar.

El extracto obtenido tiene una concentraciéon de 40% de materia vegetal

100g de la muestra  x 100% = 40%
250mL alcohol etilico

Andélisis Microbioldgico.

Los métodos microbioldgicos se basan en la estimacion del namero de microorganismos mesofilicos
aerobios viables, hongos y levaduras, deteccion de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Pseudonoma aeruginosa presentes en el producto farmacéutico.

Recuento Total de Bacterias Mesofilas Aerdbicas. (Método de Placa Vertida)
Del producto farmacéutico se toma 10 g. de la muestra y se coloca en un erlenmeyer que contenga 90

mL de solucion buffer fosfato monobasico potésico PH 7.2, mezclar. (dilucién 1:10).

De la dilucion 1:10 se coloca 1mL en un tubo que contenga 9mL de solucion fosfato monobasico
potésico PH 7.2, mezclar. (dilucién 1:100).

De la dilucién 1:100 se toma 1mL y se coloca en un tubo que contenga 9mL de solucion fosfato
monobaésico potasico PH 7.2, mezclar. (dilucion 1:1000).

De la dilucion 1:1000 se toma 1mL y se coloca en un tubo que contenga 9mL de solucién fosfato
monobasico potésico PH 7.2, mezclar. (dilucion 1:10000).

De la dilucion 1:10000 se toma 1mL y se coloca en un tubo que contenga 9mL de solucién fosfato
monobasico potésico PH 7.2, mezclar. (dilucion 1:100000).

De la dilucién 1:100000 se toma 1mL y se coloca en un tubo que contenga 9mL de solucion fosfato
monobasico potasico PH 7.2, mezclar. (dilucién 1:1000000).

De las diluciones 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000 y 1:1000000 tomar alicuotas en triplicado
1.0mL, y colocarlos en cajas de petri estériles.

Agregar aproximadamente 15 - 20mL, de agar para conteo en placas (Triptica Soya y Caseina) a una
temperatura de 45°C, mezclar cuidadosamente por movimientos rotativos y dejar solidificar.

Incubar a 37°C por 24 horas.
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Para el recuento total de UFC, se escoge una placa que contenga entre 30 a 300 colonias. El niUmero de
colonias, se multiplica por la dilucién de la muestra, el cual nos dara las unidades formadoras de
colonias (UFC) por mililitro de muestra.

Recuento Total de Hongos y Levaduras. (Método de la Placa Vertida)

De las diluciones 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000 y 1:1000000 se toman alicuotas por
triplicado de 1mL, se colocan en cajas de petri estériles, agregadndole de 15 a 20mL de agar Sabouroud
a 45°C, mezclar con movimientos rotatorio y dejar solidificar.

Encubar placas a temperatura ambiente (22.5° C+2.5°C) por 8 dias para el crecimiento de hongos.

En las placas se observa el crecimiento de colonias medianas o grandes, rugosas con bordes irregulares

Yy Cremaosos.

PROCEDIMIENTO DE BIOENSAYO
1- Obtencidn de los extractos, se pesaron 100 gr. De cada muestra, y se macero a una relacion de

80:20 Etanol — Agua.

2- Se dejo reposar por 5 dias.

3- Se evaporo por medio de bafio Maria hasta su secado total.

4- Sepeso 0.5, 1, 1.25, 1.50, 1.75, 2, y 3 mg respectivamente por triplicado.

5- Se disolvid cada mg de la muestra en 1 ml de DMSO vertiendolo a su vez en un tubo de ensayo.

6- Se procedio a extraer de cada tubo de ensayo la cantidad en ml de cada una de las
concentraciones haciendo uso de pipetas de 5 ml colocandolas en las placas petri.

7- Adicionar 15 ml de Agar Tripticaseina soya en cada placa petri.

8- Dejar reposar por 2 horas para solidificar el Agar.

9- Con un hisopo previamente esterilizado rayar cada una de las placas con los diferentes
microorganismos de prueba (Klebsiella neumoniae, Pseudomona aeruginosa, Estaphilococcus
aureus)

10- Incubar las placas petri de forma invertida a 37°C por 24 horas.

11- Lectura de resultados.
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MATERIAL Y EQUIPO
Cristaleria: Placas petri, tubos de ensayos, beakers, probeta y termometro
Equipo de Laboratorio

Equipo Marca Modelo
Cocina eléctrica Corning P.C.100
Mechero Fisher 1201-21
Incubadora Doble marca Precision
Refrigeradora General electric T.B.F. 12 DM
Embudo
Asa de Henle
Horno Precision 368 A.

