UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

“Actividad antibacteriana de los extractos supercriticos del
ajo, (Allium sativum '2); chichipin‘(Hamelia patens'Jdacq),
orégano (Lippia.graveolens Kunth) y té.de limon (Cymbopogon citratus (DC)Stapf)
sobre elerecimiento in vitro de Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori,
Escherechia coli y Pseudomonas aureginosa”

Estudio experimental realizado en'el Laboratario Clinico del Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Facultad.de*Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de
Guatemala

abril — mayo.2014

Tesis
Presentada a‘la Honorable’ Junta Directiva
de’lajFacultad de Ciencias Médieas.de la
Universidad+de San Carles.de Guatemala
Catherine.Aracely Guerra Lopez
Luis Gabriel Robles Gonzalez

Médico y Cirujano

Guatemala, junio de 2014



. TRICENTENARIA

El infrascrito Decano de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos
de Guatemala hace constar que:

200721140

ORDEN DE IMPRESION

En la Ciudad de Guatemala, a los veinte dias de junio del dos mil cato

DR. JES DECLFO IVALEAL b 1esou Arsalic Otva Lea

FACULTAD DE —

CIENCIAS MEDICAS



"‘:;h‘i"# . :“.',__ ) I Mcmnmm gg‘i
" UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
COORDINACION DE TRABAJOS DE GRADUACION

- 6r| de la Facultad de

decmuedlun
Coordinacién de de Graduacion
COORDI R



@ TRICENTENARIA
x £ e e e Caen 0 (asian

Guatemala, 16 de junio del 2014

Doctor
Edgar Rodolfo de Leon Barillas
Unidad de Trabajos de Graduacién

Del cual como tutor y revisor s responsabilizamos por la metodologia,
confiabilidad y validez de los datos, asi como de los resultados obtenidos y de la
pertinencia de las conclusiones y recomendaciones propuestas.

- '

Wwﬁﬁm

10 L, O TUTORA - A -
W Firma y sello profesional Firma y sello piofe




De la responsabilidad del trabajo de graduacion:

El autor o autores es o son los Gnicos responsables de la originalidad,
validez cientifica, de los conceptos y de las opiniones expresadas en el
contenido del trabajo de graduacion. Su aprobacién en manera alguna
implica responsabilidad para la Coordinacion de Trabajos de
Graduacion, la Facultad de Ciencias Médicas y para la Universidad de
San Carlos de Guatemala. Si se llegara a determinar y comprobar que
se incurrié en el delito de plagio u otro tipo de fraude, el trabajo de
graduacion serd anulado y el autor o autores deberd o deberin
someterse a las medidas legales y disciplinarias correspondientes, tanto
de la Facultad, de la Universidad y otras instancias competentes.



LOGRO QUE DEDICO A
A DIOS por brindarme la sabiduria y las fuerzas necesarias para lograr este suerio.

A MIS PADRES Saul Guerra y Gladis Lopez. Por darme la vida y ser ejemplares,
porque sé que a pesar de las adversidades y dificultades siempre se han esforzado
para darnos lo mejor, ensendandome a ser perseverante y luchar por alcanzar mis
suenos. Por obsequiarme la mejor herencia: la educacion. Gracias por todo su
apoyo y amor incondicional. Por ensefiarme que el mejor ingrediente para ser feliz

en la vida, es hacer lo que mas me gusta.

A MIS HERMANOS Marisa, Saul, Lucia y Walter, ustedes saben que los amo y son

como un tesoro para mi.

A MIS ABUELITOS Baudilio, Piedad, Maria y Alfonso porque con su amor me han

ensenado a valorar a la familia por sobre todo.

A Gabriel Robles mi novio y mejor amigo por tu paciencia, comprension, apoyo y
amor incondicional, porque a lo largo de este camino hemos aprendido mucho
juntos y a pesar de las dificultades siempre has estado para mi como un angel que

guia mi camino.

A MIS PADRINOS Blanca y Antonio por siempre creer en mi y estar pendientes

con amor y carino.

A MIS TIOS por todo su apoyo en especial a Rodolfo por haberme apoyado en mis

estudios desde pequena.

A MIS AMIGOS porque a pesar de lo dificil del camino siempre han sido

entusiastas y tenido palabras de aliento.

A LA TRICENTENARIA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

por acogerme como alma mater y haberme formado como médica.



A LAS DOCTORAS ROSA SOLIS Y CARMEN DE TERCERO por todo su apoyo

incondicional durante la realizacion de esta tesis.

A ABNER RODAS, MAX MERIDA, SUE QUAN, BRENDA CANCINOS Y
MANUEL MUNOZ: Excelentes profesionales san carlistas; gracias a su apoyo y

conocimientos, fue posible realizar esta tesis.

“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado. Un esfuerzo

total es una victoria completa.”

Mahatma Gandhi

Catherine Aracely Guerra Lopez



LOGRO QUE DEDICO A:
A DIOS: Por permitirme trabajar para él.

A MIS PADRES EDUARDO Y LUCKY: Por ensefiarme el amor por el préjimo y

obsequiarme el gusto por las ciencias.

A MIS HERMANOS OSCAR Y ANDREA: Por los sacrificios que hicieron para que

yo estudiara.

A MIS ABUELOS MAMITA Y COCA: Por haberme dado un hogar y ser ejemplos

de honestidad, trabajo y amor.

A CATHERINE GUERRA: Por haber recorrido junto a mi este camino con amor,

dedicacién y comprension; este logro no seria posible de no ser por ti.

A MIS AMIGOS: Porque en medio de desvelos, estudio y cansancios, nos

alegramos el camino.

A LA FAMILIA GUERRA LOPEZ: Por haberme acogido en su casa durante tantas

tardes y noches de estudio.

A JORGE ORLANDO PAGUAGA Y JUAN ARTURO GONZALEZ: Por haberme

apoyado y tendido la mano durante mis estudios.

A LA TRICENTENARIA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA,
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y MIS CATEDRATICOS: Por haberme

ensefnado los nobles fundamentos de mi profesion.

A CHESTER JOSE: Por estar a mi lado cada noche que estudié y haberme esperado

cada noche que turné.

A ROSA ELENA SOLIS Y CARMEN DE TERCERO: Ejemplares médicas sin

quienes esta tesis no hubiese sido posible.



A ABNER RODAS, MAX MERIDA, SUE QUAN, BRENDA CANCINOS Y
MANUEL MUNOZ: Excelentes profesionales san carlistas; gracias a su apoyo y

conocimientos, fue posible realizar esta tesis.

“Para seres tan pequenios como nosotros, la vastedad del espacio y la inmensidad

del tiempo solo es tolerable a través del amor”

Carl Sagan

Luis Gabriel Robles Gonzalez



RESUMEN

OBJETIVO: Describir mediante el método de difusiéon en agar la actividad
antibacteriana de los extractos supercriticos de ajo, chichipin, orégano y té de
limén. METODOS: Se utiliz6 el método de difusion en agar para probar el efecto
bactericida de los extractos supercriticos de ajo (Allium sativum L.), chichipin
(Hamelia patens Jacq), orégano (Lippia graveolens Kunth), y té de limon
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) sobre el crecimiento in vitro de Staphylococcus
aureus, Helicobacter pylori, Escherechia coli y Pseudomonas aureginosa. Las cepas
bacterianas fueron proporcionadas por el Laboratorio Clinico del Centro de
Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la USAC. Las
plantas fueron recolectadas en distintas partes de Guatemala; el ajo proviene de
Huehuetenango, el chichipin de Chiquimula, el orégano de Zacapa y el té de liméon
de Alta Verapaz. Los extractos se realizaron en el Centro Universitario de Oriente.
Luego, se llevaron al Laboratorio Clinico, donde se realizaron las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana. RESULTADOS: Se demostr6 que el extracto
supercritico de orégano presenta actividad antibacteriana contra S. aureus
mostrando un halo inhibitorio de 12 mm, E. coli mostrando un halo inhibitorio de
10 mm y H. pylori mostrando un halo inhibitorio de 8 mm. No tuvo actividad
antibacteriana contra P. aureginosa. Los otros tres extractos; de ajo, chichipin, y té
de limdén, no mostraron actividad antibiotica. CONCLUSIONES: El extracto
supercritico de orégano presenta actividad antibiotica in vitro contra S. aureus, E.

coli'y H. pylori.

Palabras clave: Guatemala, medicina tradicional, fitoterapéutica, orégano, Lippia
graveolens Kunt, ajo, Allium sativum L, chichipin, Hamelia patens Jacq, y té de limodn,
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, Staphylococcus aureus, Escherechia coli, Pseudomonas

aureginosa, Helicobacter pylori.
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1. INTRODUCCION

Guatemala es una nacion en vias de desarrollo con ubicacion tropical que presenta
un panorama epidemioldgico en el que las infecciones bacterianas son causa
importante de morbimortalidad (1). Se estima que del 70% al 90% de la poblacion
de paises en vias de desarrollo, estan colonizadas por Helicobacter pilory —H. pilory-
antes de los 10 afos de edad (2). Hay estudios que demuestran que Escherechia coli
—E. coli- es el agente etioldgico mas frecuente en las heces de nifos con diarrea en
areas marginales de nuestro pais (3), ademas de ser responsable de mas del 80% de
las Infecciones del Tracto Urinario -ITU- (4). Staphylococcus aureus —S. aureus- es la
causa bacteriana mas frecuente de infeccion (4), el cual coloniza de forma
asintomatica la mucosa nasal, para luego infectar a personas susceptibles que
estan en contacto con personas colonizadas (5). Existen algunos estudios aislados
en Guatemala de portadores nasales asintomaticos de Staphylococcus, con
porcentajes que varian desde el 21% hasta el 48% (6, 7, 8) sin que haya datos
epidemiologicos contundentes sobre dichos portadores en la comunidad. Por
ultimo, Pseudomonas aureginosa —P. aureginosa- es ubicua, se halla en superficies
humedas, suelos, desagiies, vegetacion, alimentos, bafos, equipos médicos e
incluso soluciones desinfectantes (2). Sin embargo su condiciéon como oportunista
la priva de causar infeccion mas alld de pacientes inmunocomprometidos u
hospitalizados por quemaduras, heridas abiertas o postoperados (2, 4), pero
constituye un problema de salud debido a la alta tasa de resistencias antibioticas

que presenta.

Desde el descubrimiento de la penicilina por Alexander Flemming en 1928 (9), la
humanidad tiene un método eficaz para el control de las infecciones bacterianas,
sin embargo conforme se han utilizado y abusado los farmacos antibidticos, han

surgido cepas con resistencia a los mismos (2, 9). Esto ha llevado al desarrollo de
1



nuevos tipos de agentes quimioterapicos, insensibles a los mecanismos de
resistencia bacteriana, pero de mayor costo econdmico. Nuestra condiciéon como
nacion en vias de desarrollo, nos plantea un dilema socioeconémico: La poblacion
de escasos recursos no es capaz de costearse tratamientos antibioticos (10). Esto
obliga a buscar alternativas en el tratamiento, que sean factibles, tanto desde el
punto de vista econdmico como técnico, sin dejar de lado los aspectos culturales de
la poblacion guatemalteca. De tal manera que, aprovechandonos de nuestra
ubicacion tropical y nuestro bagaje cultural, resulta 16gico avocarse a la fito
terapéutica, empero dicho enfoque se debe estandarizar desde el punto de vista
cientifico para poder asegurar su eficacia (11). En Guatemala se han hecho
investigaciones sobre la sensibilidad in vitro de varios microorganismos a extractos
vegetales etandlicos, acetonicos, acuosos, metandlicos o aceites esenciales (1, 12 —
19), no obstante, dichos extractos tienen la desventaja de presentar residuos de
disolventes e impurezas, a diferencia de los extractos supercriticos (21, 22). La
utilizacion de extractos supercriticos por CO: en nuestro pais ya se ha demostrado
posible tanto econdmica como tecnologicamente (21, 22). Asi mismo, el proceso de
extraccion supercritica es mas efectivo en cuanto a la obtenciéon de compuestos
organicos, ya que presenta un mejor rendimiento y menor tiempo de extraccion

que otros métodos (22).

