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I NTRODUCCTON

E1 interés en las investigaciones acerca de la extrac
cidn de productos naturales de origen vegetal, ha venido -
aumentando con el correr de los ahos, a tal punto gue Gt
mamente la utilizacidn de plantas medicinales es de gran -

importancia para el tratamiento de muchas enfermedades.

E1l presente estudio pretende dar aporte a dichas in--
vestigaciones en el campo de acciones antimicrobianas. Sa-
bemos que UGltimamente se han aumentado los casos de infec-
ciones que muestran una marcada resistencia bacteriana a -
los tipos de medicamentos que se utilizan actualmente en -
los hospitales. Por 1o que nosotros como profesionales en
el &rea de la salud, especializados en la produccidédn de me
dicamentos, tratamos de encontrar una solucidn a este pro-
blema; en base a lo anterior consideramos que una de las -
especies que podria da{ un resultado prometedor es el Oci-
mun basilicum, fundamentandose en las investigaciones que -

se han realizado en el género Ocimun.

E1 objetivo del presente trabajo, es investigar el -
efecto antibacteriano gque pueda tener el extracto vegetal

del Ocimun basilicum sobre Mycobacterium tuberculosis y Kleb-

siella pneumoniae, microorganismos que afectan el tracto -

respiratorio.
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A. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS.

Haciendo una revisidén de los estudios sobre plan--
tas, que popularmente se usan como medicinales; encon--
tramos que diferentes plantas del géneroQcimun muestran
propiedades antibacterianas, por 1o que seleccionamos -
el Ocimun basilicum L. para nuestro estudio, el cual tie
ne un enfoque microbioldgico para llegar a determinar -

la propiedad antibacteriana, asi se tiene que de la frac

cidn insaponificable del Qgimun basilicum se ha aislado:
B - Sitosterol (1.
Acido Oleandlico CI1).
Acido Ursélico (I11).
E1 aceite esencial del Ocimun basilicum estd consti

tuido por: Sesquiterpenos, Geraniol, Eucaliptol, Euge--

nol, =. -pineno, Linalol, Limoneno, Methylcavicol, Ocime
no, _3 Caroteno, L-8 Cineol y un compuesto no identifl
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 disenteria bacilar y diarrea que afectaba al 34% -

de la poblacidn de tres villas del norte de Morava, -



cerca de la Ciudad de Transtenick, (12).

- Las hojas del Ocimun gratissimun tienen en su composi
cidn Ocimol CogHyy0y, gratissimun un hidrocarburo te-

tralocontano y un aceite esencial. (9).

- Cromatograficamente fué determinado el contenido de -

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

- Del Ocimun sanctun se aisld una sustancia activa que

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

hylococus aureus en concentraciones de 10 y 100 micro-

gramos/ml respectivamente.

Se ha encontrado que el Ocimun gratissimun presenta
una marcada accidn antitubercular y antibacteriana, por
lo que esta siendo objeto de estudios farmacoldgicos. Es
te aceite inhibe el movimiento v la relajacidén de la -
musculatura intestinal y uterina, antagoniza los efectos

del cloruro de Bario en los movimientos intestinales.

E1l uso empirico de este aceite en condiciones como
dolor de oido, dolor de muela, cblicos abdominales en ni
nos, puede ser explicado por la accidn anestésica local

y la relajacidn de la musculatura gque produce el aceite.

(11).



DESCRIPCION BOTANICA.

Nombre cientifico : Ocimun basilicum L.
Familia : Labiadas.

Tribu : OCIMOIDEAS.

Nombre comin : Albahaca o albahaca de 1los

jardines.

Hierba aromatica cultivada en los jardines. Nativa

de Asia y Africa.

Esta especie tiene un tallo gque se alza unos dos -
pies, con ramas opuestas en cruz. Las hojas son opuestas
6valo-lanceoladas, pecioladas, planas. Las flores estan
en espigas verticiladas en torno del tallo y de las ra-
mas. Cada.Flor tiene un caliz mond6filo, corto, barbudo,
bilabiado, el labio inferior de cuatro dientes agudos,
corola monopétala bilabiada, cuatro estambres, de los -
cuales dos son mas largos; ovario sUpero de cuatro 16bu
los, estilo filiformes, terminado por un estigma bifido,

flores blancas o purpurinas.