Gradilla Metélica

Pana de Bafio maria

Espectrofotometro Busch & Lomb. Serie n° 0617622E
Espatula

Contador de colonias Québec 3325

Auto clave Vernitron Medical Products. Inc N° 8020

Agitador Eléctrico Vortex K - 5506

Bafo maria G/C

MATERIAL DESCARTABLE

Algodon, aplicadores, papel de aluminio, papel filtro, bolsas plésticas
Equipo de proteccion:

Gabacha, guantes, gorro, gafas, naso bucos.

Cepas:

Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus y Klebsiella
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RESULTADOS

LIMITE MICROBIANO
Bactérias Aerdbias Mesofilas U.F.C./gr.

GUANABANA: Annona muricata

etod Resultados Limites Microbianos
étodos Aceptables (UFC)
3 5 6
10 10 10 segin la OMS
Recuento total de bacterias| 22 UFC 4 UFC 2 UFC 7
mesdfilas aerdbicas. <10 UFe
Recuento total de hOl’]gOS y < 104 UEC < 104 UEC < 104 UEC < 104 UEC
levaduras
Deteccidn de Ausente Ausente
Staphylococcus aureus
Deteccion de Pseudomonas Ausente Ausente
aeruginosa
Epeteccmn de Salmonella Ausente Ausente
CDoeltieccmn de Escherichia Ausente Ausente
GUAPINOL: Guazuma ulmifolia
etod Resultados Limites Microbianos
étodos Aceptables (UFC)
4 5 6
10 10 10 Segun la OMS
Recge_nto tota’I Qe bacterias 338 UEC 43 UFC 32 UFC < 107 UFC
mesofilas aerodbicas.
Recuento total de hongos vy < 104 UFC | < 104 UFC | < 104 UFC < 10 UFC
levaduras
Deteccidn de Ausente Ausente
Staphylococcus aureus
Deteccion de Pseudomonas Ausente Ausente
aeruginosa
SIf)loeteccmn de Salmonella Ausente Ausente
E)Oeltieccmn de Escherichia Ausente Ausente
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JUANISLAMA: Lippia alba

Métod Resultados Limites Microbianos
etoaos Aceptables (UFC)

4 5 6

10 10 10 Segun la OMS

Recqe_nto tota’I _de bacterias| 8 UFC 4 UFC 2 UFC <107 UEC
mesofilas aerobicas.
Recuento total de hongos y < 104 UFC | < 10% UFC | < 104 YFC < 104 UFC
levaduras
Deteccion de
Staphylococcus aureus Ausente Ausente
Detec_cmn de Pseudomonas Ausente Ausente
aeruginosa
Epeteccmn de Salmonella Ausente Ausente
E)Oeltieccmn de Escherichia Ausente Ausente

RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

GUANABANA: Annona muricata

Micreoarganismas | S anrens Standand K. Standand P. Standand

dePrueba Ciprofloxacina | pnenmoniae | Ciprofloxacina inosa | Ciprofloxacina

Medie de Cultiva AGAR TRIPTICASEINA Y SOYA

Cantidad del

Extracte

0.5mg Hay No hay Hay No hay Hay Nohay
Crecimicnio crecimicnto Crccimicnio | crecimicnio Crecimicnia | crecimicnto

1mg Hay No hay Hay No hay Hay No hay
Crecimienio crecimiento Crecimiento | crecimiento Crecimiento | crecimiento

1.25mg Hay No hay Hay No hay Hay No hay
Crecimienio crecimiento Crecimiento | crecimiento Crecimiento | crecimiento

1.5mg Hay No hay Hay No hay Hay No hay
Crecimienio crecimiento Crecimiento | crecimiento Crecimiento | crecimiento

1.75mg Hay No hay Hay No hay Hay Nohay
Crecimienio crecimiento Crecimienio | crecimiento Crecimiento | crecimiento

2mg Hay No hay Nohay No hay Nohay Nohay
crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento | crecimiento

3mg No hay No hay No hay No hay Nohay No hay
crecimiento crecimiento crecimiento | crecimiento crecimiento | crecimiento
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GUAPINOL: Guazuma ulmifolia

Microorganisme | 5.anrens Standard | K. Standard P._aernginosa | Standard

5 de Prucha Ciprofloxacina nenmoniae Ciprofloxacina Ciprofloxacina

Medio de Cultive AGAR TRIPTICASEINA Y SOYA

Cantidad dd

Exiracio

0.5mg Hay Nohay Hay No hay Hay No hay
Crecimiento crecimiento Crecimiento | crecimiento Crecimiento | crecimiento