Por lo que se plantea la siguiente pregunta: ;Presentan actividad antibacteriana de
los extractos supercriticos de ajo, chichipin, orégano y té de limon?, se probaron
dichos extractos vegetales por medio del método de difusion en agar,
demostrandose que el extracto supercritico de orégano presenta actividad

antibidtica in vitro contra S. aureus, E. coli y H. pylori.



2.1.

2.2,

2. OBJETIVOS

Objetivo general
Describir mediante el método de difusion en agar la actividad antibacteriana

de los extractos supercriticos de ajo, chichipin, orégano y té de limon.

Objetivos especificos

Comprobar:

2.2.1.La actividad antibacteriana de los extractos supercriticos de ajo,
chichipin, orégano, y té de limon sobre el crecimiento in vitro de
Staphylococcus aureus.

2.2.2.La actividad antibacteriana de los extractos supercriticos de ajo,
chichipin, orégano, y té de limon sobre el crecimiento in vitro de
Helicobacter pylori.

2.2.3.La actividad antibacteriana de los extractos supercriticos de ajo,
chichipin, orégano, y té de limén sobre el crecimiento in vitro de
Escherechia coli.

2.2.4.La actividad antibacteriana de los extractos supercriticos de ajo,
chichipin, orégano, y té de limon sobre el crecimiento in vitro de
Pseudomonas aureginosa.

2.2.5.Determinar cudl de los 4 extractos supercriticos presenta mayor

actividad antibacteriana.






3.1. Definiciones:

3.1.1. Fluidos supercriticos:

MARCO TEORICO

Tradicionalmente se conocen los tres estados clasicos de la materia: gas,
solido y liquido. Asi como los distintos procesos fisicos por los cuales la
materia cambia de estado. Sin embargo, desde mediados del siglo XIX se
conoce otra fase de la materia, el estado supercritico. Este estado se
obtiene al mantener una sustancia a una temperatura y presion por
encima de su punto critico (de lo que deriva el nombre, supercritico).
Los fluidos supercriticos ofrecen recursos para alcanzar propiedades
propias de un gas y un liquido sin alterar la estructura quimica del
compuesto con el que se trabaja. Esto es debido a que en un fluido
sometido a estado supercritico, la linea de separacion de fases liquido-
gas se interrumpe. Esto implica la formacion de una sola fase en la que
el fluido tiene caracteristicas intermedias entre las de un gas y un
liquido. Especificamente, las caracteristicas supercriticas son una alta
densidad (como la de los liquidos) y una gran difusividad (tal como los

gases) (21, 22).

Figura 1. Diagrama de fases.
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Fig. 1. Esquema representativo del diagrama de presion- temperatura de
los estados de la materia, correspondiente a una sustancia pura.
Fuente: Extraccién de metabolitos solubles en didxido de carbono en
condiciones supercriticas a partir de hojas deshidratadas de espinaca
(spinacea oleracea) (21).

Al igual que los gases, los Fluidos supercriticos —FSC- poseen una
densidad enormemente variable, en relacién a su temperatura y presion,
sin embargo a diferencia de los gases, alcanzan densidades muy
cercanas a los de los liquidos. De modo que la principal caracteristica de
los FSC es el amplio rango de densidades que pueden presentar, en
dependencia de las condiciones de temperatura y/o presion a los que

estén sometidos (21, 22).

Dada la relacion directa que existe entre la densidad de un fluido con su
capacidad de actuar como solvente, los FSC son excelentes solventes a

través de pequenas variaciones en la presion y/o temperatura (22, 24).

El uso de fluidos supercriticos como solventes para la extraccion de
metabolitos organicos, ha recibido especial atencion en los tltimos afios
debido a su mayor eficiencia; menor tiempo de extraccion y utilizacion
de menor cantidad de materia prima. Los FSC mas utilizados son: 6xido
nitroso (N20), amoniaco (NHs), hexafloururo de azufre (SFe¢) y didxido

de carbono (CO2) (21, 22, 24).

Sin embargo, en su mayor parte se utiliza diéxido de carbono para
extraer compuestos organicos, esto es debido a su nula toxicidad y bajo
costo, ademads de presentar un punto critico de temperatura y presion
razonables (31.1°C y 7382kPa). Asimismo el CO: supercritico tiene la

habilidad de solvatar un gran rango de compuestos orgdnicos no



polares y de baja polaridad, pero no es efectivo como solvente de
compuestos polares, razon por la que se utiliza etanol al 95% como
cosolvente. De modo que el extracto obtenido presenta todos los
metabolitos orgdnicos, tanto polares como no polares, de la muestra

vegetal (21, 22, 24).
3.1.2. Procedimiento de extraccion supercritica:

El proceso de extraccion se lleva a cabo mediante un extractor
supercritico con CO, el cual consta de un cilindro de didéxido de
carbono, la celda de extraccién (con su tapa y termdmetro), dos
mandmetros (uno en la celda y otro en el tanque de COz), 4 valvulas (1
de entrada, una de escape y dos de salida), un recipiente colector

(probeta de vidrio) y una banda calefactora externa eléctrica (21, 22).

“El proceso tipico de extraccion consiste en un reactor en el que se

introduce el substrato original y una cantidad de CO:. El sistema se
resuriza y se calienta hasta alcanzar condiciones supercriticas, con lo
y lienta hasta al d t 1

que el CO: disuelve los compuestos a extraer. A continuacion, se
transfiere el fluido a otra cdmara donde se despresuriza la mezcla,
resultando la liberacion del soluto y la eliminacion del CO2 como gas”

21).

3.1.3. Descripcion del proceso:
Se toma la muestra vegetal, se muele y se coloca en la celda de
extraccion. A continuacion se agrega etanol al 95% y se cierra el
sistema. Se eleva temperatura en el interior de la celda hasta 45°C
utilizando el calefactor eléctrico externo, al alcanzar la temperatura, se
presuriza el interior de la celda con CO: a 8,963kPa. Permanece el
sistema bajo estas condiciones por una hora, luego de la cual se recupera

7



el extracto por las valvulas de salida en la parte inferior de la celda y se

colecta en una probeta (21, 22).

3.1.4. Método Bauer-Kirby

El descubrimiento de la penicilina en 1928 por Alexander Flemming fue
un hito en la practica médica. Desde ese momento se empezo a
desarrollar nuevos antibidticos y la comunidad cientifica llego a pensar
que erradicarian totalmente las enfermedades causadas por bacterias.
Sin embargo esta idea ilusoria no durd; las especies bacterianas
empezaron a desarrollar mecanismos de resistencia. Esto creo la
necesidad de desarrollar un método por el cual se supiera de antemano
la efectividad del tratamiento antibidtico. Por lo que se desarrollaron
varios métodos para probar la susceptibilidad antimicrobiana. De tal
manera que en 1956 Bauer, Kirby y colegas realizaron un exhaustivo
trabajo de investigacion en el cual compararon todos los métodos
existentes, con el fin de estandarizar un método de susceptibilidad
antimicrobiana. Este trabajo fue publicado por la Organizacion Mundial
de la Salud en 1961 como el procedimiento estdndar por medio de
difusion en agar para probar la susceptibilidad antimicrobiana, por lo

que es llamado Método de Bauer-Kirby (25, 26, 27).

El Método Bauer-Kirby consiste en:

1. Tomar 4 o 5 colonias de igual morfologia del cultivo original de la
cepa bacteriana con la que se desea trabajar.

2. Inocular un tubo con 4 ml de caldo tripticasa soya.



3. Incubar por 15 minutos a 36°C hasta que alcance una turbidez
estandar 0.5 de McFarland lo cual equivale aproximadamente a 10°
Unidades formadoras de colonia ~-UFC-.

4. Del caldo, se empapa un hisopo estéril, con el que se siembra la caja
de Petri con agar Muller-Hinton en sentido horizontal, vertical y
diagonal (en tres direcciones).

5. Se seca por 3 a 5 minutos y luego se colocan los discos de papel filtro
previamente impregnados con el antibiotico que se desea probar.

6. Cultivar por 18 a 24 horas a 36°C y luego medir los didmetros de
halos de inhibiciéon en milimetros.

7. Para antibioticos ya conocidos, se compara el didmetro del halo de
inhibicion con las tablas del NCCLS (National Comitee for Clinical
Laboratory Samples), para determinar si la cepa bacteriana en
cuestion es sensible, resistente o presenta una sensibilidad intermedia

al agente biocida probado (25, 26, 27, 28).
La manera como funciona el método es la siguiente:

Al colocar un disco de papel filtro de 6 mm impregnado con una
concentracion de antibiético sobre el agar Muller-Hinton,
inmediatamente, el papel absorbe agua desde el agar, esto a su vez
facilita la difusion del antibidtico hacia el agar que rodea el disco. Sin
embargo la tasa de difusion en el agar no es tan radpida como la tasa de
extraccion del antibidtico desde el papel filtro, de modo que la
concentracion del agente antibidtico es mayor en las cercanias del papel
filtro. Otro factor que afecta el tamafio de los halos de inhibicion es el
hecho que la velocidad de difusién del agente antimicrobiano es
dependiente de las propiedades de difusion y la solubilidad de la droga

en agar Mueller-Hinton, asi como el peso molecular del compuesto
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antimicrobiano, ya que las moléculas pequenas suelen difundir mas

rapido a través del agar (26).
3.1.5. Plantas utilizadas:

3.1.5.1. Ajo, nombre cientifico: Allium sativum L.
Es una hierba perenne, forma un bulbo redondo compuesto de 8
a 15 bulbillos. Presenta un tallo cilindrico de aproximadamente
50 cm de largo, escasas hojas y flores. Tiene importancia
econdmica por ser ampliamente cultivado a nivel mundial, al
igual que importancia en la historia culinaria y medicinal (14,

18, 19).

Se cree que es originario del Asia central, donde fue
domesticado y posteriormente diseminado hasta el Asia menor,
de donde tuvo contacto con las culturas antiguas y desde
entonces se ha cultivado y usado, desde aproximadamente hace
5000 anos. Llego a América durante la colonizacion en el siglo
XV, en Guatemala se cultiva principalmente en Huehuetenango

y Solola (14, 18, 19).

Histdéricamente se le han atribuido propiedades medicinales. En
los papiros de Ebers se mencionan 800 formas terapéuticas del
mismo, para tratar distintas afecciones. La Biblia de los
cristianos hace referencia a su uso medicinal y el Talmud hebreo
lo recomienda como antiinflamatorio. Hipdcrates lo
recomendaba como tratamiento para varias dolencias y

enfermedades (14, 18, 19, 29).
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Se ha estudiado su actividad antimicrobiana, sabiéndose que su
tintura y decoccion asi como extractos etanolicos y acuosos
tienen actividad anti bacterial (15, 17, 19, 20). El bulbo es rico en
vitaminas (especialmente A, 4cido ascorbico y tiamina),
fosfolipidos, aminoacidos, glucosidos, minerales (Magnesio,
selenio, cobre, cinc, germanio) y compuestos azufrados que le

dan su olor caracteristico (14, 18, 19).

3.1.5.2. Chichipin, nombre cientifico: Hamelia patens Jaqc.
Es un arbusto herbaceo perenne que florece casi todo el afo,
midiendo de 1 a 3 metros de alto. Se considera una especie
ruderal, crece arbitrariamente en espesuras, bosques secos, a la
orilla de caminos y terrenos abandonados. Suele sembrarse para
utilizarlo de forma ornamental en parques. Crece en casi toda
América, desde el sur de México hasta Sur América e islas

caribenas. En Guatemala se halla en casi todo el pais (18, 19).