MATERIALES Y EQUIPO.

1. MATERIALES.

a. Especie vegetal :Ocimun basilicum L.



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 Mueller Hinton.

- Agar tres azlcares y hierro. (T.S5.1.)

- Agar citrato de Simmons.

- Agar movilidad.

- Agar cistina tripticasa (cta).

- Agar MacConkey.

~ Agar con peptona y hierro.

- Caldo rojo de metilo (Voges-proskauer).
- Caldo nutritivo.

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

d. Reactivos y disolventes:

- Agua destilada.

- Agua destilada estéril.
- Alcohol etilico.

- Benceno.

- Acetona.

- Cloroformo.

- Propilenglicol.



- Hidroxido de sodio.

e
0.

- Acido sulflrico al 1

- Cloruro de bario al 1%.

- Standard McFarland (de una densidad celular apro
ximada 9 x 108bacterias/m1.

- Silica gel.

- Acido clorhidrico diluido 10%.

Acetato de plomo 5%.

- Solucién salina 0.85%.
e. Cristaleria:

- Material de vidrio utilizado de rutina en el la
boratorio de Farmacognosia.
- Material de vidrio propio de laboratoric micro-

bioldgico.

EQUIPO.

a). Balanza granataria.

b). Balanza analitica.

c). Bano de maria.

d). Evaporador flash.

e). Autoclave.

f). Lampara ultravioleta.
g). Mantas de calentamiento.

h). Mecheros.



Jo.
k).

).
m).
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A .
o).

Espectrofotdometro [.R. Perkin Elmer.

Refrigerador.

Estufa.

Incubadora.

Microscopio compuesto.
Cilindros de acero inoxidable.
Placas cromatograficas.
Microespatula.

Regla milimetrada.

MODELO 710 A.
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CAPITULO II

PARTE EXPERIMENTAL

METODOS.

La metodologia se efectla en dos etapas.:

1. De campo.

2. De laboratorio.

1. Metodologia de Campo:

La recoleccidn de la planta se efectud en el
partamento de Usulutén, en los meses de Abril-Mayo
de 1985 y en San Salvador en los meses de Octubre-
viembre de 1986, la muestra constituida por: Tallo

flores y hojas fue secada al sol y luego molida.

2. Metodologia de Laboratorio:

La muestra seca, fue sometida a un proceso de
extraccidn por reflujo, utilizando como solvente d
extraccidén etanol, hasta agotar la muestra. Este p
ceso se repite por diez veces consecutivas, con mu
tras de igual tamano, procediendo a unir 10s extra
tos y se concentraron por destilacidén simple. Parte

de el extracto obtenido se tratd por la marcha de

De
No

S,

e

ro
es
o



Clark's. (Ver Anexo No. 1).

PRUEBAS PRELIMINARES.

Al extracto obtenido por la marcha de Clark's se -

le hicieron las siguientes pruebas:

Observacidn directa de las caracteristicas organolép
ticas de los extractos.

Pruebas cromatograficas en capa fina.

Pruebas Fitogquimicas.

Espectro al infrarrojo. (Ver Anexo No. 2).

Preparacidn de Las Diluciones del Extracto.

Se preparan diluciones del extracto alcohdlico
y del extracto tratado por la marcha de Clark's usan
do agua destilada estéril y propilengliicol como dily

vyente.



CUADRO No. 1

PREPARACION DE LAS DILUCIONES DE LOS EXTRACTOS PARA

AMBOS MICROORGANISMOS:

MICROORGANISMO CONCENTRACION EN ppm.

10,000

15,000

20,000

Klebsiella pneumoniae

30,000

40,000

50,000

Mycobacterium tuberculosis

20

C. ENSAYOS MICROBIOLOGICOS.

(Para Klebsiella pneumoniae).