1 mg Hay Mo hay Hay Mo hay Hay Mo hay
Crecimiento crecimiento Crecimiento | crecimiento Crecimiento | crecimiento

1.25mg Hay Nohay Hay Nohay Hay No hay
Crecimiento crecimiento Crecimiento | crecimiento Crecimiento | crecimiento

1.5mg Hay Nohay Hay No hay Hay No hay
Crecimiento crecimiento Crecimiento crecimiento Crecimiento | crecimiento

1.75mg Hay Nohay Hay No hay Hay No hay
Crecimiento crecimiento Crecimiento | crecimiento Crecimiento | crecimiento

2mg Hay Nohay No hay No hay Hay No hay
crecimienta crecimiento crecimiento crecimiento Crecimiento | crecimiento

3mg Hay Nohay No hay Nohay Hay No hay
crecimienta crecimiento crecimiento crecimiento Crecimiento | crecimiento

JUANISLAMA: Lippia alba

MiToorganisme | S.aurens Standard | K. Standard P. aernginosa | Standard

sde Prueba Ciprofloxacina nenmoniae | Ciprofloxacina Ciprofloxacina

Medio de Cultive AGAR TRIPTICASEINA Y SOYA

Cantidad dd

Exiracio

0.5mg Hay Nohay Hay No hay Hay No hay
Crecimiento crecimiento Crecimiento | crecimiento Crecimiento | crecimiento

1 mg Hay Nahay Hay Nohay Hay No hay
Crecimiento crecimiento Crecimiento | crecimiento Crecimiento | crecimiento

1.25mg, Hay No bay Hay No by Hay No by
Crecimiento crecimiento Crecimiento | crecimiento Crecimiento | crecimiento

1.5mg Hay Nohay Hay No hay Hay No hay
Crecimiento crecimiento Crecimiento crecimiento Crecimiento | crecimiento

1.75mg Hay Nohay Hay No hay Hay No hay
Crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento | crecimiento

2mg Hay Nohay No hay No hay Nohay No hay
crecimienta crecimiento crecimiento crecimiento crecimiente | crecimiento

3mg ITay Nohay No hay No hay Nohay No hay
crecimiento crecimiento crecimiento | crecimiento | crecimiento | crecimiento
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CONCLUSION

En los resultados obtenidos en el limite microbiano especifico para identificacion de Escherichia coli

reporta ausencia de la misma pero presenta pigmentacion incolora con colonias aplanadas, por lo que se

procedio a identificar el microorganismo por medio de la tincion de Gram, y se identifico que es un

Bacilos esporulado Gram positivo con esporas terminales spp. Lo que puede ser causa de

contaminacion ambiental.

Después de realizar la determinacion de la actividad antibacteriana y el limite microbiologico de las
plantas en estudio concluimos que:

7
°

Son aptas para el consumo humano deacuerdo al limite microbiol6gico, dado que cumple con
las especificaciones establecidas para fitofarmacos en la farmacopea de la Organizacion
Mundial de la Salud.

Las concentraciones en donde se encontr6 actividad antibacteriana son concentraciones altas
por lo cual para la utilizacion de esta planta con fines antimicrobianos debe de ser utilizada en
grandes cantidades.

Son productos seguros ya que cumplieron con los parametros establecidos.

Se demostré que la guanabana y la Juanislama poseen actividad antibacteriana a
concentraciones de 2 y 3 mg para Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa y en 3 mg
para Staphylococcus aureus en el caso de la Guanabana. El guapinol solamente presento

actividad a concentraciones de 2 y 3 mg en Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa.
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RECOMENDACIONES

» Recomendamos que se realicen nuevos estudios con estas plantas ya que su actividad
antibacteriana tiene efecto a altas concentraciones y es necesario realizar el estudio para

determinar la toxicidad de los fitofarmacos en estudio.

» Debido a que los fitofarmacos analizados, no contaban con la cantidad exacta del peso de la
planta que se comercializa, es importante contar con un ente regulador de productos a base de

plantas medicinales para que estos cumplan con todos los parametros de calidad.
» Se debe tener presente que todo fitofarmaco debe ser considerado como un medicamento al que

hay que exigirle el cumplimiento de los pardmetros propios de los mismos como son: Calidad,

Seguridad y Eficacia.
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REACTIVOS UTILIZADOS

Identificacion de la sustancia/preparado y de la sociedad o empresa
Uso de la sustancia o preparado:

Para usos de laboratorio, analisis, investigacion y quimica fina.