Estudios antimicrobianos, realizados con extractos acuosos y
etanolicos de las hojas, han demostrado actividad contra S.
aureus, asi mismo la tintura de las hojas ha demostrado tener
actividad contra bacilos Gram negativos y Candida albicans. Las
hojas contienen esteroides, sapondsidos, taninos, triterpenos,
flavonoides, acido ursdlico y alcaloides oxindolicos (18, 19). La
tradicion oral del area Chorti de Chiquimula, le atribuye

propiedades antiinflamatorias y antibidticas.

3.1.5.3. Orégano, Nombre cientifico: Lippia graveolens Kunth.
Bajo el nombre de orégano se conocen mas de 53 plantas, en

Guatemala hay dos tipos distintos: Origanum wvulgare y Lippia
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graveolens. Para la realizacion del presente estudio se utilizé el
segundo. Es una planta perene, de 20 a 30 cm de alto, ramificada
en su parte superior, aromatica y con cierto tinte rojizo (18, 19).
Originaria de Mesoamérica y utilizada en la gastronomia como
en la medicina tradicional. En Guatemala se cultiva
principalmente en Chiquimula, Zacapa, El Progreso, Jutiapa,

Jalapa e Izabal.

Estudios realizados demuestran que la tintura e infusién de las
hojas tienen actividad antibacteriana de amplio espectro. Asi
mismo, el extracto etanolico es activo contra gran variedad de
hongos. La medicina tradicional de nuestro pais le atribuye
propiedad antiséptica, calmante, cicatrizante, antiinflamatoria,
diurética y expectorante, entre otras En cuanto a su composicion
quimica, presenta flavonoides, &cido ursdlico, taninos vy

minerales (18, 19).

3.1.5.4. Té de limon, Nombre cientifico: Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf.
Es un pasto perenne de 1 a 2 metros de alto. Originario del
subcontinente indio, crece en clima tropical himedo y soleado.
Ha sido cultivada en Asia y América con fines comerciales y
medicinales. Fue introducida a Guatemala desde la India a

tinales del siglo XIX (18, 19).

Estudios realizados por Ohno, Kita, Yamaoka y colaboradores
demostraron la actividad biocida que presenta el aceite esencial
de té de limoén contra H. Pylori (30). Otros estudios han

demostrado actividad biocida del aceite esencial contra S.

12



aureus, E. coli y Bacillus subtilis. Sin embargo no se ha
demostrado que la tintura de las hojas tenga actividad alguna
(18, 19). La medicina tradicional le atribuye propiedad
astringente, diaforética, diuréticas, digestiva, hipotensora, entre
otras. La composicion quimica muestra flavonoides, mirceno,

metil heptona, geraniol, citral y triterpenoides (19).
3.1.6. Bacterias utilizadas:

3.1.6.1. Helicobacter pylori
La bacteria se ha asociado a gastritis, ulceras pépticas,
adenocarcinoma gastrico y linfomas de linfocitos B del tejido

linfoide asociado a la mucosa gastrica (MALT) (2).
Fisiologia y estructura

Las especies de Helicobacter se clasifican segun el andlisis de la
secuencia del ARNr 16S de sus genes, la composicion de sus
acidos grasos celulares y la presencia de flagelos polares.
Helicobacter tiene forma de espiral o bacilar en los cultivos
recientes (0,5-lum X 2-4um), pero adopta una morfologia

cocoide en los cultivos de mayor edad (2, 5).

Todos los microorganismos Helicobacter, incluido H. pylori, son
muy moviles (movilidad en sacacorchos) gracias a los flagelos
polares y producen gran cantidad de ureasa. Se cree que estas
propiedades son importantes para la supervivencia en los
acidos gastricos y el movimiento rapido a través de la capa de
moco viscoso hacia un entorno de pH neutro. La mayor parte de

Helicobacter son positivos con catalasa y oxidasa y no fermentan
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ni oxidan los carbohidratos, aunque pueden metabolizar los
aminoacidos por vias de fermentacion. En la membrana externa
se encuentran lipopolisacaridos (LPS), que incluyen un lipido A,
un oligosacarido central y una cadena lateral O. El lipido A de
H. pylori muestra una baja actividad de endotoxina en
comparacidon con otras bacterias gram negativas y la cadena
lateral O se parece a nivel antigénico a los antigenos del grupo
Lewis en la sangre, que puede proteger a las bacterias de la
eliminaciéon inmunitaria. El crecimiento de H. pylori y de otros
Helicobacter necesita un medio complejo complementado con
sangre, suero, carbon, almidon o yema de huevo, condiciones
microaerdfilas (oxigeno bajo y didéxido de carbono aumentado) y
un intervalo de temperatura de 30-37 °C. Como resulta
relativamente dificil aislar Helicobacter en cultivo e identificarlos
mediante pruebas bioquimicas, la mayor parte de las
enfermedades provocadas por H. pylori se confirman con

técnicas distintas del cultivo (2).
Patogenia e inmunidad

H. pylori es una bacteria notable por su capacidad de colonizar
de por vida el estémago de las personas no tratadas. Multiples
factores contribuyen a la colonizacién gastrica, inflamacion,
alteracion de la produccion de acido gastrico y la destrucciéon
tisular caracteristicas de la enfermedad por H .pylori. La
colonizacion inicial se facilita por: 1) bloqueo de la produccion
de 4cido gracias a la proteina inhibidora del acido de la
bacteria, y 2) neutralizacién de los acidos gastricos por el

amoniaco generado mediante la actividad ureasa de la bacteria.
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Los Helicobacter con capacidad de movimiento activo pueden
adherirse a las células epiteliales gastricas atravesar el moco
gastrico y adherirse a las células epiteliales gastricas gracias a
multiples proteinas de adhesion a la superficie. Las proteinas de
superficie se pueden unir también a proteinas del anfitrion y
esto ayuda a las bacterias a evitar la deteccion inmunitaria. Las
lesiones tisulares localizadas vienen mediadas por los productos
generados por la ureasa, mucinasa, fosfolipasas y la actividad
de la citotoxina vacuolizante A (VacA), una proteina que tras
sufrir endocitosis por las células epiteliales, causa lesiones en las
células mediante la formacion de vacuolas. Otro factor de
virulencia importante de H. pylori es el gen asociado a la
citotoxina (cagA), la cual interfiere con la estructura de
citoesqueleto normal de las células epiteliales. Tambien produce
PAI (fosforribosilantranlinato isomerasa) que induce la
produccion de interleucina 8 (IL-8) que atrae a los neutrofilos. Se
piensa que la liberacién de proteasas y moléculas reactivas del
oxigeno por los neutrofilos contribuye a la gastritis y las ulceras

gastricas (2, 5).
Epidemiologia

Desde 1984, afio en que se aisld por primera vez este
microorganismo en cultivo, se ha recogido una gran cantidad de
informacion acerca de la prevalencia de H. pylori. La tasa mas
alta de portadores se encuentra en los paises en vias de
desarrollo, donde el 70 al 90% de la poblacion esta colonizada
antes de los 10 afios. Estudios han demostrado que del 70 al

100% de los pacientes con gastritis, ulceras gastricas y ulceras
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duodenales esta infectado por H. pylori. El ser humano
constituye el principal reservorio de H. pylori, y se piensa que la
colonizacion persiste durante toda la vida salvo que el anfitrion
reciba un tratamiento especifico. Posiblemente la transmision se

produzca por via fecal-oral (5).

Este microorganismo se asocia claramente a enfermedades como
la gastritis, las ulceras gdstricas, el adenocarcinoma gastrico y
los linfomas gastricos MALT. La colonizacion por H. pylori
parece conferir proteccion frente a la enfermedad producida por
el reflujo gastroesofagico y los adenocarcinomas de la region
distal del esofago y del cardias gdastrico. Por tanto, no parece
conveniente eliminar H. pylori a en los pacientes sin

enfermedad sintomatica (5).
Enfermedades clinicas

La colonizaciéon por H. pylori determina de forma invariable
datos histologicos de gastritis (es decir, infiltracion por
neutrofilos y células mononucleares en la mucosa gastrica). La
fase aguda de la gastritis se caracteriza por una sensacion de
plenitud, nauseas, vOmitos e hipoclorhidria. Esto puede
evolucionar a una gastritis cronica, en la que la enfermedad se
limita al antro gastrico (donde existen menos células parietales
secretoras de acido) en pacientes con una secrecién de acido
normal o afecta a todo el estémago (pangastritis) cuando se
suprime la secrecion acida. Un 10%- 15% de los pacientes con
gastritis cronica desarrollan ulceras pépticas. Las ulceras se

suelen localizar en focos con inflamacion intensa, especialmente
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en la unién entre el cuerpo y el antro (ulcera gastrica) o la parte
proximal del duodeno (ulcera duodenal). H. pylori también
origina hasta el 85% de las ulceras gastricas y mas del 95% de

las ulceras duodenales (2).

La gastritis cronica acaba sustituyendo la mucosa gastrica
normal por fibrosis con proliferacion de un epitelio de tipo
intestinal. Este proceso aumenta el riesgo de sufrir un carcinoma

gastrico casi 100 veces (2).

Las infecciones por H. pylori se asocian también a infiltracion
por tejido linfoide de la mucosa gastrica. En un namero de
pacientes muy pequefio, se puede producir una poblacion

monoclonal de linfocitos B que evolucionan a un linfoma MALT

).
Diagndstico de laboratorio
Microscopia

Se detecta en un examen histologico de las biopsias gastricas.
Aunque el microorganismo se puede visualizar con facilidad en
las muestras tenidas con hematoxilina-eosina o Gram, la tincién

de plata de Warthin-Starry es el método de tincién mas sensible

2,5).
Deteccién de antigenos

Es posible estudiar en la muestra de biopsia si existe actividad
de la ureasa. La abundancia de ureasa producida por H. pylori
permite la deteccién de su metabolito alcalino en menos de 2

horas. La sensibilidad de la prueba directa con muestras de
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biopsia oscila entre el 75% y el 95%; sin embargo, la
especificidad se aproxima al 100%. De forma que una reaccion
positiva es un dato altamente sugestivo de infeccion activa. La
prueba no invasiva de la ureasa realizada en el aliento humano
tras el consumo de una solucion de urea marcada con un

isotopo muestra una sensibilidad y especificidad excelentes (2).

Se han desarrollado una serie de inmunoensayos mono y
policlonales para la identificacion de antigenos de H. pylori en
las heces, cuya sensibilidad y especificidad superan el 95%.
Estas pruebas son sencillas, baratas y se pueden aplicar en

muestras de heces en lugar de biopsias (2).
Cultivo

H. pylori se adhiere a la mucosa gastrica y no se recupera de las
heces o la sangre. Es posible aislar la bacteria en cultivo si se
inocula la muestra en un medio de cultivo enriquecido
suplementado con sangre, hemina o carbono y se incuba en una
atmosfera microaerodfila durante hasta 2 semanas. Sin embargo
el diagnostico de infeccion por H. pylori se suele realizar con
métodos no invasivos y el cultivo se reserva para las pruebas de

susceptibilidad a antibidticos (5).
Tratamiento

El maximo éxito en el tratamiento curativo de la gastritis o la
ulcera péptica se ha conseguido mediante la combinacién de un
inhibidor de la bomba de protones (ej. omeprazol), un

macrolido (ej. claritromicina) y un beta lactdmico (ej.
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amoxicilina) que se deben administrar durante 7-10 dias
inicialmente. El fracaso del tratamiento se suele deber a la
resistencia frente a claritromicina. Es posible emplear
metronidazol en el  tratamiento combinado, pero las

resistencias son frecuentes (2).

3.1.6.2. Pseudomonas aureginosa
Los miembros de este género son ubicuos y se encuentran en el
suelo en los compuestos orgdnicos en descomposicion, en la
vegetacion y en el agua. Por desgracia, se encuentran en todo el
ambiente hospitalario, en reservorios humedos como los
alimentos, las flores cortadas, los lavabos, los bafios, las mopas
para fregar los suelos, los equipos de didlisis y terapia
respiratoria e incluso en las soluciones desinfectantes, es raro
que las personas sean portadoras dentro de la flora microbiana
normal, salvo en los pacientes hospitalizados y en anfitriones

inmunodeprimidos ambulatorios (2, 5).

