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1 N T R O D U e e ION 

El interés en las investigaciones acerca de la extra~ 

ción de productos naturales de origen vegetal, ha venido -

aumentando con el correr de los aRos, a tal punto que Gl~l 

mamente la util ización de plantas medicinales es de gran -

importancia para el tratamiento de muchas enfermedades. 

El presente estudio pretende dar aporte a dichas in--

ves t igaciones en el campo de acciones antimicrobianas. Sa-

bemos que Gltimamente se han aumentado los casos de infec-

ciones que muestran una marcada resistencia bacteriana a -

los tipos de medicamentos que se util izan actualmente en -

los hospitales. Por lo que nosotros como profesionales en 

el área de la salud, especial izados en la producción de m~ 

dicamentos, tratamos de encontrar una solución a este pro-

blema¡ en base a lo anterior consideramos que una de las -

especies que pod r ia dar un resultado prometedor es el Oci-
',--

mun ba.s i 1 i cum, fundamentándose en 1 as i nvest i gac iones que -

se han real izado en el género Ocimun. 

El objetivo del presente trabajo, es investigar el 

efecto antibacteriano que pueda tener el extracto vegetal 

de 1 Oc i mun bas i 1 i cum sob re Mycobacte r i um tube rcu los i s y K 1 eb-

siella pneumoniae, microorganismos que afectan el tracto -

respiratorio. 
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A. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS. 

Haciendo una revisión de los estudios sobre plan--

tas, que popularmente se usan como medicinales; encon--

tramos que diferentes plantas del géneroOcimun muestran 

propiedades antibacterianas, por lo que seleccionamos -

el Ocimun oasilicum L. para nuestro estudio, el cual tie 

ne un enfoque microbiológico para 1 legar a determinar -

la propiedad antibacteriana, así se tiene que de la fra~ 

ción insaponificable del Ocimun basil icum se ha aislado: 

B - Sitosterol (1). 

Acido OleanQl ico (11). 

Acido Ursól ico (I 11) . 

El aceite esencial del Ocimun basi 1 icum está consti 

tuido por: Sesquiterpenos, Geraniol, Eucal iptol, Euge--

nol, 0'_ -pineno, Linalol, Limoneno, Methylcavicol, Ocim~ 

no, 3 
~ Caroteno, L-8 Cineol y un compuesto no identifi 

cado (8). 

- Infusiones y decocciones de diferentes plantas medicl 

nales nativas entre las que se mencionan el Ocimun ba-

silicum fueron utilizadas para combatir una epidemia 

de disentería bacilar y diarrea que afectaba al 34 % -

de la población de tres villas del norte de Morava, -
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cerca de la Ciudad de Transtenick, (12). 

Las hojas del Ocimun gratissimun tienen en su composl 

ción Ocimol C28H4402' gratissimun un hidrocarburo te

traiocontano y un aceite esencial. (9). 

- Cromatográficamente fué determinado el contenido de -

caroteno (1.6 mg/100) en el Ocimun micranthun. (10). 

- Del Ocimun sanctun se aisló una sustancia activa que 

inhibe al Mycobacterium tuberculosis B-19-4 y al ~

hylococus aureus en concentraciones de 10 y 100 micro

gramos/ml respectivamente. 

Se ha encontrado que el Ocimun gratissimun presenta 

una marcada acción antitubercular y antibacteriana, por 

lo que está siendo objeto de estudios farmacológicos. E~ 

te aceite inhibe el movimiento y la relajación de la -

musculatura intestinal y uterina, antagoniza los efectos 

del cloruro de Bario en los movimientos intestinales. 

El uso empírico de este aceite en condiciones como 

dolor de oído, dolor de muela, cól icos abdominales en ni 

ños, puede ser expl icado por la acción anestésica local 

y la relajación de la musculatura que produce el aceite. 

( 1 1 ) • 



B. DESCRIPCION BOTANICA. 

Nombre científico 

Fami 1 i a 

Tribu 

Nombre común 
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Ocimun basi 1 icum L. 