Composicion

Denominacion: Dimetilsulféxido

Férmula: C;HsOS M.=78,13  CAS [67-68-5]

El dimetil sulfoxido (dimetilsulfoxido, DMSO, CH3SOCH3) es un liquido organico sin color que
contiene sulfuro, usado como solvente organico industrial a partir de 1940, como criopreservante a
partir de 1961 y como un medicamento (reduce el dolor y la inflamacion).

Por su propiedad de atravesar rapidamente la epidermis y las membranas celulares el DMSO sirven
también como acarreador de drogas 0 venenos.

Descubierto por Saytzeff en 1866, el dimetilsulfoxido se obtiene como subproducto durante el
procesamiento de pulpa de madera para la fabricacion de papel.

Es un solvente aprético y altamente bipolar. Por ello, es miscible tanto con el agua como con solventes
orgénicos como alcoholes, cetonas etc. Puede formar complejos en sistemas biologicos.

AGAR

El agar, 0 agar -agar, es un polisacarido que se obtiene de algas del género Gelidium, algas que se han
utilizado en la cocina tradicional japonesa, por sus propiedades gelificantes-, desde hace muchos siglos.
También se obtiene de otras algas, entre ellas especies de los géneros Gracillaria de las que procede
actualmente la mayoria del agar, y de Gelidiella y Pterocladia, que aportan pequefias cantidades. El
agar de mejor calidad de obtiene de Gelidium, aunque en los Gltimos afios se ha extendido mucho la
obtencién a partir de cultivos marinos de Gracillaria, que son ahora la fuente principal de este
polisacérido. En Espafa se obtiene sobre todo de Gelidium corneum. En el listado de aditivos
alimentarios de la Unién Europea, el agar es el E-406
El agar como tal se descubrid accidentalmente, junto con el método de obtencion que todavia se utiliza,
la congelacion y descongelacion de sus geles, a mediados del siglo XVII. EI nombre tradicional
japonés para este producto es "kanten". La palabra "agar", o "agar-agar", que se utiliza actualmente,
procede del malayo, y hace referencia a otro gel distinto, el obtenido tradicionalmente en esa zona a
partir de Eucheuma muricatum. En el siglo XIX, los emigrantes chinos llevaron a Malasia el producto
japonés, adaptando a él el nombre local del gel de algas. Cuando el kanten japonés pasé a Europa, lo
hizo  con el nombre malayo de agar.
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SRS
A a

Estructura

El agar se considera formado por la mezcla de dos tipos de polisacaridos, la agarosa y la agaropectina.
La agarosa es el componente principal, representando alrededor del 70% del total. Tanto la agarosa
como la agaropectina tienen la misma estructura basica.

El agar es un polisacérido no digerible, que desde el punto de vista nutricional forma parte de la "fibra".
Las enzimas capaces de degradar el agar son extraordinariamente raras, incluso entre los
microorganismos. Por eso el agar es también un valioso medio de cultivo en bacteriologia, utilizandose

en esta aplicacion desde la década de 1880.

AGAR TRIPTICASEINA SOYA

ESPECIFICACIONES

El Agar Soya Tripticaseina es un medio utilizado para promover el crecimiento de microorganismos
fastidiosos y adicionado de sangre para observa reacciones hemoliticas.

El Agar de Soya Tripticaseina provee un excelente soporte de crecimiento para organismos aerobios y
anaerobios, segun lo demostrd Leavit en 1955. Este medio es recomendado en los procedimientos
microbioldgicos de control de aguas, cosméticos y en la industria farmacéutica. De acuerdo con la
Farmacopea. Clinicamente se utiliza para diferenciar especies de Haemophylus debido a que no
contiene los factores X y V requeridos para su crecimiento. Asi mismo este medio puede ser utilizado
como base

para preparar medios suplementados como el Agar Sangre y Agar Glosa Chocolate.

En este medio las peptonas proveen la fuente de nitrogeno y minerales. El aztcar de la Peptona de Soya
provee la fuente de carbohidratos. El Cloruro de Sodio tiene su funcién en el balance osmotico y el
Agar es incorporado como agente solidificante.