El amplio entorno en el que se distribuye Pseudomonas se explica
por sus sencillas exigencias para crecer y versatilidad
nutricional. Pueden emplear muchos compuestos organicos
como fuente de carbono y nitrégeno, y algunas cepas consiguen
incluso crecer en agua destilada empleando oligonutrientes.
Estos microorganismos tienen también tienen muchos factores
estructurales, toxinas y enzimas que potencian su virulencia y
los hacen resistentes a la mayor parte de los antibidticos de uso

habitual (2).
Fisiologia y estructura
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La especie Pseudomonas suele incluir bacilos gramnegativos
rectos o ligeramente curvados en general mdviles (0.5-1 X 1.5-5
um), que se disponen tipicamente en parejas. Los
microorganismos emplean los carbohidratos mediante la
respiracion aerobia de forma que el oxigeno es el aceptor
terminal de los electrones. Aunque se describen como aerobios
obligados, pueden crecer de forma anaerobia utilizando nitratos
o0 arginina como aceptor alternativo para los electrones. Algunas
especies producen pigmentos difundibles, pioverdina y

piorrubina, que explica su aspecto caracteristico en cultivo (5).
Patogenia e inmunidad

P. aureginosa cuenta con muchos factores de virulencia incluidos
componentes estructurales, toxinas y enzimas. Ademads, el
sistema de transmision utilizado por Pseudomonas, el sistema de
secrecion tipo III, resulta especialmente eficaz para la inyeccion

de toxinas dentro de la célula anfitriona (2).
Adhesinas

La adherencia a las células anfitrionas resulta esencial para
ocasionar la infeccion. Al menos cuatro componentes
estructurales en la superficie de P. aureginosa facilitan esta
adherencia: 1) Flagelos; 2) Pili; 3) lipopolisacaridos (LPS), y 4)
alginato. Los flagelos y los pili también influyen sobre la
movilidad de P. aureginosa y en componente de lipido A de los
LPS es responsable de la actividad de la endotoxina. Alginato es

un exopolisacarido mucoide que forma una capsula prominente
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sobre la superficie bacteriana y protege al microorganismo de la

fagocitosis y la actividad de los antibidticos (2, 5).
Toxinas secretadas y enzimas

Se cree que la exotoxina A (ETA) es uno de los factores de
virulencia mas importantes producidos por las cepas patdgenas
de P. aureginosa. Esta toxina altera la sintesis de proteinas al
inhibir la elongacion de la cadena peptidica en las células
eucariotas. La exotoxina A probablemente participe en la
dermatonecrosis que tiene lugar en las quemaduras, el dafio
corneal en las infecciones oculares y el dano tisular en las
infecciones pulmonares crénicas. La toxina posee actividad

inmunodepresora (2).

Un pigmento azul, piocianina, producido por P. aureginosa,
cataliza la produccion de superoxido y perdxido de hidrogeno,
las formas toxicas del oxigeno. Este pigmento estimula también
la liberacién de interleucina 8 (IL8), lo que potencia la atraccion
de los neutrdfilos. Un pigmento verde-amarillento, pioverdina
es un siderdoforo, que se liga al hierro para usarlo en el
metabolismo. Este pigmento regula también la secrecion de

otros factores de virulencia, incluida la exotoxina A (5).

Dos enzimas , “las A” (serina proteasa) y “las B”
(metaloproteasa de zinc) , actian de manera sinérgica para
degradar la elastina, lo que ocasiona dafios en los tejidos que
contienen elastina y el parénquima pulmonar, asi como lesiones
hemorragicas (ectima gangrenoso) que se asocian a las
infecciones diseminadas por P. aureginosa. Estas enzimas
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degradan también los componentes del complemento e inhiben
la quimiotaxis y la funcion de los neutroéfilos, lo que provoca
una mayor diseminacion y dafo tisular en las infecciones
agudas. Las infecciones cronicas por Pseudomonas se caracterizan
por la formacion de anticuerpos frente a “las A” y “las B”, con

acumulacion de los inmunocomplejos en los tejidos infectados

).

Al igual que las elastasas, la proteasa alcalina participa en la
destruccion tisular y en la diseminacion de P. aureginosa.
También interfiere en la respuesta inmunitaria del organismo
anfitrion. La fosfolipasa C es una hemolisina termolabil que
degrada los lipidos y la lecitina, de modo que facilita la

destruccion tisular (23).

Las exoenzimas S y T son toxinas extracelulares producidas por
P. aureginosa. Poseen una actividad ribosiltransferasa de
difosfato de adenosina, cuya funcién no esta clara. Sin embargo,
cuando las proteinas son introducidas en sus células eucariotas
diana por el sistema de secrecion de tipo III, se produce un
dafio en las células epiteliales que facilita la diseminacién de las
bacterias, la invasion tisular y la necrosis. Esta citotoxicidad esta

mediada por una reorganizacion de la actina (2).
Resistencia a antibioticos

P. aureginosa posee una resistencia inherente a muchos
antibidticos y puede mutar a cepas ain mas resistentes durante
el tratamiento. Aunque se han identificado numerosos
mecanismos de resistencia, la mutacion de las porinas
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constituye el principal mecanismo de resistencia. La penetracion
de los antibidticos en la célula pseudomonica tiene lugar
principalmente a través de los poros de la membrana externa.
La alteraciéon de las proteinas que configuran la pared de estos
poros con el fin de restringir el flujo al interior de la célula
conlleva la aparicion de resistencia a numerosos grupos de
antibioticos de manera simultdnea. P. aureginosa sintetiza,

asimismo, diferentes B-lactamasas (2, 5).
Epidemiologia

Las Pseudomonas son patdgenos oportunistas presentes en una
gran variedad de ambientes. La capacidad para aislar a estos
microorganismos de las superficies himedas puede verse
limitada solamente por los esfuerzos para detectar los
microorganismos. Pseudomonas tienen unos requerimientos
nutricionales minimos, pueden tolerar un amplio intervalo de
temperaturas (4-42°C) y son resistentes a muchos antibioticos y
desinfectantes. De hecho, la recuperacion de Pseudomonas a
partir del ambiente tiene un escaso significado a no ser que
existan indicios epidemioldgicos de que el lugar contaminado

sea un reservorio de la infeccion (5).

Ademads, el aislamiento de Pseudomonas en un paciente
hospitalizado constituye un motivo de preocupaciéon, pero
normalmente no justifica la intervencién terapéutica a no ser
que existan indicios de enfermedad. La recuperacion de
Pseudomonas, particularmente de especies diferentes a P.

aureginosa, a partir de una muestra clinica puede representar
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una mera colonizacion del paciente o bien suponer una
contaminacién ambiental de la muestra durante su obtencion o

procesamiento en el laboratorio (5).
Enfermedades Clinicas
Infecciones pulmonares

Las infecciones de las vias respiratorias inferiores por P.
aureginosa pueden variar en gravedad desde una colonizacion
asintomatica o una traqueo bronquitis benigna hasta una
bronconeumonia necrosante grave. La colonizacion se da en
pacientes con fibrosis quistica, los aquejados de otras
enfermedades pulmonares crénicas, y en neutropénicos. Las
infecciones en los primeros se han asociado a la exacerbacion de
la entidad de base, asi como con procesos pulmonares invasivos.
Las cepas mucoides son las que suelen aislar en las muestras de
estos pacientes, y son dificiles de erradicar con tratamiento

antibiotico (2).

Las circunstancias que predisponen a los pacientes
inmunodeprimidos a contraer infecciones por Pseudomonas
son: 1) el tratamiento previo con antibioticos de amplio espectro
que alteran la poblacion bacteriana protectora normal, y 2) el
uso de respiradores, que pueden introducir el microorganismo
en las vias respiratorias inferiores. La enfermedad invasiva en
esta poblacion se caracteriza por una bronconeumonia bilateral
difusa con la formacion de micro abscesos y la necrosis de los

tejidos. La tasa de mortalidad es tan elevada como el 70% (2).
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Infecciones cutdneas primarias

P. aureginosa puede producir varias infecciones cutaneas. Las
infecciones mejor conocidas son las infecciones de las
quemaduras. La colonizacion de una quemadura, seguida de un
dafo vascular localizado, necrosis tisular y finalmente
bacteriemia, es frecuente en los pacientes con quemaduras
graves. La superficie hiimeda de la quemadura y la falta de
respuesta de los neutrofilos a la invasion tisular predisponen a

los pacientes a adquirir estas infecciones (2).
Infecciones del aparato urinario

La infeccidon del aparato urinario aparece principalmente en los

pacientes con sondas urinarias de larga duracion (2).
Infecciones del oido

Con frecuencia, la otitis externa se debe a la infeccion por P.
aureginosa, siendo la natacion un importante factor de riesgo

(oido de nadador). Se asocia también a la otitis media créonica

(2).
Infecciones oculares

Las infecciones oculares tienen lugar con posterioridad a un
traumatismo inicial en la cérnea y la posterior exposicion a P.
aureginosa en el agua contaminada. Se producen ulceras
corneales que pueden progresar a una enfermedad con riesgo
de pérdida del ojo a no ser que se instaure un tratamiento

precoz (2).
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Bacteriemia y endocarditis

La bacteriemia por P. aureginosa es clinicamente indistinguible
de la que producen otras bacterias gram negativas. Sin embargo,
la tasa de mortalidad de los pacientes afectados es mayor
debido a lo siguiente: 1) la predileccion de este microorganismo
por los pacientes inmunodeprimidos, y 2) la virulencia

inherente de Pseudomonas aureginosa (2).
Diagnostico de laboratorio
Microscopia

La observacion de bacilos gramnegativos delgados dispuestos
sueltos o formando parejas sugiere Pseudomonas aunque no es

patognomonica (5).
Cultivo

Dado que Pseudomonas tiene exigencias nutricionales muy
sencillas, es facil recuperar esta bacteria en medios de
aislamiento frecuentes, como agar sangre o agar MacConkey.

Necesitan incubacion aerobia (5).

La morfologia de las colonias y los resultados de una seleccién
de pruebas bioquimicas rdpidas bastan para la identificacion
preliminar de las cepas. P. aureginosa crece rapidamente y forma
colonias planas con bordes que se van extendiendo, B-hemolisis,
una pigmentacion verde relacionada con la producciéon de los
pigmentos azul y amarillo verdoso y un olor dulce caracteristico

semejante al de las uvas (2).
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Tratamiento, prevencion y control

El tratamiento antimicrobiano de las infecciones por
Pseudomonas es frustrante, debido a los siguientes motivos: 1) las
bacterias suelen presentar resistencia a la mayoria de los
antibioticos, y 2) el paciente infectado, con las defensas alteradas
es incapaz de potenciar la actividad antibidtica (2). Se necesita
generalmente una combinacion de antibidticos activos para el

éxito en el tratamiento de los pacientes con infecciones graves

9).