Labiadas. 

OCIMOIDEAS. 

Albahaca o albahaca de los 

jardines. 

Hierba aromática cultivada en los jardines. Nativa 

de Asia y Africa. 

Esta especie tiene un tallo que se alza unos dos -

pies, con ramas opuestas en cruz. Las hojas son opuestas 

óvalo-lanceoladas, pecioladas, planas. Las flores están 

en espigas verticiladas en torno del tal lo y de las ra

mas. Cada flor tiene un cál iz monófilo, corto, barbudo, 

bi J abiado, el labio inferior de cuatro dientes agudos, 

corola monopétala bilabiada, cuatro estambres, de los -

cuales dos son más largos; ovario súpero de cuatro lóbu 

los, estilo filiformes, terminado por un estigma bifido, 

flores blancas o purpurinas. 

C. MATERIALES Y EQUIPO. 

l. MATERIALES. 

a. Especie vegetal :Ocimun basil icum L. 
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b. Microorganismo de prueba: 

Klebsiella pneumoniae (ATCC) No. 018 

Klebsiella pneumoniae (recolectada en hospital) 

Mycobacterium tuberculosis (cepa hospitalaria) 

Mycobacterium tuberculosis (cepa H-37 Rv) 

c. Medios de cultivo: 

- Agar Muel ler Hinton. 

- Agar tres azúcares y hierro. (T.S.l.) 

- Agar citrato de Simmons. 

Agar movil idad. 

- Agar cistina tripticasa (cta). 

- Agar MacConkey ~ 

- Agar con peptona y hierro. 

- Caldo rojo de metilo (Voges-proskauer). 

- Caldo nutritivo. 

- Medio Lowenstein-Jensen (para Mycobacterium,t). 

d. Reactivos y disolventes: 

- Agua destilada. 

- Agua destilada estéril. 

- Al coho 1 et í 1 i co. 

- Benceno. 

- Acetona. 

- Cloroformo. 

Propi lengl icol. 
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- Hidróxido de sodio. 

- Ac ido sulfúrico al 1 9.: o • 

- Cloruro de bari o al 1 9.: o • 

- Standard McFarland ( de una densidad celular aprQ 
8 

x ima da 9 x 10 bacterias / ml. 

-Sílicagel. 

- Acid o clorhídrico di luid o 10 %. 

Acetato de plomo 5 ~ . 

- Solución sal ina 0. 8 5 %. 

e. Crista lería: 

- Material de vidrio utilizado de rutina en el la 

boratorio de Farmacognosia. 

Material de vidrio propio de laboratorio micro-

biológico. 

2. EQUIPO. 

a ) . Balanza g ranatari a . 

b ) . Balanza analítica. 

c). Baño de maría. 

d ) . Evaporador flash. 

e ) . Autoclave. 

f). Lámpara ultravioleta. 

g). Mantas de calentamiento. 

h). Me cheros. 
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i). Espectrofotómetro l . R. Per k in Elmer. MODELO 710 A. 

j). Refrigerador. 

k). Estufa. 

1). Incubadora . 

11 ) . Microscopio compuesto. 

m). e i 1 i nd ros de ace ro i nox i dab 1 e. 

n) . Placas cromatográficas. 

ñ) . Microespátula . 

o). Re g 1 a mil i me t r a da. 
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CAPITULO 11 

PARTE EXPERIMENTAL 

A. METODOS. 

La metodología se efectúa en dos etapas: 

l. De campo. 

2 . De laboratorio. 

l. Metodología de Campo: 

La recolección de la planta se efectuó en el De 

partamento de Usulután~ en los meses de Abril-Mayo -

de 19 85 y en San Salvador en los meses de Octubre-No 

viembre de 1986~ la muestra constituida por: Tal los~ 

flores y hojas fue secada al sol y luego mol ida. 