Peptona de Caseina 15.0

Peptona de Soya 5.0

Cloruro de Sodio 5.0

Agar Bacteriologico 15.0

pH7.3+£0.2

Método:

Suspender 40gr del medio en un litro de agua purificada. Calentar con agitacion suave hasta su
completa disolucion y hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a 121° C (15 libras de presion)
durante 15 minutos. Dejar enfriar a una temperatura entre 45-50° C y vaciar en placas de Petri estériles.
Para preparar Agar Sangre, adicionar ascéticamente sangre desfibrinada estéril al 5% después de
esterilizar y enfriar el medio.
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Agar-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.

La forma seca del Agar-Agar se conoce de mediados del siglo XVIII, cuando un japonés descubrio,
accidentalmente, la manera de purificarlo y secarlo. Fue llevado de China a Europa y traido a América
a mediados del siglo XIX, para utilizarse, principalmente, como substituto de la gelatina en la
confeccion de postres gelatinosos.

Quimicamente, el Agar-Agar es una mezcla compleja de sales de polisacaridos, fundamentalmente,
galactosidos. Las grandes moléculas que lo constituyen determinan sus cualidades sobresalientes, como
coloides y espesantes, que lo han hecho hasta ahora insustituible.

Ademas de los polisacaridos, el Agar-Agar contiene numerosos cationes asociados, tales como sodio,
potasio, calcio, magnesio, etc. De los cuales no esta, claramente, establecida su influencia sobre las
propiedades de este producto.

Referente a las propiedades y contenidos del Agar-Agar, basicamente, dependen de la materia prima
empleada, procedencia geogréfica, época de cosecha y madurez del alga.

A continuacion, se caracterizaran los tipos de medios de cultivo segn su estado y composicion.
Estado:
Medios sélidos: Su proporcién de Agar es siempre por encima del 15%.

Medios semisoélidos: Son medios intermedios entre los medios liquidos y solidos, su proporcion de
Agar suele ser suele ser inferior al 5%, pero siempre suele presentar cierta cantidad que le proporcione
una consistencia semisolida.

Medios liquidos o caldos: No contiene Agar y su composicion (ademas de agua) suele contener al
menos una fuente de carbono, sales minerales, y a veces segun las caracteristicas de medio, factores de
crecimiento, vitaminas, peptonas, aminoécidos, entre otros.

Composicion:
Medios sintéticos o quimicamente definidos: Llevan fuentes de carbono, nitrogeno, sales que suplan

iones (P, K, Mg, Fe, Ca, etc.), otros elementos como estimuladores de crecimiento pero siempre a
concentraciones conocidas.
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Medios complejos o de composicion indefinida: Estos medios llevan ingredientes como extracto de
levadura, peptona, infusion de cerebro, extracto de carne, etc. que contienen nutrientes en abundancia
pero sin saber con exactitud la composicion cualitativa ni cuantitativa de estos nutrientes.

Medios de enrigquecimiento: Son medios complejos, normalmente, con aditivos adicionales para
favorecer el crecimiento de determinados microorganismos (particularmente heterétrofos exigentes).
Tales como: adiccion de sangre, suero o extractos de tejidos de animales y plantas.

Medios selectivos: Son aquellos que favorecen por su disefio el crecimiento especifico de un
microorganismo particular o grupo de microorganismos. Es de gran utilidad para el aislamiento de
microorganismos a partir de una poblacion microbiana mixta. Ejemplo: CO2 como fuente de carbono
es selectivo para autotrofos, adicionando cristal violeta se inhibe el crecimiento de los Gram (+),
utilizando maltosa como Unica fuente de carbono sélo creceran los que usen maltosa.

Medios diferenciales: Son aquellos destinados a facilitar la discriminacion de microorganismos de una
mezcla por sus propiedades diferenciales de crecimiento en dichos medios. Ejemplo: Agar sangre
diferencia hemoliticos de no hemoliticos; McConkey diferencia lactosa (+) de lactosa (-).

Medios de mantenimiento: Suelen ser distintos a los de crecimiento Optimo ya que el crecimiento
rapido y prolifico suele ocasionar la muerte rapida de las células. Por ejemplo: al afadir glucosa y
utilizarla los microorganismos producen acidos, acidificandose el medio por lo que es preferible no
utilizar glucosa en los medios de mantenimiento.

Agar Sabouraud:

Medio para la deteccion y aislamiento de hongos en muestras mediante técnica de filtracion por
membrana. Para que ocurra el crecimiento selectivo de hongos sobre bacterias en la muestra depende
tan solo de la reaccion acida (pH 5.6).

Composicion por Litro:

Digestivo pancredtico de caseina- 59
Peptona de tejido digestivo -5 g
Dextrosa -40g

Agar-1

SOLUCIONES

1. Solucion reguladora de fosfatos pH 7.2
2. Solucion salina
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MEDIOS DE CULTIVO

Preparar los medios de cultivo a partir de mezclas deshidratadas comerciales respetando estrictamente
las indicaciones del fabricante.