1. A la cepa recolectada en el Hospital Rosales, se le
hicieron las siguientes pruebas:

a. Tincién al gram.

b. Pruebas bioquimicas. (Ver anexo No. 3).




Preparacidn del Microorganismc de Prueba:

Con la cepa previamente identificada, se hicie-
ron resiembras semanales para su conservacidon en tu-
bos conteniendo agar cistina y tripticasa (CTA) vy se

mantuvo a una temperatura de 4-5 °C.

Determinacidn del Potencial de Inhibicion por el Mé-
todo de Cilindro Placa. (Método de Kirby-Bauer modi-

ficado).

E1l fundamento de este métodc es la difusidn de
la sustancia en investigacidn, colocada en un cilin-
dro vertical sobre una capa de agar (Mueller-Hinton)
solidificado, que contiene en la superficie el micro
organismo de prueba: de tal manera gue si es suscep-
tible, se forma un halo de inhibicidn alrededor del

cilindro

DESARROLLO SECUENCIAL DEL METODO: (Kirby-Bauer modi-

ficado).

a). La cepa se sembrd en medio McConkey y se incubd

durante 24 horas a 37°C.

b). Suspensidn del microorganismo:

Del cultivo puro de 24 horas, se selecciona



c).

d).

ron 4 a 5 colonias bien aisladas, las que se ino
cularon en un tubo conteniendo solucidn salina -
estéril (0.85%) hasta obtener una suspensidn uni

forme de una turbidez visualmente comparable a -

la del standard Mcfarland, de una densidad celu
lar aproximada de: 9x]08 bacterias/ml. (Ver ane-
xo No. 4).

Inocutacidn del microorganismo:

Usando el método del extendido en placa con
hisopos impregnados con la suspensidn patrdén del
microorganismo equivalente a : 9x108 bacterias/ml.
Se inoculd la superficie del medio dejando secar
los extendidos durante 10 minutos a temperatura

ambiente, en area estéril.
Aplicacidn de los extractos:

Usando técnica estéril y presionando suave-
mente se colocan los cilindros de acero inoxida-
ble para asegurar su implantacidn en la superfi-

cie del medio.

Utilizando cinco cilindros en cada placa, -
se colocan dentro de cada uno seis gotas del ex-
tracto, con pipeta Pasteur. Se Iincuban las pla--

cas a 37°C por 24 horas.



Pasado este tiempo, se midieron los diame--
tros de los halos de inhibicidn por la parte pos
terior de la piaca, sin abrirla, utilizando pa-

ra ello una regla adecuada para medicidn de halos.

Todas las pruebas efectuadas se hicieron --

por triplicado, llevando testigos

i). Agua.

ii). Propilenglicol.
Estas pruebas se hicieron ocho veces consecuti-

vamente.

ENSAYO MICROBIOLOGICO.

(Para Mycobacterium tuberculosis).

1. Recoleccidn de la cepa de Mycobacterium tuberculosis.

La cepa de Mycobacterium tuberculosis en estu-

dio fué recolectada en el laboratorio del Ministe--

rio de Salud PUblica y Asistencia Social.

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

(Ver anexo No. 5).

3. Método empleado: Método de las Proporciones Simplifli

cadas Indirectas.



Este método se basa en que para diterenciar en
el laboratorio, una cepa sensible de otra resistente,
se necesita disponer de un sistema que permita sepa-
rar en ella los bacilos sensibles de los que son re-
sistentes y que al contar unos u otros se pueda de—-

terminar su proporciodn.

Con este método se preparan medio con droga vy
medio sin droga y en ambos se siembra el microorga--
nismo; teniendo en el tubo sin droga el nUmero total
de la poblacidén sembrada y, en el tubo que tenemos -
la droga el nimero de mutantes resistentes, estable-

ciendo luego, la relacidn entre ambos.

NOTA: El medio de cultivo con quimioterapico se pre-
para incorporéandole la droga en estudio antes

de la coagulacidn del medio.