2 . Metodología de Laborator i o : 

La muestra seca ~ fue sometida a un proceso de -

extracción por reflujo~ util izando como solvente de 

extracción etanol~ hasta agotar la muestra. Este prQ 

ceso se repite por diez veces consecutivas~ con mues 

tras de igual tamaño~ procediendo a unir los extrac

tos y se concentraron por desti lación simple. Parte -

de el extracto obtenido se trató por la marcha de 
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Clark 's. (Ver Ane xo No. 1). 

B. PRUEBAS PRELIMINARES . 

Al ext ract o o btenido por la marcha d e Clark' s se -

l e hiciero n l as siguientes pruebas: 

l. Ob s ervac i ón directa de las características organoléQ 

ticas de los extractos. 

2 . Pruebas cromatográficas en capa fina. 

3. Pruebas Fitoquímicas. 

4 . Espectr o al infra rro jo . (Ver Anex o No. 2). 

Preparación de Las Diluciones del Extracto. 

Se preparan diluciones del extracto alcohólico 

y del extracto tratado por la marcha de Clark's usan 

do agua destilada estéril y propilen gl ico l como dilu 

yente . 
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CUADRO No. 

PREPARACIO N DE LAS DILUCIONES DE LOS EXTRACTOS PARA 

AMBOS MICROO RG ANI SM OS : 

MICROORGANI SM O 

Kleb siella pneumonia e 

Mycobacterium tuberculosis 

C. ENS AY OS MIC ROBIOLOGICOS. 

(Para Klebsiel la pn eumoniae). 

CONC ENTRACIO N 

10,000 

15,000 

20,000 

30,000 

40,000 

50,000 

4 

20 

EN ppm . 

l. A la cepa recolectada en el Hospital Rosales, se le 

hicieron las siguientes pruebas: 

a. Tinción al gramo 

b. Pruebas bioquímicas. (Ver an exo No. 3) . 
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2 . Preparación del Microorganismo de Prueba: 

Con la cepa previamente identificada, se hicie

ron resiembras semanales para su conservación en tu

bos conteniendo agar cis t ina y tripticasa ( CT A) y se 

mantuvo a una temperatura de 4 -5 o C. 

3 . Determinación del Potencial de Inhibicion por el Mé

tod o de Ci 1 indro Placa. ( Método de Ki rby-Bauer modi

ficado ) . 

El fundamento de este método es la difusión de 

la sustancia en investigación, colocada en un ci 1 in

dro vertical sobre una capa de agar (Mue11er-Hinton) 

sol idificado, que contiene en la superficie el micrQ 

organismo de prueba: de tal manera que si es suscep

tible, se forma un halo de inhibición alrededor del 

c i 1 i nd ro . 

DESARROLLO SECUENCIAL DEL METODO: (Kirby-Bauer modi

ficad o) . 

a). La cepa se sembró en medio McConkey y se incubó 

durante 24 horas a 37°C. 

b). Suspensión del microorganismo: 

Del cultivo puro de 24 horas, se selecciona 
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ron 4 a 5 colonias bien aisladas~ las que se i no 

cularon en un tubo conteniendo s o lución sal in a -

estéril ( 0. 8 5 %) hasta obtener una suspensi ó n uni 

forme de una turbidez visualmente comparable a -

la del standard Mc f arland l de una densidad c elu 

lar aproximada de: 9xl0 8 bacterias / ml . ( Ver an e 

xo No. 4) . 

c). Inoculación del microo rganismo: 

Usando el método del extendido en placa c o n 

hisopos impregnados con la suspensión patrón del 

microorganismo equivalente a 9 xl0 8 bacterias / ml 

Se inoculó la superficie del medio dejando secar 

105 extendidos durante 10 minutos a tempe r atura 

ambiente l en área estéri l. 

d). Ap1 icación de los extractos: 

Usando técnica estéril y presi o nand o s u ave 

mente se colocan 105 ci 1 indros de acero i no x id a 

ble para asegurar su implantación en la superfi

cie del medio. 