3.1.6.3. Escherichia coli
Es el miembro mas frecuente e importante del género
Escherichia. Este microorganismo se asocia a multiples
enfermedades, incluida la gastroenteritis e infecciones extra
intestinales, como las infecciones del tracto urinario -ITU-,
meningitis y sepsis. Multitud de cepas son capaces de producir
enfermedad y algunos serotipos se asocian a una mayor
virulencia (p. ej. E. Coli 0157 es la causa mas frecuente de colitis

hemorragica) (2).
Epidemiologia

En el tubo digestivo existen grandes cantidades de E. coli.
Aunque estos microorganismos pueden comportarse como
patdgenos oportunistas cuando los intestinos se perforan y las
bacterias acceden a la cavidad peritoneal, la mayor parte de E.
coli que causan enfermedad digestiva y extra intestinal lo hacen
porque han adquirido factores de virulencia secundarios
codificados en plasmidos, islotes de patogenicidad o en ADN de
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bacteriofagos. La eficacia de E. coli como patdgeno se ilustra por
el hecho de que estas bacterias son: 1) los bacilos gramnegativos
que con mas frecuencia se aislan de pacientes con sepsis; 2)
responsables de mas del 80% de las ITU adquiridas en la
comunidad y del mismo numero de las infecciones
hospitalarias, y 3) una causa destacada de gastroenteritis en los
paises en vias de desarrollo. La mayor parte de las infecciones
son enddgenas, de forma que E. coli de la propia flora
microbiana normal del paciente consigue ocasionar infeccion

cuando sus defensas se alteran (2, 5).
Enfermedades Clinicas
Gastroenteritis

Las cepas de E. coli que provocan gastroenteritis se subdividen
en los «cinco principales grupos siguientes E. coli:
enteropatogena, enterotoxigena, enterohemorragica,
enteroinvasiva y enteroagregativa. Los tres primeros grupos
ocasionan principalmente una diarrea secretora que afecta al
intestino, mientras que los dos ultimos afectan sobre todo al

intestino grueso (5).
E. coli enterotoxigena

La enfermedad causada por E. coli enterotoxigena se produce
principalmente en los paises en vias de desarrollo (se calculan
unos 650 millones de casos anuales), aunque se estiman unos
80,000 casos cada afio en viajeros procedentes de EE.UU. y la

enfermedad es endémica en las poblaciones nativas americanas.
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Las infecciones son mas frecuentes en ninos pequenos de paises
en vias de desarrollo o en viajeros a estas regiones. El inoculo de
la enfermedad es alto, de forma que las infecciones se adquieren
fundamentalmente por el consumo de aguas o alimentos
contaminados por heces. La transmision persona a persona es
imposible. La diarrea secretora causada se produce tras un
periodo de incubacion de 1-2 dias y persiste durante un
promedio de 3-5 dias. Los sintomas (diarrea acuosa con dolores
tipo colico abdominal, siendo menos frecuentes las nduseas y los
vomitos) se parecen a los descritos en el colera, aunque suelen
ser mas leves, especialmente en adultos. No se observan
cambios histologicos ni inflamacion en la mucosa intestinal (2,

5).

Sintetiza dos clases de enterotoxinas: toxinas termolabiles (LT-1,
LT-II) y toxinas termoestables (STa y STb). Mientras que la LT-
II no se asocia a enfermedad en el ser humano, LT-I es funcional
y estructuralmente semejante a la toxina del colera y se asocia a
enfermedad en el ser humano. Esta toxina estd formada por una
subunidad A y por cinco subunidades B idénticas. La
subunidades B se unen al mismo receptor que la toxina del
cOlera, asi como a otras glicoproteinas de superficie en las

células epiteliales del intestino delgado (2).

Después de la endocitosis, la subunidad A de LT-I se transloca
por la membrana de la vacuola. La subunidad A tiene actividad
difosfato de adenosina-ribosiltransferasa e interacciona con una
proteina de membrana que regula la adenil ciclasa. El resultado

neto es el aumento de las concentraciones de monofosfato de
29



adenosina ciclico (AMPc) con un incremento de la secrecién de
cloro y disminucion de la absorcion de cloro y de sodio, que se
manifiestan con diarrea acuosa. La exposicion a la toxina
estimula también la secrecion de prostaglandinas y la
produccion de citocinas inflamatorias, lo que da lugar a una

mayor pérdida de liquidos (2).

STa, se asocia a la enfermedad en el ser humano, es una toxina
pequefia y monomérica que se une al receptor transmembrana
de la guanilto ciclasa, lo que provoca un aumento de las
concentraciones de guanosina monofosfato ciclico (GMPc) y la
posterior hipersecrecidon de liquidos. Los genes de LT.I y STa se
encuentran en un plasmido transferible, que puede portar
también los genes de las adhesinas (CFA/I, CFA/II, CFAIII). Los
factores de colonizacién son fimbrias que reconocen unos
receptores glucoproteicos especificos de la célula anfitriona. La
aparicion de enfermedad requiere la actuacion de la toxina y los
factores de colonizacion. La enfermedad causada por la toxina
termoestable es indistinguible de la asociada a la toxina

termolabil (2).

3.1.6.4. Staphylococcus aureus
Los cocos grampositivos son un grupo heterogéneo de bacterias.
Las caracteristicas que tienen en comun son su forma esférica,
su reaccion a la tincién de Gram y la ausencia de endoesporas.
La presencia o ausencia de actividad catalasa es una prueba
sencilla que se utiliza para subdividirlas en varios géneros. Las
catalasas son enzimas que catabolizan perdxido de hidrogeno en

agua y oxigeno gaseoso. Cuando se pone en contacto una gota
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de soluciéon de peroxido de hidrogeno con una colonia
productora de catalasa, aparecen burbujas a medida que se

forma oxigeno gaseoso (2, 5).

El nombre del género Staphylococcus se refiere a que las células
de estos cocos se desarrollan en un patron que recuerda a un
racimo de uvas; sin embargo, los microorganismos presentes en
muestras clinicas aparecen como células aisladas, en pares o en
cadenas cortas. La mayor parte de los estafilococos tiene un
didmetro de entre 0,5 y 1 um y son anaerobios facultativos
inmodviles capaces de crecer en un medio con una elevada
concentracion de sal y a temperaturas de 18-40 °C, estas
bacterias estdn presentes en la piel y las mucosas del ser

humano (2, 5).

Las especies que se asocian con mayor frecuencia a enfermedad
en el ser humano son S. aureus. Las colonias de S. aureus son
doradas como consecuencia de los pigmentos carotenoides que
se forman durante su crecimiento y que le dan el nombre a la
especie. Es la tnica especie presente en las personas que

produce la enzima coagulasa (2, 5).
Fisiologia y estructura
Capsula y capa de polisacarido

La capa mas externa de la pared celular estafilocécica se puede
recubrir de una capsula de polisacdrido. Se han identificado
once serotipos capsulares de S. aureus. Los serotipos 1 y 2 se

asocian a capsulas muy gruesas y colonias de aspecto mucoide,
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pero es raro que produzcan enfermedad en las personas. Por el
contrario, los serotipos 5 y 7 son responsables de la mayor parte
de las infecciones humanas. La capsula protege a las bacterias al
inhibir la fagocitosis de estos microorganismos. La mayor parte
de los estafilococos producen una biopelicula hidrosoluble laxa
(capa de polisacarido extracelular) formada por monosacaridos,
proteinas y pequenos péptidos en una cantidad que depende de
factores genéticos y de las condiciones de crecimiento. Esta
sustancia extracelular une las bacterias a tejidos y cuerpos
extrafios, como catéteres, injertos, protesis valvulares vy

articulares (2).
Peptidoglucano y enzimas asociadas

El peptidoglucano representa la mitad de la pared celular en
peso, caracteristica que comparten todas las bacterias gram
positivas. El peptidoglucano estd formado por capas de cadenas
de glucanos construidas con 10 o 12 subunidades alternantes de
acido N-acetilmurdamico y N- acetilgluocosamina. Las cadenas
laterales de oligopeptidos estdn unidas a las subunidades de
acido N-acetilmuramico y se entrecruzan por medio de puentes
peptidicos. La capa de Peptidoglucano se compone de
numerosas capas entrecruzadas, lo que confiere una mayor
rigidez a la pared celular. Las enzimas que catalizan la
construcciéon de la capa de peptidoglucano se llaman proteinas
ligadoras de penicilina y son dianas para antibioticos

betalactamicos (2).
Acidos teicoicos
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Constituyen un componente de la pared celular, en el que
representan entre un 30% y un 50% de su peso seco. Los acidos
teicoicos son polimeros fosfatados especificos de especie que se
unen de manera covalente a residuos de acido N-
acetilmuramico de la capa de Peptidoglucano o a través de una
union lipofilica a la membrana citoplasmica (acidos

lipoteicoicos) (2).
Proteina A

La superficie de la mayoria de las cepas de S. aureus esta
recubierta de proteina A. esta proteina se une a la capa de
peptidoglucano o a la membrana citopldsmica y tiene afinidad
de unioén especial el receptor Fc de las inmunoglobulinas IgG1,
IgG2, IgG4. La deteccion de la proteina A puede utilizarse en

pruebas de identificacion especificas de S. aureus (2).
Coagulasa

La superficie externa de la mayoria de las cepas de S. aureus
contiene un factor de agregacion. Esta proteina constituye un
destacado factor de virulencia. Se une al fibrindgeno y lo
convierte en fibrina insoluble, lo que hace que los estafilococos
se agreguen o formen grupos. La detecciéon de esta proteina

constituye la prueba de identificacion principal de S. aureus (2).
Epidemiologia

Los estafilococos son ubicuos y sensibles a las temperaturas
elevadas, asi como a los desinfectantes y las soluciones

antisépticas, pueden sobrevivir en las superficies secas durante
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periodos de tiempo prolongados. Estas bacterias se pueden
transferir a una persona vulnerable por contacto directo o a

través de fomites (5).
Enfermedades clinicas

S. aureus causa enfermedad mediante la produccion de toxina o
a través de la invasion directa y la destruccion del tejido. Las
manifestaciones  clinicas de  algunas  enfermedades
estafilococicas se deben casi exclusivamente a la actividad de la
toxina, mientras que otras afecciones son consecuencia de la
proliferacion de los microorganismos, la cual da lugar a la
formacion de abscesos y la destruccion tisular. La produccion de
enfermedad en presencia de un cuerpo extrafio requiere un

numero significativamente menor de estafilococos (2, 5).
Sindrome de piel escaldada por estafilococos

Se caracteriza por el inicio brusco de un eritema peribucal
localizado que se extiende por todo el organismo a lo lago de los
2 dias siguientes. Una ligera presion desprende la piel (signo de
Nikolsky positivo), y poco después se forman grandes ampollas
o vesiculas cutdneas que se siguen de descamacion epitelial. Las
ampollas contienen un liquido claro, pero no microorganismos

ni leucocitos (2).
Impétigo ampolloso

Es una forma localizada de sindrome de piel escaldada por
estafilococos. Las cepas especificas de S. aureus productoras de

toxina se asocian a la formacién de ampollas cutaneas
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superficiales. Los pacientes aquejados de impétigo ampolloso
muestran ampollas localizadas que arrojan resultados positivos
en los cultivos. El eritema no se extiende mas alla de los limites
de la ampolla y no estd presente el signo de Nikolsky. La
enfermedad se da principalmente en lactantes y nifios pequefios

y se transmite con facilidad (2).
Intoxicacion alimentaria por estafilococos

Una de las enfermedades mas frecuentes transmitidas por los
alimentos representa una intoxicacién en mayor medida que
una infeccion. La enfermedad se debe a la accion de una toxina
bacteriana presente en los alimentos mas que al efecto directo
del microorganismo en el paciente. Los alimentos que se
contaminan con mayor frecuencia son las carnes elaboradas,
como el jamon y el cerdo curados con sal, los bollos rellenos de

crema, la ensalada de patatas y los helados (2).
Sindrome del shock toxico

Esta enfermedad se inicia con el crecimiento localizado de cepas
de S. aureus productoras de la toxina en la vagina o herida,
seguida de la liberacion de la toxina en la sangre. Las
manifestaciones clinicas aparecen de forma brusca y consisten
en fiebre, hipotension y exantema eritematoso macular difuso.
Se observa una afectacion multiorganica (nervioso central,
digestivo, hematologico, hepatico, muscular y renal) y toda la

piel se descama, incluyendo las palmas y las plantas (2, 5).