Preparacidn de 1a Suspencidn Patrodn.

Pesar aproximadamente, 20 mg. de la masa baci--
lar de la cepa H-37 Rv. Colocar en un baldén con per
las de vidrio, adicionar 0.5 ml. de agua destilada -
estéril, agitar hasta obtener una masa homogénea, a-
gregar mas agua, agitando hasta obtener una suspen--
cidén homogénea que contenga una concentracidén de --

1 mg/ml.



La suspencidn asi preparada contiene aproximada

mente 1,000,000 bacilos/ml. (suspencidn A).

Partiendo de la suspencidn Patrdn se preparan -
seis diluciones en escala decimal, en tubos rotulados

-1 -2 -3 -4

asi: 10 ', 10 °, 10 7, 10 , 10'5, 1070,

Control de la Sensibilidad del Medio.

Tomando diez tubos al azar (tubos con droga) vy

colocando en serie de 5 tubos cada uno.

a). La primera serie es sembrada con 0.2 ml. de una

suspencidén de 10_5 mg/ml. de la cepa standard -

H - 37(RviRugosa Virulenta),

b). La segunda serie es sembrada con 0.2 ml. de una
suspencidn de 10—3 mg/ml. de la cepa standard -
H - 37 Rv.

c). Se incuba por 30 dias a 37 °C, pasado este tiem
po, se contardn las colonias desarrolladas. Es-

te resultado se compara con el patrdédn normal de

desarrollo de las suspensiones de: 10—5 mg/ml. vy
10_3 mg/ml. de la cepa standard y en base a --
ello, se juzga la sensibilidad del medio en estu

dio.



Prueba de Susceptibilidad Para Mycobacterium tubercu-

losis.

al.

b).

c).

Colocando dos set de tubos:

En el primer set, se colocan las muestras de ba-

cilos ya neutralizados.

En el segundo set, se colocan los tubos con el -
medio de cultivo vya teniendo las diluciones de la
cepa en estudio, se preparan las de concentracidn

de 10_3 mg/mi. y 1a concentracidn de 10-_5

mg/ml.
las cuales se colocardn sobre l1os tubos gue tie-
nen el medio con las diluciones del extracto en

estudio.

Luego, se incubardn a 37°C. Se tomardn iecturas
a los siguientes intervalos de tiempo; a los 28

dias; a los 42 dias y finalmente a los 60 dias.
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CAPITULO ITI

RESULTADOS

RESULTADOS DE PROPIEDADES ORGANQLEPTICAS.

E1l extracto obtenido tratado segin tecnica de -

Clark's, presenta las siguientes caracteristicas:

1. COLOR : AMARILLO TRASLUCIDO.

2. CONSISTENCIA: RESINOSA.

3. OLOR : AROMATICO PICANTE.

4. SABOR ;. AMARGO.

RESULTADOS DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Los resultados méas claros se obtienen con la fase

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

Al sacar la placa se observan seis manchas de las
cuales dos se evaporan al secarse el solvente, observan

do bajo lTuz ultravioleta cuatro manchas bien definidas.



CUADRO No. 2

C. RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD

ANTIMICROBIANA PARA KLEBSIELLA PNEUMONIAE (ATCC) NC¢ 018

Y KLEBSIELLA PNEUMONIAE (RECOLECTADA EN HOSPITAL)D

CONCENTRACION EN PPM EXTRACTO AISLADO EXTRACTO

DE CLOROFILA BRUTO
10,000 8 - 10 mm 16 mm
15,000 10 - 12 mm 16 mm
20,000 12 - 14 mm 16 mm
30,000 14 - 16 mm 16 mm
Lo,000 4 - 16 mm 16 mm
50,000 16 - 18 mm 16 mm

(difuso).

Método Cilindro Placa.



CUADRO No. 3

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD

ANTIMICROBIANA PARA MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

CONCENTRACION DE 20 Y 4 PPM PARA AMBOS EXTRACTOS

DILUCION DE BACILOS EXTRACTO AISLADO EXTRACTO
DE CLOROFILA BRUTO
1072 + + + + o+ o+
1077 + o+ + +

E.