Uti1 izando cinco ci1 indros en cada p1aca~ -

se colocan dentro de cada uno seis gotas del ex

tracto~ con pipeta Pasteur. Se incuban las p1a-

cas a 37 ° ( por 24 ho~as~ 
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Pasado este tiempo, se midieron 105 diáme-

tros de 105 halos de inhibición por la parte p o~ 

terior de la pi aca, sin abrirla, utilizando pa-

ra ello una regla adecuada para medición de hal os . 

Todas las pruebas efectuadas se hicieron -

por trip1 icado, llevando testigos 

i). Agua . 

i). Propi1eng1ico1. 

Estas pruebas se hicieron ocho veces consecuti

vamente. 

D. ENSAY O MICROBIOLOGICO. 

(Para Mycobacterium tuberculosis). 

1. Recolección de la cepa de Mycobacterium tuberculosis. 

La cepa de My cobacterium tubercul o sis en es tu 

di o fué recolectada en el laboratorio del Ministe-

rio de Salud Púb 1 ica y Asistencia Social. 

2. Preparación del medio de cultivo: Lowestein - Jensen. 

(Ver anexo No. 5). 

3. Método empleado: Método de las Proporciones S.imp1 ifi 

cadas Indirectas. 
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Este método se basa en que para diferenciar en 

el laboratorio J una cepa sensible de otra resistente J 

se necesita disponer de un sistema que permita sepa

rar en ella los bacilos sensibles de los que son r e 

sistenLes y que al c o ntar unos u otros s e pueda de-

terminar su proporción. 

Con este método se preparan medio con droga y 

medio sin droga y en ambos se siembra el microorga-

nismo¡ teniendo en el tubo sin droga el número total 

de la población sembrada YJ en el tubo que tenemos -

la dr oga el número de mutantes resistentes J estable

ciendo luego J la relación entre ambos. 

NOTA: El medio de cultivo con quimioterápico se pre

para incorporándole la droga en estudio antes 

de la coagulación del medio. 

4. Preparación de l a Suspención Patrón. 

Pesar aproximadamente J 20 mg. de la masa baci--

lar de la cepa H-37 Rv. Colocar en un balón con pe~ 

las de vidrio J adicionar 0.5 ml. de agua desti lada -

estérilJ agitar hasta obtener una masa homogénea J a

gregar mas agua J agitando hasta obtener una suspen-

ción homogénea que contenga una concentración de 

1 mg/ml. 
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La suspención así preparad a contiene aproximad~ 

me n t e 1 1 O O O? O O O bacilos / ml. ( suspención A). 

Part iend o d e la suspenci ón Pat rón s e preparan -

seis diluciones en es cala decimal? en tubos rotulados 

5. Cont ro l de la Sensibilidad del Me di o . 

Tomand o diez tubos al azar ( tubos co n dro ga) y 

c olocando e n serie d e 5 t ubos cada uno. 

a ) . La p rimera serie es sembrada con 0 . 2 ml . de una 

suspención de 10- 5 mg/ml. de la cepa . st~ndard -

H - 37(Rv~Rugosa Virulenta l 

b ) . La segund a se r i e es sembrada con 0.2 ml. de una 

suspención de 10- 3 mg/ml. de la cepa standard -

H - 37 Rv . 

c ) . Se incuba por 3 0 día s a 37 o C? pasado e st e t ie~ 

po? s e c o ntarón las colonia s desarrol l adas. Es -

te resultado s e compara co n el patrón normal de 

desarroll o de las suspensiones de: -5 10 mg/ml. y 

- 3 10 mg/ml. de la cepa standard y en base a 

ello J se juzga la sensibil idad del medio en estu 

dio. 
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6. Prueba de Susceptibilidad Para Mycobacterium tubercu-

losis. 

Colocando dos set de tubos: 

a). En el primer set, se colocan las muestras d e ba -

cilos ya neutralizados. 

b). En el segundo set, se colocan los tubos con el 

medio de cultivo ya teniendo las di luciones de la 

cepa en estudio, se preparan las de concentración 

-3 -5 de 10 mg/ml. y la concentración de 10 mg/ml. 

las cuales se colocarón sobre los tubos que tie-

nen el medio con las di luciones del extracto en 

estudio. 

c). Luego, se incubarón a 37°C. Se tomarón lecturas 

a los siguientes intervalos de t iempo; a los 2 8 

días; a los 42 días y finalmente a los 6 0 días. 
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CAPITULO .111 

RESULTADOS 

A. RESULTADOS DE PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS. 

El extracto obtenido tratado según tecnica de 

Cl ark's, presenta las siguientes características: 

l. COLOR AMARILLO TRASLUCIDO. 