Cuando sea necesario preparar los medios de cultivo a partir de ingredientes sefialados en su formula y
de acuerdo a las siguientes instrucciones.

Disolver los solidos solubles en el agua, calentar hasta disolucion completa. Determinar el pH a 25 mas
menos 2° C y ajustar si es necesario con soluciones de acido clorhidrico o hidréxido de sodio 1 N segln
sea el caso.

Los medios de cultivo deben esterilizarse a 121° C durante 15 minutos a menos que en la formulacion
se indique otras condiciones.

Solucion salina

Cloruro de sodio 8.5g9

Agua destilada 1000 ml.

Disolver el cloruro en el agua, envasar en recipientes adecuados y
esterilizar a 121° C durante 15 minutos.

Agar Soya Tripticaseina

Digerido pancreético de caseina 20.0g

Leciticina de soya 5.0g

Polisorbato 20 40 ml

Agua destilada 960 ml.

pH después de esterilizar 7.0+0.2 Disolver el digerido pancreatico de caseina y la lecitina de soya en
agua, calentar de 48° C a 50° C en BM por 30 minutos aproximadamente. Adicionar el Polisorbato 20,
mezclar y esterilizar.

Agar Cetrimida.

Digerido pancreético de gelatina 20.Ig

Cloruro de magnesio 1 .4¢g

Sulfato de potasio 10.1

Agar 13.69

Bromuro de etil trimetilamonio

(cetrimida) 03.3g

Glicerol 10.0ml g

Agua destilada 1000 ml

pH después de esterilizar 7.2 LO.2

Disolver en el agua los componentes solidos, adicionar el glicerol. Calentar
a ebullicion con agitacion constante durante un minuto.

Caldo lactosado
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Extracto de carne 3.0gr

Dirigido pancreético de gelatina 5.0g

Lacto 5.0¢g

Agua destilada 1000 ml.

pH después de esterilizar 6.9 £ 0.2

Después de esterilizar enfriar el medio de cultivo lo mas rapido posible.

Caldo selentino — cistina.

Digerido pancreético de caseina 5.0g

Lactosa 4.0g

Fosfato de sodio 10.0 ¢

Selenito asido de sodio 4.0 grs.

1-cistina 0.0lg

Agua destilada 1000ml

pH final 7.0 £ 0.2

Calentar por medio de una comente de vapor durante 15 minutos.
esterilizar.

Agar Mac Conkey

Digerido pancreético de gelatina 17.0 g
Digerido pancreatico de caseina 1 .59
Digerido péptico de tejido animal 1.5 ¢
Lactosa 10.0Og

Mezcla de sales Biliares 1 59

Cloruro de sodio 5.0 g

Agar 12.5¢

Rojo neutro 0.039

Cristal violeta 0.001g

Agua destilada 1000ml

pH después de esterilizar 7.1 0.2

Agar Dextrosa Sabouraud

Dextrosa 40.0 g

Digerido péptico de tejido animal 5.0 g
Digerido pancreatico de caseina 5.0 g
Agar 15.0g

Agua destilada
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CUESTIONARIO

¢Que tipo de plantas tiene usted para combatir las enfermedades de origen Bacteriano?

¢De la lista mencionada anteriormente diganos las 3 que mas vende?

¢Especificamente para que tipo de enfermedades las recomienda?

¢ Tiene fecha de vencimiento, numero de lote y peso exacto en el paquete del producto?

¢Cada cuanto tiempo renueva este producto?

¢Nos puede decir de que zonas del Pais trae estos productos?
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LIMITE MICROBIANO
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BIOENSAYO

Muestra

\ 4
Recoleccion

Lavado

Secado

Extraccion ETOH — H20 80:20

A
Evaporacion

SEHH L H D

0.5mg 1 mg 1.25mg 1.5 mg 1.75mg 2 mg 3 mg
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TINCION DE GRAM

Recoger muestra

A

Hacer extendido
en espiral

A 4
Dejar secar a T? ambiente

A
Fijar la muestra

A 4

Agregar Azul Violeta
por 1 minuto

A 4
Enjuagar con agua

A 4

Agregar Lugol

A 4
Enjuagar con agua

A 4

Agregar alcohol
acetonay esperar

A 4
Enjuagar con agua

y
Agregar Safranina

A 4
Enjuagar con agua
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