+ + +)

C+ + )

Colonias confluentes.

Colonias separadas.

PRUEBA DE SENSIBILIDAD DEL MEDIO.

La cepa fué resistente a

cidén de 4,ﬁg/m1.

En cuanto a

Y

la droga,

20 pg/ml.

en

la concentra

las pruebas fitoquimicas para determi-



nar

roidal

vieron resultados positivos.

tro infrarrojo,

sencia de la

como también de

lactonsa

la lactona

nos vienen a confirmar

insaturada.

CUADRO No. Y

insaturada,

Las absorbancias del

la posible presencia de alcaloides y de nlGcleo este

se obtu--
espec

la posible pre--

F. PRUEBAS FITOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION
DE SESQUITERPENLACTONAS
EXTRACTO EXTRACTO
PRUEBA SIN TRATAMIENTO CON TRATAMIENTO
TECNICA DE CLARKTS TECNICA DE CLARK'S
Hidroximatos + +
férricos
Baljet + - +
Legal + +
Lieberman Buchard i + +
C + D Reaccidn Positiva.
¢ - Reaccidédn Negativa.
(+ =) : Reaccidn Leve.




G.

CUADRO No. 5

PRUEBAS FITOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE

ALCALOIDES

EXTRACTO
PRUEBA SIN TRATAMIENTO
TECNICA DE CLARK'S

EXTRACTO
CON TRATAMIENTO
TECNICA DE CLARK'S

Marme +

Wassicky -

Bertrand + +
Sherbles + +
Erdman + - +
Maver + +
Frohde + - +
Dragendorff + +
Hidrato de cloral - -
Mandelin - +

( + ) : Reaccidén Positiva.
( - ) : Reaccidén Negativa.

(+ =) : Reaccidén Leve.




CUADRO No.

b

RESULTADOS OBTENIDOS EN EL

ESPECTRO INFRARROJO

ABSORCIONES: Cms_1 GRUPO FUNCIONAL
1700 - 1900 ESTER
2800 - 3300 Tensidn C = O del ester

1ISLIN T EOA

CENTRAL ]
VEASIDAE DE 54 BAMVABDE |




CAPITULO 1V

INTERPRETACION DE RESULTADOS

A CENTRAL

IEIVALWIDAD PE EA SALVARER




CAPITULO Iv

INTERPRETACION DE RESULTADOS

DE LAS PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS.

Se determina que el extracto tiene un alto conteni
do de aceites volatiles de caracteristicas propias, de
acuerdo al sabor que es amargo se considera que es debi
do a los principios activos de la planta que ejercen su

accidn medicinal.

DEL ANALISIS FITOQUIMICO.

Del extracto se obtiene resultados mas claros con
el tratado con técnica de Clark's, indicando la presen
cia de nucleo esteroidal y de la lactona insaturada. Co
mo también se demuestra la presencia de alcaloides 10s

cuales son principios activos de grandes propiedades me

dicinales.

DE LOS RESULTADOS DE CROMATOGRAFIA.

En capa fina se determind gue el extracto presenta

sels constituyentes diferentes de l1os cuales cuatro po-



drian ser aislados, por este método ya que los deméds --

componentes son aceites volatiles.

DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESPECTRO I.R.

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

lactona insaturada.

CE LA PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD MICROBIANA PARA Klebsie-

1la pneumoniae.

-

Con el extracto alcoholico se obtiene un mismo ha-
lo de inhibicidén 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 pelicula sdbre el medio, lo que no permite un

resultado proporcional con respecto a la concentracidn.

DE EL ENSAYO REALIZADO CON EL EXTRACTO ALCOHOLICO OBTE-

NIDO SEGUN TECNICA DE Clark's.