2. CONSISTENCIA: RESINOSA. 

3. OLOR AROMATICO PICANTE. 

4. SABOR AMARGO. 

B. RESULTADOS DE CROMATOGRAFIA EN CAP A FINA. 

Los resultados más claros se obtienen con la fase 

movil benceno-acetona en una proporción de 1:1. 

Al sacar la placa se observan seis manchas de las 

cuales dos se evaporan al secarse el solvente, observa~ 

do bajo luz ultravioleta cuatro manchas bien definidas. 
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CUADRO No. 2 

C. RESULTADOS OBTENI DOS EN LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBI LID AD 

ANTIMICROBIAN A PARA KLEBSIELLA PNEUMONIAE ( ATCC ) N° 0 18 

y KLEBSIE LLA PNEUM ON I AE ( RECOLECTADA EN HOSP I TAL ) 

CONCENTRAC I ON EN PPM EXTRACTO AISLADO EXTRACTO 

DE CLOROFILA BRU TO 

10 , 000 8 - 10 mm 15 mm 

15,000 1 O - 12 mm 15 mm 

20,000 12 - 14 mm 15 mm 

30,000 14 - 15 mm 1 5 mm 

40,000 14 - 15 mm 15 mm 

50,000 15 - 1 8 mm 15 mm 

( difuso). 

Método Cil indro Placa. 
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CUADRO No. 3 

D. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEB A DE SUSCEPT IBIL ID AD 

ANT I MICROBIANA PAR A MYCOBAC TE RIUM TUBE RCULOSIS 

CONCENTRACIO N DE 20 Y 4 PP M PAR A AMBOS EXTRACTOS 

DILUCION DE BACILOS EXTRACTO AISLADO EXTRACTO 

DE CLORO F ILA BRUTO 

10- 3 + + + + + + 

10- 5 + + + + 

c + + +) Colonias confluentes. 

( + + ) Colonias separadas. 

E. PRUEBA DE SENSIBILIDAD DEL MEDIO. 

La cepa fué resistente a la droga~ en la concentra 

ción de 4Jjg/ml. y 20lfg/ml. 

En cuanto a las pruebas fito químicas para determi-
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nar la posible presencia de alcaloides y de núcleo est~ 

roidal como también de la lactona insaturada, se obtu--

vieron resultados positivos. Las absorb~ncias del espe~ 

tro i nfrarrojn, nos vienen a confirmar la pos ible pre--

sencia d e la lacton a insaturada . 

CUADRO No . 4 

F. PRUEBAS FITOQUIMICAS PARA LA I DENT I FICACION 

DE SES QU ITERP ENLAC TONAS 

EXTRACTO EXTRACTO 

PRUEB A SHJ TRATAMIENTO CON TRATAMIENTO 

TECNICA DE CLAR KTS TECNICA DE CLARK'S 
-

Hidro x imatos + + 

f érr icos 

-

Baljet + - + 

I 

Lega l + + 
I 

Lieberman Buchard + + 

( + ) Reacción Pos i tiva. 

( ) Reacción Negativa. 

( + -) Reacc -i ón Leve. 
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CUADRO No. 5 

G. PRUEB AS FITOQUIMICAS PARA LA IDENTIFIC ACION DE 

ALCALOIDES 

EXTRA CTO 
PRUEBA SIN TRATAMIENTO 

TECNICA DE CLAR K'S 

Marme + 

Wa ssicky -

Bertrand + 

Sherbles + 

Erdman + -

Mayer + 

Frohde + -

Dragendorff + 

Hidrato de cloral -

Mandelin -

( + ) Reacción Positiva. 