Infecciones cutaneas
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Dentro de las infecciones estafilocdcicas pidgenas localizadas

figuran el impétigo, la foliculitis, los foranculos y el carbunco

).
Bacteriemia

Es una causa frecuente de bacteriemia. Aunque las bacteriemias
producidas por la mayor parte de los microorganismos tienen
su origen en un foco identificable de infecciéon, como una
infecciéon pulmonar, del aparato genitourinario o el aparato
digestivo, no se conocen los focos iniciales de la infeccion en

aproximadamente un tercio de los pacientes afectados (2).
Endocarditis

Endocarditis aguda producida por S. aureus constituye una
enfermedad grave con una tasa de mortalidad de
aproximadamente el 50%. Aunque los pacientes aquejados de
endocarditis por S. aureus  pueden mostrar inicialmente
sintomas inespecificos de tipo gripal, su situacién se puede
deteriorar rapidamente con alteracion del gasto cardiaco e

indicios de embolizaciones sépticas periféricas (2).

Otras de las enfermedades que puede causar son neumonia,

empiema, osteomielitis y artritis séptica (2).
Diagnostico de laboratorio
Microscopia

Los estafilococos son cocos gram positivos que forman racimos

cuando crecen en un medio de agar, pero que generalmente se
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observan en las muestras clinicas en forma de células tUnicas o

en pequenos grupos de microorganismos (2).
Cultivo

Las muestras clinicas se deben inocular en medios de agar
enriquecidas complementados con sangre de carnero. Los
estafilococos crecen rapidamente en los medios no selectivos
tanto aerobia como anaerobiamente, y se pueden apreciar
colonias lisas de gran tamano en el plazo de 24 horas. Las
colonias de S. aureus adquieren gradualmente una coloraciéon
dorada, en especial cuando los cultivos se incuban a
temperatura ambiente. Casi todas las cepas de S. aureus y
algunas cepas de estafilococos coagulasa- negativos producen
hemolisis en el agar sangre de carnero. La hemolisis se debe
sobre todo a citotoxinas, fundamentalmente la toxina alfa.
Cuando la muestra contiene una mezcla de varios
microorganismos, se puede aislar de forma selectiva S. aureus en
un agar manitol- sal complementado con cloruro sédico al 7,5

% y de manitol (2, 5).
3.1.7. Antibioticos convencionales utilizados:

3.1.7.1 Ciprofloxacina
Es una quinolona, derivada del acido nalidixico, el cual se
obtuvo en forma de producto intermedio de la sintesis de la

cloroquina (9).

Los antibidticos de tipo quinolona se dirigen hacia la girasa de

ADN vy a la topoisomerasa IV bacterianas. Para muchas
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bacterias como S. aureus, la topoisomerasa IV es la actividad
primaria inhibida por las quinolonas. En cambio para muchas
bacterias gramnegativas como E. coli, la girasa de ADN es el
blanco primario de la quinolona. Las cadenas individuales de la
doble hélice del ADN deben de estar separadas para que haya
replica o transcripcion del acido ribonucleico. Sin embargo, todo
lo que los separe ocasiona un “desenrollado” o un
“superenrollado” positivo excesivo del ADN, ante el punto de la
separacion. Para eliminar este obstdculo mecanico, la enzima
bacteriana girasa de ADN es la encargada de la introduccion
continua de “superespiras” negativas en el ADN; se trata de una
reaccion que depende del trifosfato de adenosina (ATP) y
requiere el corte de ambos cordones de ADN para que pase el
segmento de este a través del espacio asi creado; una vez

terminado el paso, se sellan de nuevo las espiras de los cordones

).

La girasa de ADN de E. coli estda compuesta de dos unidades A
de 105 000 daltones y otras dos subunidades (3 de 95 000
daltones codificadas por los genes gyrA y gyrB,
respectivamente. Las subunidades A que se transportan la
funciéon de “recorte del cordon” de la girasa son el sitio de
accion de las quinolonas. Los farmacos inhiben el
“superenrollamiento” de ADN mediado por la girasa en
concentraciones que guardan relacion evidente con las
necesarias para inhibir la proliferacion bacteriana (0.1 a
10pg/ml). Las mutaciones del gen que codifica el polipéptido de

la subunidad A confieren resistencia a dichos medicamentos (9).
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3.1.7.2. Vancomicina
Es un glucopéptido triciclico complejo e infrecuente; producido
por Steptococcus orientalis. Es activa fundamentalmente contra
bacterias gram positivas, se considera que las cepas son
sensibles a una concentracion inhibitoria minima menor o igual
a 4 ug/ml. S. aureus y staphylococcus epidermidis, incluso cepas
resistentes a la meticilina, suelen inhibirse con cifras de 1 a 4
ug/ml. Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae 'y

Streptococcus viridans son muy sensibles a la vancomicina (9).
Mecanismo de accion

La vancomicina inhibe la sintesis de la pared celular en bacterias
sensibles al unirse con las terminaciones D-alanil-D-alanina de
alta afinidad de las unidades precursoras parietales. El farmaco

posee efecto bactericida en microorganismos en fase de division

).

S. aureus y el estafilococo coagulasa negativo expresan en
ocasiones una sensibilidad reducida o intermedia a la
vancomicina o bien una gran resistencia. La resistencia
intermedia se acompana de un fenotipo heterogéneo donde una
pequena proporcion de las células de la poblaciéon (1 en 10° a
len 10°) crece en presencia de wuna concentracion de
vancomicina mayor de 4ug/ml. Todavia no se conoce bien la
base genética y bioquimica del fenotipo intermedio. Las cepas
intermedias producen una pared celular anormalmente gruesa y
la resistencia quizd se debe a objetivos falsos para la

vancomicina. Participan varios elementos genéticos y
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mutaciones multiples y muchos de los genes que han sido
implicados codifican enzimas de la via biosintética de la pared

celular (9).

La primera cepa de S. aureus altamente resistente a la
vancomicina se aislé6 por primera vez en junio de 2002. Esta
cepa, al igual que otras que han sido aisladas posteriormente,
albergan un plasmido de conjugacién en el que se integrd el
transposon Van A, por efecto de una transferencia genética
horizontal entre especies proveniente de Enterococcus faecalis a

una cepa resistente a la meticilina de S. aureus (9).

3.1.7.3. Amoxicilina / Clavulanato
Las aminopenicilinas son bactericidas contra grampositivos y
gramnegativos. Los meningococos y Listeria Monocitogenes son
sensibles al farmaco. Conviene considerar resistentes a la
amoxicilina a las cepas penicilino resistentes, Haemophilus
influenzae y el grupo viridans de estreptococos muestran grados
variables de resistencia. Casi todas las cepas de Neisseria
gonorrhoeae, E. coli, Proteus mirabilis, Salmonella y Shigella eran
altamente sensibles cuando se utiliz6 por primera vez la
ampicilina en el comienzo del decenio de 1960, pero ahora un
porcentaje creciente de dichas especies es resistente. Casi todas
las cepas de Pseudomonas, Klebsiella, Serratia, Acinetobacter y
Proteus indolpositivo son resistentes a este grupo de penicilinas;
dichos antibidticos son menos activos contra Bacteroides fragilis
que la penicilina G. Sin embargo, la administracion conjunta de
un inhibidor de la lactamasa 3, como acido clavulanico, amplia

el espectro de actividad de estos farmacos (9).
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Algunas moléculas inactivan a la B lactamasa, impidiendo la
destruccion de los antibioticos lactdmicos {3, sustratos para estas
enzimas. Los inhibidores de la lactamasa  son mas activos
contra las lactamasas 3 codificadas en el plasmido (incluso las
enzimas que hidrolizan a la ceftazidima y cefotaxima), pero son
inactivas a la concentracion clinica habitual contra las
lactamasas 3 cromosdmicas de tipo I inducidas en los bacilos
gramnegativos por el tratamiento con cefalosporinas de

segunda y tercera generaciones (9).

El &cido clavuldnico es producido por Steptomyces clavuligerus,
tiene muy poca actividad antimicrobiana intrinseca, pero es un
inhibidor “suicida” (ligador irreversible) de lactamasas 3
producidas por muy diversos microorganismos gram positivos
y gram negativos. El 4cido clavuldnico se absorbe
adecuadamente por via oral y también puede aplicarse por via
parenteral. Se le ha combinado con la amoxicilina en un

preparado oral (9).

La combinacién de amoxicilina y clavulanato resulta eficaz in
vitro e in vivo contra cepas de estafilococos productoras de
lactamasa B, H. influenzae, gonococos y E. coli. En tiempos
recientes se ha mostrado que la amocicilina/clavulanato mas
ciprofloxacina constituye un tratamiento eficaz por via oral para
pacientes febriles de bajo riesgo con neutropenia por

quimioterapia contra cancer (9).
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3.1.7.4. Oxacilina
Es una penicilina semi sintética, catalogada como una
isoxazolilpenicilina. Mantiene la estructura basica de toda
peniclina, un anillo de tiazolidina y un anillo lactdmico f3,
conectado a un grupo azol. Al igual que otras penicilinas, su
mecanismo de accion es la inhibicidén de la sintesis de la pared
bacteriana a través de las proteinas fijadoras de penicilina para

inhibir el puente D-alanil D-alanina (9).

La oxacilina se absorbe bien en administracién oral, es estable
en un medio acido y es muy resistente a la degradacion por
penicilinasa. Por esta razon estd indicado para tratar cepas
resistentes a meticilina de S. aureus. Como las otras
isoxazolilpenicilinas, inhibe de forma potente la proliferacion de
casi todos los estafilococos productores de penicilinasa, lo cual

es precisamente su aplicacion clinica valida (9).

3.1.7.5. Meticilina
Es un antibidtico $ lactdmico semi sintético de espectro
limitado del grupo de las penicilinas. Fue desarrollado en el afio
1959 por la compafiia Beecham para tratar infecciones
producidas por cepas productoras de beta lactamasa. No se
puede administrar por via oral, solo por via parenteral. Su
mecanismo de accion es el mismo que el de otros beta
lactamicos, inhibe la sintesis de la pared bacteriana. Su a
descontinuado su uso clinico debido a que tenia una incidencia
alta de nefritis intersticial, un efecto secundario poco frecuente

de otras penicilinas (9).
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Hoy en dia solo se utiliza en laboratorios clinicos durante la
realizacion de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
debido a que una cepa resistente a meticilina, es resistente a
otras pencicilinas “resistentes a la beta lactamasa”. Razon por la
que persiste el término “Staphylococcus aureus meticilino

resistente” (SARM o MRSA) (9).

3.1.7.6. Claritromicina
Es un macrdlido semi sintético desarrollado a partir de la
eritromicina (producida por el hongo Streptomyces erythreus).
Los macroélidos llevan dicho nombre porque contienen un anillo
de lactona multilatero de 14 miembros. Es un antibiotico
bacteriostatico que inhibe la sintesis de proteinas bacterianas al
unirse de manera reversible a las subunidades ribosomicas 508,
de modo que inhiben el paso de la translocacién en el que una
molécula nueva de petidilo ARNt se desplaza del sitio aceptor
del ribosoma al sitio donador del peptidilo. La claritromicina se
comercializa combinada con lansoprazol y amoxicilina para

tratamiento de H. Pylori (9).

La resistencia a macrolidos se puede dar por uno de cuatro

probables mecanismos:

1. Emisién del farmaco por medio de un mecanismo de bomba

activa.

2. Proteccion ribosémica por la produccién inducible o
constitutiva de metilasas que modifican el objetivo

ribosémico y reducen el enlace del farmaco.
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3. Hidrolisis del macrolido por medio de la produccion de

esterasas.

4. Mutaciones cromosdmicas que alteran alguna de Ilas

proteinas de la subunidad 50S.

©)-
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4. METODOS

4.1. Tipo y diseno de la investigacion:

4.2

4.3

Estudio descriptivo de la actividad antibacteriana del extracto supercritico de
ajo (Allium sativum L.), chichipin (Hamelia patens Jacq), orégano (Lippia
graveolens Kunth) y té de limon (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) sobre el
crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Escherechia Coli

y Pseudomonas aureginosa.