E1l halo de inhibicidn aumenta conforme se aumenta
ila concentracidn. Manteniendose constante en las concenh
traciones de 30,000 a 40,000 ppm. por lo que se conside

ra que es la Optima de inhibicidén, ya gque a la concen--



tracidén de 50,000 ppm. se obtiene un halo de diametro -

mayor, pero difusc. Por lo que se descarta como adecua-

da.

Dz LA PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD MICROBIANA PARA Mycobac-

terium tuberculosis.

Con ambos extracos de 4 ppm. fué negativo por lo -
que se ensayd con una concentracidén de 20 ppm. dando el

mismo resultado.



1
™D
{n

|

CONCLUSTITONTES

E1l extracto de Ocimun basilicum L. tratado con la técni-
ca de Clark's, presento una concentracidn minima de inhi

bicién (CMI) a la concentracidn de 10,000 ppm.

De los ensayos para la prueba de inhibicidn bacteriana -
con el extracto previamente tratado con la tecnica de --
Clark's en las concentraciones de : 10,000 ; 15,000 ; --
20,000 ; 30,000 ; 40,000 y 50,000 ppm. para la Klebsie-

lla pneumoniae se determino que la concentracidn 6ptima

es la de 30,000 ppm.

En los ensayos realizados para la prueba de susceptibilli

dad microbiana para Mycobacterium tuberculosis con las -

concentraciones de 20 y 4 ppm. no hubo inhibicidn.



CAPITULO V

ANEXOS



ANEXO No. 1

TECNICA DE CLARK'S

Muestra seca y cortada

|

Reflujo con etanol

l

Destilacidébn del solvente

l

Residuo alcoholico

J

Disclucidn del residuo alcoholico

con volumen igual de una
solucidn de acetato de plomo

al 5%.

J

Reposar 24 horas y filtrar

J

Evaporacidn del filtrado en BM.

|

E1l residuo obtenido se extrae
con cloroformo, lavar con agua
hasta eliminar el acetato de plomo

!

Obteniendose extracto cloroformico,
el cual se evaporaré& resultando
una resina café amarillenta
trasllcida.
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ANEXO No. 3

COLORACION DE GRAM Y PRUEBAS BIOQUIMICAS

PARA LA JDENTIFICACION DE LA BACTERIA

KLEBSIELLA PNEUMONIAE

MICROORGANISMO

COLORACION BIOQUIMICAS

ROJO VOGES

DE PRUEBA DE GRAM TSI INDOL METILO PROS CITRATO |MOVILIDAD
KAUER
Kilebsiella
- + - - + + -

pneumoniae

Las respuestas obtenidas en dichas pruebas son caracteristicas

de 1a bacteria en estudio



A.

il
4

DESZ=IPCIC DE ANEXQO No. 3

FUNDAMENTO DE _-5 PRUZBAS BIOQUIMICAS APLICADAS A LA -

IDENTIFICACIOI. =

m

Kiebsiella Pneumoniae.

Pruebe ziferencial para identificacidn primaria

de patogenc: entéricos gram negativos, con ella se -

determina 1z formecidn de acido y gas de la fermenta

cidn de desz-ose, iactosa Yy sacarosa.

a).

b).

c).

Interp-2stanccse segdn la coloracidn observada:

Bisel rcsado (M), fondo rosado indica que la bac

teria nc fermentd ninglin azucar.

Bisel rzsadc, fondo amarillo (A), indica que la
bacteriz termznté a la glucosa pero no la lacto-
sa, ni & sucrogsa.

Bisel armarillc (A), fondo amarillo (A), que indi

ca que iz bacteria fermentd la glucosa, lactosa

Para Kleosiellia pneumoniae, la prueba del TSI --

fué posiziva.



2. INDOL.

Prueba para determinar la presencia O ausencia
de Indol como sub-producto del metabolismo de la bac
teria. La produccidn de Indol depende de la presen-
cia del grupo triptéfano en el medio, la enzima trip
tofanosa es responsable de la formacidn del Indol -
que es evidenciado por un anillo rojo brillante en -

la interfase del medio y el solvente.

- Para Klebsiella pneumoniae la prueba del Indol es

negativa.