Reacción Negativa. 

Reacción Leve. 

( ) 

( + -) 

EXTRAC TO 

CO TRAT AM IENTO 

TEC NICA DE CLA RK'S 

+ 

-

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-

+ 

I 



- 21 -

CU ADRO No . 6 

H. RESU LTAD OS OBTE NI DO S EN EL ESPE CTR O I NFRARROJ O 

AB SORCIO NES: - 1 GRUP O FUNCIO NAL c ms 

17 00 - 1 9 O O ESTER 

28 0 0 - 330 0 Te n s i ón C = O del ester 

B:BlIOTECA CENTRAL 
.IDAII DIl IIL .AL., ••• 
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CAPI TU LO IV 

INTERPRETACION DE RESULT AD OS 

A. DE LAS PROPIEDADES ORGANOL E PTICAS . 

Se determina que e l extracto tiene un a l t o conteni 

do de ace ite s volát i les de características prop i as, de 

acuerdo al sabor que es amargo se considera que es debl 

do a los principios acti vo s de la ptanta que ejercen su 

acción medicinal. 

B. DEL ANA LI SIS FITO QU IMICO. 

Del extract o se obtiene resultados mas claros con 

el tratad o con técnica de Clark's, indicando la prese~ 

cia de nucleo esteroidal y de la lactona insaturada. Co 

mo también se de mues tra la presencia de alca loides los 

cuales son principios activos de grandes propiedades me 

dicinales. 

C. DE LOS RESULTADOS DE CROMATOGRAFIA. 

En capa fina se determinó que el extracto presenta 

seis constituyentes diferentes de los cuales cuatro po-
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drian ser aislados~ por este método ya que los demás -

componentes son aceites voláti les. 

D. DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESPECTRO I .R. 

Se deduce la presencia de el grupo ester y de la -

lactona insaturada. 

E. DE LA PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD MICROBIANA PAR A Klebsie-

1 la pneumoniae. 

Con el extracto alcohol ico se ' obtiene un mismo ha

lo de inhibición para las diferentes concentraciones en 

sayadas~ debido a que la solubilidad de el extracto no 

es completa por los diferentes componentes~ los cuales 

forman una pel icula sobre el medio~ 10 que no permite un 

resultado proporcional con respecto a la concentración. 

F. DE EL ENSAYO REALIZADO CON EL EXTR AC TO ALCOHOLICO OBTE

NIDO SEGUN TECNICA DE Clark's. 

El halo de inhibición aumenta conforme s e aumenta 

la concentración. Manteniendose constante en las caneen 

traciones de 30~OOO a 40~OOO ppm. por 10 que se consid~ 

ra qué es la óptima de inhibición~ ya que a la concen--

• 
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tración de 50,000 ppm. se obtiene un halo d e diametro -

mayor, pero difus o . Por 10 que se descarta como adecua

da . 

G. D= LA PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD MICROBIANA PARA Mycobac -

terium tuberculosis. 

Con ambos extracos de 4 ppm . f ué negati vo por l o -

que se ensayó co n una concentración de 20 ppm. da ndo el 

mi smo resultado. 
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C O N C L U S ION E S 

- El extracto de Ocimun basi 1 icum L. tra tad o c on la técni 

ca de Clark's, presento una concentración minima de inhi 

bición (CMI ) a la concentración d e 10,000 ppm. 

- De l o s ensa yos para la prueba de inhibición bacteriana -

con el ex tract o previamente tratado con la tecnica de 

Clark's e n las concen t raci o nes de 

20,000 ; 30,000 ; 40,00 0 y 50,000 ppm. para la Kle bsie

~ pneumo niae se determino que la concentración óptima 

es la de 30,00 0 ppm. 

- En los ensayos real izados para la prueba de susceptibil~ 

dad microbiana para Mycobacterium tuberculosis co n las -

concentraciones d e 20 y 4 ppm. no hubo inhibición. 
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ANE XO No . 