Unidad de analisis

421 Unidad Primaria de muestreo: Extracto supercritico de ajo (Allium
sativum L.), chichipin (Hamelia patens Jacq), orégano (Lippia
graveolens Kunth) y té de limon (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf).

4.2.2 Unidad de anadlisis: Registro de los distintos didmetros de los halos
inhibitorios en los cultivos medidos en milimetros y su porcentaje
de efecto inhibitorio.

4.2.3 Unidad de informacion: Antibiogramas realizados por medio del
método de Bauer-Kirby en cultivos de cepas ATCC de Staphylococcus
aureus, Escherechia coli, Pseudomonas aureginosa y cepas aisladas de

muestras clinicas de Helicobacter pylori.

Poblacion y Muestra:

4.3.1 Poblacion o universo: Bacterias Gram positivas y Gram negativas.

4.3.2 Marco muestral: Cepario del Laboratorio Clinico del Centro de
Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la
USAC.

4.3.3 Muestra: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherechia coli ATCC
25922, Pseudomonas aureginosa ATCC 27853 Y Helicobacter pylori

proveniente de aislados clinicos.
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4.4

4.5

Objeto de estudio:
Extractos supercriticos de ajo, chichipin, orégano y té de limon.
Enfoque o disefio de la investigacion:

Estudio descriptivo longitudinal.
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4.7

Técnicas, procesos e instrumentos utilizados en la recoleccion de datos:

4.7.1 Técnicas de recoleccion de datos:

Se realizaron las pruebas de actividad antimicrobiana de los

extractos por medio del Método Bauer-Kirby de difusion en agar.
4.7.2 Procesos:

4.7.2.1. Proceso de seleccion de vegetales:

Para seleccionar las distintas plantas que se incluyen en el
estudio, se revisaron publicaciones de la Facultad de Ciencias
Médicas y de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, asi como el
Vademécum Nacional de Plantas Medicinales y algunas otras
publicaciones nacionales e internacionales (1,13 - 20, 25, 33, 34).
Se tomd en cuenta especies vegetales las cuales han presentado
actividad antimicrobiana, aunque, cabe destacar que se
utilizaron otros tipos de extractos distintos al proceso

supercritico en dichas publicaciones.

Los vegetales utilizados fueron obtenidos en los distintos
puntos donde se producen en nuestro pais: el ajo proviene de
Chiantla, Huehuetenango, el chichipin de San Juan Ermita,
Chiquimula, el orégano de Teculutdn, Zacapa y por ultimo el té
de limon de Coban, Alta Verapaz. Luego se llevaron a la Escuela
de Biologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de
la Universidad de San Carlos de Guatemala para ser
identificadas taxonomicamente. Por ultimo los extractos

supercriticos fueron proporcionados por el Laboratorio
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Ambiental del Centro Universitario de Oriente (CUNORI) de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.

4.7.2.2. Proceso de seleccion de bacterias:

4.7.2.3.

Las bacterias utilizadas son del cepario de Laboratorio Clinico
del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de
Ciencias Médicas de la USAC. Estas cepas son Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherechia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aureginosa ATCC 27853 Y Helicobacter pylori proveniente de

aislados clinicos.

Proceso de extraccion supercritica:

Los extractos vegetales fueron proporcionados por el
Laboratorio Ambiental del CUNORI, los cuales fueron
fabricados por el método de extraccion supercritica, utilizando
CO:2 como fluido supercritico solvatante y etanol al 95% como
cosolvente. Proporcionando un extracto vegetal en etanol. Para
el Chichipin, el orégano y té de limon, se utilizd tinicamente las
hojas, para el ajo los bulbos. Se molieron 2 libras de la parte de
la planta a utilizada y se coloco en la celda, se agrega 2 litros de
etanol al 95% y se cerrd la cdmara. Acto seguido, se agrego el
CO: hasta alcanzar la presion supercritica de 8,963kPa, mientras
se procedid a calentar el sistema a 45°C. Pasada una hora. Se
recolectd el extracto en una probeta, obteniéndose un litro de
extracto y luego, para asegurar su esterilidad, se filtrd, bajo
condiciones estériles; en una campana de flujo laminar,
utilizando guantes estériles, cofia, mascarilla y material estéril.

Dicho filtrado se realizd con un filtro estéril de Nylon de 45
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micras y se almaceno el extracto filtrado en un tubo de vacio

estéril de vidrio marca Vacutainer.

4.7.2.4.Método de impregnacion de extracto supercritico en papel
filtro.
Se utilizoé antibidticos convencionales como controles negativos
y positivos, dichos antibidticos estan impregnados en discos de
papel filtro de 6 milimetros. Por lo que se fabricaron discos de
papel filtro utilizando un sacabocados de 6 mm de didmetro
marca Korff Honsberg, dichos discos fueron esterilizados en
autoclave. Luego, bajo condiciones estériles se impregnaron los
distintos extractos supercriticos; se utilizo jeringas desechables
estériles de 3 mililitros, con jeringas calibre 22G de 30
milimetros de largo marca Nipro. El volumen depositado sobre
el disco para impregnarlo es de una gota. Antes de colocar los
discos en el agar, se secaron en una incubadora a 37 °C por 20

minutos.

Para cuantificar el peso exacto de la gota de cada extracto
supercritico, se pes6 un disco de papel filtro no impregnado en
una balanza analitica marca Radwag modelo AS 220, luego se
pes6 el mismo disco pero ya impregnado con una gota de
extracto, de modo que se obtuvo por medio de una substraccidn,
el peso de la gota. Debido a que los discos se secaron antes de
utilizarlos, se procedio a secar el disco de la forma ya descrita

para luego pesarlo seco. De tal manera se obtiene el peso de
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extraco seco impregnado. El proceso se realiza para cada
extracto supercritico.
4.7.2.5.Método para evaluar actividad antimicrobiana
4.7.2.5.1. Prueba de difusion en agar para Staphylococcus aureus,
Escherechia coli, y Pesudomonas aureginosa:
La actividad antimicrobiana se evalu6 por medio de
antibiogramas utilizando el método de Bauer-Kirby en agar
Mueller-Hinton (27, 35). El procedimiento fue:

1. Se tomo 4 o 5 colonias de igual morfologia de cada cultivo
original.

2. Seinoculo un tubo con 4ml de caldo tripticasa soya.

3. Se incubo por 15 minutos hasta alcanzar una turbidez
estandar 0.5 de McFarland.

4. Del caldo, se empapo un hisopo estéril, con el cual se
sembro la caja de Petri con agar en sentido horizontal,
vertical y diagonal, para cada especie bacteriana se
sembraron cuatro cajas de Petri.

5. Se dejo secar por 3 a 5 minutos y luego se colocaron los
discos de papel filtro, los cuales fueron previamente
impregnados con los distintos extractos.

6. Se colocaron 7 discos de papel filtro de 6mm en total, tres en
una caja de Petri y cuatro en la otra

a. Los controles positivos fueron: para S. aureus, vancomicina,
para E. coli y para P. aureginosa, ciprofloxacina.

b. Los controles negativos fueron: para S. aureus, meticilina,

para E. colii oxacilina y para P. aureginosa,
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amoxicilina/clavulanato. Ademas se utiliz6 como control
negativo adicional discos impregnados con solucion salina.
Los discos impregnados de extracto supercritico fueron
numerados ast:
Orégano “1”, Chichipin “2”, Té de limén “3” y Ajo “4”.

Se cultivd por 24 horas a 36°C y luego se midieron los
didmetros de halos de inhibicion.

El porcentaje inhibitorio de cada extracto se evaluo
mediante la formula propuesta por Martinez y

colaboradores (31, 32, 33, 34):

% Efecto Inhibitorio= Didametro del Halo inhibitorio del extracto en mm x 100

Didmetro del Halo inhibitorio del control positivo en mm

4.7.2.5.2. Prueba de difusion en Agar para Helicobacter pylori:

1.

Se prepararon 8 cajas de Petri con agar sangre de carnero al
7%.

Se tomaron colonias de un cultivo de H. pylori y se
inocularon en un tubo de ensayo con 1 ml de solucion salina
estéril hasta que alcanzo la turbidez de 0.5 de McFarland.
De la solucion se empap6 un hisopo estéril, con el cual se
siembro una caja de Petri en 3 direcciones (horizontal,
vertical y diagonal), el proceso se repitio 8 veces hasta que
se hallaron sembradas 8 cajas de Petri.

Se dejo secar por 5 minutos y luego se colocaron los discos

de papel filtro previamente impregnados con los extractos,
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asi como los discos control. Los discos fueron colocados de
la siguiente manera:
a) Las 8 cajas de Petri se dividieron en 4 subgrupos, cada caja
de cada subgrupo se rotulé como ay b.
b) Enlas cajas “a” se colocd tres discos:
¢ El disco impregnado con Orégano, rotulado como “1”.
e El disco impregnado con Chichipin, rotulado como “2”.
e El disco impregnado con Té de limon, rotulado como “3”
c) Enlas cajas “b” se colocd otros 3 discos:
¢ El disco impregnado con Ajo, rotulado como “4”.
¢ El control positivo; claritromicina.
e Los controles negativos, amoxicilina/clavulanato y soluciéon
salina.
5. Se cultivd por 72 horas a 37°C y luego se midieron los halos
de inhibicion con regla milimétrica.
6. El porcentaje inhibitorio de cada extracto se evalud

mediante la formula propuesta por Martinez vy

colaboradores (31, 32, 33, 34):

% Efecto Inhibitorio= Didametro del Halo inhibitorio del extracto en mm x 100

Didmetro del Halo inhibitorio de claritromicina en mm

7. Sila bacteria resulta resistente al control positivo, la formula
anterior no es aplicable debido a que no es
matematicamente posible hacer divisiones por cero, sin
embargo se tomo de referencia el halo inhibitorio reportado

en las tablas de la NCLS de claritromicina para H. pylori.
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4.7.2.5.3. Controles positivos y negativos
Todos los controles son marca HIMEDIA, en disco de papel
filtro de 6mm de diametro, variando unicamente el
antibidtico y la concentracion del mismo:
Para Staphylococcus aureus el control positivo utilizado fue
Vancomicina a una concentracion de 30 pg, el control
negativo fue Meticilina a una concentracion de 5 ug.
Para Escherechia coli el control positivo usado fue
Ciprofloxacina a una concentraciéon de 5 pg, el control
negativo fu Oxacilina a una concentracion de 1 pg.
Para Pseudomonas aureginosa el control positivo utilizado fue
Ciprofloxacina a una concentracién de 5 pg y el control
negativo fue Amoxicilina/Clavulanato a una concentracion
de 30 pg.
Para Helicobacter pylori el control positivo utilizado fue
Claritromicina a una concentracion de 15 ug, el control
negativo fue Amoxicilina/Clavulanato a una concentracion
de 30 pg.

4.7.2.Instrumentos

Los investigadores tomaron nota de los halos de inhibiciéon y de los

porcentajes de efecto inhibitorio utilizando la tabla de recoleccién de

datos que se muestra en los anexos.

4.8. Procesamiento de datos

4.8.1 Procesamiento:
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La informacion obtenida en la tabla de recoleccion de datos fue
evaluada por los investigadores para establecer si los distintos
extractos presentaron caracteristicas antibioticas.
4.8.1. Analisis

Una vez completa la tabla de recoleccion de datos se procedio
verificar los tamanos de los halos de inhibicion, se consider6 que si
hay halo de inhibicion, el extracto tiene actividad bactericida. Sin
embargo para comparar su efectividad versus la efectividad de un
antibidtico estandar, se calculd su porcentaje de efecto inhibitorio,
de manera que se pueda comparar facilmente si su actividad es
menor, similar o mayor a la del antibiotico utilizado. Posteriormente
se utilizo estadistica descriptiva para su interpretacion.

4.8.2. Hipotesis de trabajo

Hi: Al menos uno de los extractos supercriticos de ajo, chichipin,

orégano y té de limdn, presenta actividad antibacteriana.