5. ROJO DE METILO.

Prueba para demostrar si la bacteria ha seguido
ia fermentacidn acido mixta o formica. Los productos
dcidos al agregar el indicador varian de amarillo a

rojo.

Una reaccidn positiva se determina por un rojo

definido.

Una reaccidn negativa se determina por un color

amarillo.

Para Klebsiella pneumoniae 1a prueba del Rojo de

Metilo fué negativa.

\L
,;..-.vt\a;m |
e =



VOGES PROSKAUER.

Prueba Gtil para determinar si la bacteria pro-
duce acetilmetilcarbinol 6 acetoina a partir de aci-

do pirubico.

Una reaccidn positiva se determina por la colo-

racidn rosada 6 roja.

Para Klebsiella pneumoniae-ﬂa prueba de Voges

Proskauer fué positiva.

CITRATO.

Prueba basada en la utilizacidén del citrato por

la bacteria.

Una reaccidén positiva se determina por un creci
mientoc exuberante, produciendo alcalinos y cambiado
el medio de su color verde original a un azul inten-

50.

Para Klebsiella pneumoniae la prueba de Citrato

fué positiva.

MOVILIDAD.

Prueba para determinar la movilidad de la bactg



Una reaccidén positiva se manifiesta por una zo-

na difusa del desarrollo que se extiende desde la 171

nea de inoculacidn.

Para Klebsiella pneumoniae la prueba de Movili-

dad fué negativa.



ANEXO No. 4

PREPARACION DEL STANDARD MC FARLAND

A. Preparar un set de 10 tubos de igual tamano.
B. Preparar acido sulflrico al 1%.
C. Preparar una solucidn acuosa al 1% de cloruro de bario.

D. Agregar la cantidad indicada de ambas soluciones tal co

mo se senala en el cuadro hasta tener un total de 10 ml.

por tubo.

E. Cerrar herméticamente los tubos o ampollas. Ei precipi-
tado de 50,B5 en suspensidn corresponde aproximadamente
a la densidad de células homogéneas de E. coli/ml. se--

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

NUMERO DE
1 8
TUBO 2 3 L 5 6 7 9
CLoBg 1% 0.1 0.2 6.3 C.4 0.5 6.6 0.7 0.8 0.9
HoSOy 1% 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1
Densidad
Células

X 108/m1.




ANEXO No. 5

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO LOWENSTEIN - JENSEN

TORMULA:

1. Fosfato Monopotasico Anhidro ......e.e.o... 2.40 g.
2. Sulfato de Magnesio .. ...t eens 0.24 g.
3. Citrato de MagNesSiO vt eeeneeneeeneeenn 0.60 g.
b, L=ASPAra@giNg «.euvee'eeeeoeereeneioneneneees 3.0 g.
5. Glicerina Bidestilada .....cooviviviniee.. 12.0 ml.
6. Agua Destilada Estéril ....ccuiiieereennss 6000 ml.
7. Huevos ENLEros ...ttt inniennnnnsonas 1000.0 ml.
8. Verde de Malaguita al 2% .....iineienn. 20.0 ml.

PROCEDIMIENTO:

1. Disolver las sales en agua destilada, agregar la Gli
cerina y L-Asparagina, esterilizar por 30 mnts. a -

120°C. Dejar enfriar.

2. Lavar 1los huevos con cepillo en agua jabonosa por 30
mnts. Enjugar en agua de chorro y sumergir en alcohol

de 70° G. por 15 mnts.

3. Vaciar 1os huevos sobre una probeta de 1L, homogeni-

zar a baja velocidad en una licuadora.



Agregar los huevos a 1a solucidn de sales filtrando

sobre gasa estéril.

Agregar 20 ml. de una solucidn reciente de Verde de

Malaquita al 2%.

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

tura ambiente. ( para eliminar burbujas de aire ).
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FOTOGRAFIAS DE PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD MICROBIANE

PARA KLEBSIELLA PNEUMONIAE Y MYCOBACTERIUM TUBERCULOSI:

CEMTERAI
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