TECNIC A DE CLAR K' S 

"" uestr a s e c a y co rta d a 

1 
Reflu j o con etanol 

r 
Desti 1ación del solvente 

Res i du o alc o hol ic o 

Di so 1 uc i ón de 1 res i duo al coho 1 i co 

con volumen igual de una 
solución de acetato de plomo 

al 5%. 

Reposar 24 horas y f iltrar 

Evaporación del filtrad o en BM. 

t 
E l residuo obtenido se extrae 

co n cloroformo, lavar con agua 
hasta el iminar el acetato de plomo 

1 
Obteniendose extracto c1oroformico, 

el cual se evaporará resultando 
una resina café amari 11enta 

traslúcida. 

RAL \ 
111 
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ANEXO No. 3 

COLORAC10N DE GRAM Y PRUEBAS B1 0 QU1M1CAS 

PA RA LA IDENTIFICACION DE LA BAC TERIA 

KLEBS1ELLA PN EUMON1AE 

MICROORGANISMO COLORACION BIOQU I MICAS 

DE PRUEB A DE GRAM TS1 INDOL ROJO VOGES CITRATO MOV I LI DAD 
I 

METILO PROS 
KAUER I 

Kl eb s i e lla 
- + - - + + -

12n e umo ni ae 

Las r es pu e s t a s obte n idas e n dic has pru e ba s son carac t er ís ticas 

de la bacteria en est udio 
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DE~ ::;. 1 PC IO i\ DE ANE XO No. 3 

A. FUNDAMENTO DE _ ~~ P R l ~BA S BIOQUI MICAS APLICADAS A LA 

IDENTIFICACIO i. ::: Kl e jsiella Pneumoniae. 

1. T S I. 

Prueb2 = i f e r e n c i al para identificación primari a 

de patogen o ; e nté i cos gram negativos, con ella se -

determina 12 f orm2~ ió n de ácido y gas de la fermenta 

ción de de5:~ o sa , l actosa y sacarosa. 

Interp~ = s t a n c o se según la coloración observada: 

a). Bisel r e sado N) , fondo rosado indica que la bac 

teria n c f erment ó ningún azucaro 

b). Bisel r::sado, f on do amarillo CA) , indica que l a 

bacte r i ~ fe r ~e ~ t' a la glucos a per o no l a lact o -

sa, ni ; 2. sue ro sa. 

c). Bisel a~ari 1 l e CA ), fondo amari 1 10 CA), que indi 

ca que 12 bac:eria fermentó la glucosa, lactosa 

y sucrOS2-. 

Para Kl e~sie 11 a pneumoniae, la prueba del TS I -

fué p'os i : i va. 
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2. 1 NDOL. 

Prueba para determinar la presencia o ausencia 

de Indo1 como sub-producto del metabol ismo de la bac 

teria. La producción de Indo1 depende de la presen-

cia de l grupo tript ó fano en el medio? l a en z ima tr iQ 

tofanosa es resp o nsable de la formación del Indo1 

que es evidenciado por un anillo r o jo brillante en -

la interfa~e del medio y el solvente. 

Para K1ebsie11a pneumoniae la prueba del Indo1 es 

ne gativa. 

3. ROJ O DE METILO. 

P r u e b a par a de mo s t r a r sil a b a c ter i a h a s e g u ido 

la fermentación ácido mixta o formica. Los productos 

ácidos al agregar el indicador varian de amarillo a 

rojo. 

Una reacción positiva se determina por un rojo 

definido. 

Una reacción negativa se determina por un color 

amar i 110. 

Para Klebsiella pneumoniae la prueba del Rojo de 

Metilo fué negativa. 

--
~ - TRAl f 

... 8.I.Y68 • 
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4. VOGES PROSKAUER. 

Prueba útil para determinar si la bacteria pr o 

duce aceti lmetilcarbinol ó acetoina a partir de áci

do pirubico. 

Una reacción positiva se determina por la colo

ración rosada ó roja. 

Para Klebsiel la pneumoniae ' la prueba de Voges 

Proskauer fué positiva. 

5. CITRATO. 

Prueba basada en la uti 1 ización del citrato por 

la bacteria. 

Una reacción positiva se determina por un creci 

miento exuberante, produciendo alcal inos y cambiado 

el medi o de su color verde or i g inal a un azul inten-

so . 

Para Klebsiel la pneumonia e la prueba de Citrato 

fué positiva. 

6. MOVILIDAD. 

Prueba para determinar la movi 1 idad de la bacte 

ria. 
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Una reacción positiva se manifiesta por una zo

na difusa del desarrol lo que se extiende desde la lí 

nea de inoculación. 

Para Klebsie ll a pneumoniae 

dad fué ne gat iva. 

la prueba de Movil i -
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ANEXO No. 4 

PREPARACION DEL STANDARD MC FARLAND 

A. Preparar un set de 10 tubos de i gu a l tamaño. 

B . Preparar ácido sulfúrico al 1 <Jó • 

C . Preparar una solución acuosa al 1 Sé de cloruro de bar i o . 

D. Agregar 1 a cantidad indicada de ambas s o luciones tal co 

mo se señala en e 1 cuadro hasta tener un total de 1 O ml . 

por tubo. 

E. Cerrar herméticamente los tub os o ampollas . El precipi-

t a do de S04Ba en suspensión corresponde aproximadamente 

a la densidad de células homogéneas de E . col i/ml. se--

gún la escala de patrones que pueden verse en la tabla. 

NUMERO DE 
TUBO 

Dens id ad 
Célu l as 
Apr o x . 

X 1 08/ml . 

O. 1 

9 .9 

3 

2 

O . 2 

9 . 8 

6 

3 4 

O • 3 0 . 4 

9 • 7 9 . 6 

9 1 2 

5 6 7 8 

0 . 5 0 . 6 O . 7 O . 8 

9.5 9.4 9 . 3 9 . 2 

15 1 8 21 24 

9 

0 .9 

9 .1 

27 

e 
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ANEXO No . 5 

PREPARACIO N DEL MEDIO DE CULTIVO LOWENSTEIN - JENSEN 

A. FORM U A : 

1 Fos fato Monopotásico Anhidro . . . . 2 .4 0 g . 

2 . Sul fato d e Magnesi o . . . . . . . 0 .24 g . 

3 . Citrato de Magnesio .... . . . . . . . . . O • 6 O g . 

4 . L-Asparagina . .. . ..... ..... ... . .. .... .. . .. 3 .6 0 g . 

5 . Gl ic erina Bidesti1ada . . . . ............... . 12.0 m1. 

6 . Agua De s til ada estéri l ......... .. ... .. .. 600 ."Ú m1. 

7 . Huev os Enteros 1 O O O • O ml . 

8 . Verde de Malaquita al 2% . . .. . ........ . 20.0 m1. 

B. PROCEDIMIENTO: 

l. Disolver las sales en agua destilada, agre g ar la Gll 

ce r in a y L- Asparagina, esterilizar por 30 mnts . a -

1 2'0 ° C. De j a r e n f r i a r . 

2 . Lavar los huevos con cepill o en agua jabonosa por 30 

mntsA Enjugar en agua de chorro y sumergir en alcohol 

de 70 ° G. por 15 mnts . 

3 . Vaciar los huev o s sobre una probeta de lL, homogeni -

zar a baja velocidad en una 1 icuadora . 

CENTRAL I 
••• ~ •• ~" ..... ¡ 
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4 . Agregar los huevos a la solución de sales filtrando 

sobre gasa estéril. 

5. Agregar 20 m1. de una solución reciente de Verde de 

Malaquita al 2%. 

6 . Mezclar bien y dejar reposar por 30 mnts . a tempera

tura ambiente. ( para el iminar burbujas de aire ) . 



q oc:: s o 

SOLv:: ::r:: 



FOTOGRAFIAS DE PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD MICROBIA NA 

~ARA KLEBSIELLA PNEUMONIAE y MYCOBACTERIUM TUBERCULO S r-
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