Ho: Ninguno de los extractos supercriticos de ajo, chichipin, orégano y

té de limdn presenta actividad antibacteriana.

4.9. Limites de la investigacion:
4.9.1. Alcances
Se investigo si los extractos supercriticos de ajo, chichipin, orégano y
té de limon presentan actividad antibacteriana, la cual se evalu6 in
vitro en las siguientes bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherechia coli ATCC 25922, Pseudomonas aureginosa ATCC 27853 Y

Helicobacter pylori proveniente de aislados clinicos. Todas del cepario
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4.10.

4.11.

4.11.1.

4.11.2.

del Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas de
la Facultad de Ciencias Médicas de la USAC.

4.9.2. Limites
Las bacterias utilizadas son Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori,
Escherechia coli y Pseudomonas aureginosa, por lo que, aunque se
demuestre actividad antibacteriana contra ellas, no se puede aseverar
con absoluta certeza que los extractos presenten actividad contra
otras especies bacterianas. Ademas, con respecto al Helicobacter pylori,
al ser cepa aislada de muestras clinicas, es posible que presente
resistencias antibidticas que de algin modo le confiera resistencia
contra el control positivo o contra los extractos a utilizar.

Aspectos éticos:

No se realizaron pruebas en humanos ni en animales y toda prueba que

requirié la manipulaciéon de bacterias se realizd tinicamente en estado in

vitro.

Recursos:

Recursos fisicos:

Espacio fisico y recursos para trabajo microbioldgico bacteriano del
Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad
de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
Balanza analitica y micro pipetas del Laboratorio de Fisicoquimica de la
Facultad de Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
Extractor supercritico y material de laboratorio del Laboratorio Ambiental
del Centro Universitario de Oriente (CUNORI).

Recursos materiales:

e Extracto supercritico de ajo
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Extracto supercritico de chichipin
Extracto supercritico de orégano

Extracto supercritico de té de limon

Cepas bacterianas del Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones

Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de

San Carlos de Guatemala.
Guantes descartables
Guantes estériles
Papel mayordomo
Mascarillas

Cajas de Petri

Jabon antibacterial
Gradilla

Pipetas

Alcohol

Marcadores

Agar nutritivo solido
Cubre objetos

Porta objetos

Asa bacteriologica
Fosforos

Discos de papel filtro
Tubos de ensayo

Vernier o regla milimétrica
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4. RESULTADOS

4.1. Escherechia coli:

Grafica 1

Diametros de halos inhibitorios en Escherechia coli

Escherechia coli
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Fuente: los autores
Guatemala 6 de Junio de 2014
Porcentaje de efecto bactericida:
Porcentaje de efecto bactericida de Ajo =0%
Porcentaje de efecto bactericida de Chichipin = 0%
Porcentaje de efecto bactericida de Orégano = 27.28%

Porcentaje de efecto bactericida de Té de limon = 0%
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4.2. Helicobacter pylori:

Grafica 2

Didmetros de halos inhibitorios en Helicobacter pylori

Helicobacter pylori
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Fuente: los autores
Guatemala 6 de Junio de 2014

Porcentaje de efecto bactericida:

No calculable, debido a que la cepa de H. pylori fue resistente a claritromicina

(control positivo), sin embargo se tomo de referencia el halo inhibitorio

reportado en las tablas de la NCLS de claritromicina para H. pylori, el cual es de

18 mm, por lo que se estima un porcentaje de efecto inhibitorio de 44.44%.



4.3. Pseudomonas aureginosa:

Grafica 3

Didmetros de halos inhibitorios en Pseudomonas aureginosa
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Fuente: los autores

Guatemala 6 de Junio de 2014

Porcentaje de efecto bactericida:

Porcentaje de efecto bactericida de Ajo =0%

Porcentaje de efecto bactericida de Chichipin = 0%

Porcentaje de efecto bactericida de Orégano = 0%

Porcentaje de efecto bactericida de Té de limén = 0%
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4.4. Staphylococcus aureus:

Grafica 4

Didmetros de halos inhibitorios en Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus
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Fuente: los autores
Guatemala 6 de Junio de 2014
Porcentaje de efecto bactericida:
Porcentaje de efecto bactericida de Ajo =0%
Porcentaje de efecto bactericida de Chichipin = 0%
Porcentaje de efecto bactericida de Orégano = 70.59%

Porcentaje de efecto bactericida de Té de limén =0%
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5. DISCUSION

A través del método de difusion en agar de Bauer-Kirby se probo el efecto
bactericida de los distintos extractos supercriticos de ajo (Allium sativum L),
chichipin (Hamelia patens Jacq), orégano (Lippia graveolens Kunth), y te de limon
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) sobre el crecimiento in vitro de Staphylococcus
aureus, Helicobacter pylori, Escherechia coli y Pseudomonas aureginosa. Las plantas
fueron recolectadas de distintas partes de Guatemala; el ajo proviene de Chiantla,
Huehuetenango, el chichipin de San Juan Ermita, Chiquimula, el orégano de
Teculutan, Zacapa y por ultimo el té de limén de Coban, Alta Verapaz. Luego
fueron llevadas al Laboratorio Ambiental del Centro Universitario de Oriente
(CUNORI) para realizar los extractos supercriticos. Una vez obtenidos los extractos
supercriticos, fueron llevados al Laboratorio Clinico de la Facultad de Ciencias
Médicas de la USAC para pasarlos por filtros de 0.45um para aseverar su
esterilidad y posteriormente realizar las pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana.

El extracto supercritico de orégano (Lippia graveolens Kunth) presenta actividad
antibacteriana contra las bacterias Staphylococcus aureus, Escherechia coli, Helicobacter

pylori mas no contra pseudomonas aureginosa. Los resultados fueron los siguientes:
S. aureus:

e Halo inhibitorio: 12 mm

e Porcentaje de efecto inhibitorio: 70.59%
E. coli:

e Halo inhibitorio: 10 mm
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e DPorcentaje de efecto inhibitorio: 27.28%
H. pylori:

e Halo inhibitorio: 8§ mm
8. Porcentaje de efecto inhibitorio: no se puede calcular debido a que la cepa de
H. pylori fue resistente a claritromicina (control positivo), sin embargo se
tomo de referencia el halo inhibitorio reportado en las tablas de la NCLS de
claritromicina para H. pylori el cual es de 18 mm, por lo que se estima un

porcentaje de efecto inhibitorio de 44.44%.
P. aureginosa

e Halo inhibitorio: 0Omm

e Porcentaje de efecto inhibitorio: 0%

Los otros tres extractos supercriticos, de ajo (Allium sativum L), chichipin (Hamelia
patens Jacq), y té de limon (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), no mostraron

actividad antibacteriana alguna.

Cabe mencionar que la cepa utilizada de H. pylori es aislada de muestras clinicas, y
mostré resistencia contra los controles utilizados: Claritromicina vy
amoxicilina/clavulanato. Pero mostré sensibilidad contra el extracto supercritico
de orégano, lo cual sugiere que el efecto bactericida de dicha planta tiene un

mecanismo de accion distinto al de los antibidticos convencionales utilizados.

Por ultimo se pesé la cantidad de solidos impregnados de cada extracto, es notorio
que con una dosis de 0.0014g (1.4mg) de extracto supercritico de Lippia graveolens
Kunt se logré obtener efecto bactericida sobre el crecimiento in vitro de S. aureus,

E. coliy H. pylori
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6. CONCLUSIONES:

Se acepta la hipdtesis planteada, al menos un extracto supercritico de las

cuatro especies de plantas analizadas presenta actividad antibacteriana.

El extracto supercritico de orégano (Lippia graveolens Kunt) presenta
actividad antibacteriana sobre el crecimiento bacteriano in vitro de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, mostrando un halo inhibitorio de 12 mm

para un porcentaje de efecto inhibitorio de 70.59%.

El extracto supercritico de orégano (Lippia graveolens Kunt) presenta
actividad antibacteriana sobre el crecimiento bacteriano in vitro de
Escherechia coli ATCC 25922, mostrando un halo inhibitorio de 10 mm para

un porcentaje de efecto inhibitorio de 27.28%.

El extracto supercritico de orégano (Lippia graveolens Kunt) presenta
actividad antibacteriana sobre el crecimiento bacteriano in vitro de
Helicobacter pylori aislada clinica, mostrando un halo inhibitorio de 8 mm,

para un porcentaje de efecto inhibitorio estimado de 44.44%.

El extracto supercritico de orégano (Lippia graveolens Kunt) no presenta
actividad antibacteriana sobre el crecimiento bacteriano in vitro de

pseudomonas aureginosa ATCC 27853, a la dosis utilizada.

Los extractos supercriticos de ajo (Allium sativum L), chichipin (Hamelia

patens Jacq), y té de limon (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) no mostraron
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actividad antibacteriana in vitro contra Escherechia coli ATCC 25922,
pseudomonas aureginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y

Helicobacter pylori aislada clinica; a las dosis utilizadas.

66



7. RECOMENDACIONES:

A la Facultad de Ciencias Médicas:

Se debe de continuar estudiando las propiedades antibioticas del
orégano (Lippia graveolens Kunt), para determinar cual o cuales de sus
metabolitos son los que presentan actividad antibidtica, cudl es su
concentracion inhibitoria minima y cual es su dosis letal en
mamiferos.

Se exhorta a probar el extracto supercritico de orégano (Lippia
graveolens Kunt), sobre otras especies bacterianas, asi como a distintas
concentraciones.

Se ha reportado en la literatura que tanto el ajo (Allium sativum L),
como el chichipin (Hamelia patens Jacq), y el té de limén (Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf), han presentado actividad antibiotica utilizando
otros métodos de extraccién, por lo que se recomienda estudiar si
dicho efecto es dosis dependiente o si utilizando otros métodos de
extraccion se obtienen metabolitos distintos que puedan tener efecto
bactericida.

Incentivar la investigacion cientifica en las dreas biomédicas:
Biologia, patologia, microbiologia, farmacologia, bioquimica,
fisiologia e histologia. De modo que el Centro de Investigaciones
Biomédicas sea un eje de referencia regional en cuanto a medicina

basada en evidencia.

A la Universidad de San Carlos de Guatemala

Promover el apoyo investigativo entre Facultades y Centros

Universitarios, de manera que se aprovechen los recursos humanos y
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materiales de cada unidad al maximo para el desarrollo de
conocimiento.
e Al Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social:
e Agregar a las Guias de Atencion Primaria en Salud, tratamientos fito
terapéuticos basandose en evidencia cientifica, tal como la presentada

en este estudio.
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8. APORTES

Guatemala es un pais con una biodiversidad botanica muy rica, cuya poblacion
tiene arraigadas ciertas creencias y costumbres precolombinas, entre las que
encontramos la fito terapéutica. Nuestra condicion como nacion en vias de
desarrollo hace que la compra de medicamentos, en este caso antibidticos, no
siempre sea posible por parte de la poblacion de escasos recursos. Ademas de esto,
se tiene el creciente problema global de las resistencias antibidticas, de tal modo
que se estima que en un futuro no habran tratamientos antibioticos disponibles, a
no ser que se administre mejor el uso de los mismos y se desarrollen nuevos

agentes biocidas.

Durante el presente estudio se empled tecnologia y recursos humanos altamente
capacitados de varias Facultades y Centros Regionales de la Universidad de San
Carlos de Guatemala, asi como especies de plantas silvestres y cultivadas en
diversas areas de Guatemala. Por lo que los resultados de este estudio tienen
potencial de ser replicados, ampliados y aplicados en la practica médica

comunitaria de Guatemala.

Se comprobd que el extracto supercritico de orégano (Lippia graveolens Kunt)

presenta actividad antibacteriana in vitro contra:

Staphylococcus aureus ATCC 25923, mostrando un halo inhibitorio de 12 mm y un

porcentaje de efecto inhibitorio de 70.59%.

Escherechia coli ATCC 25922, mostrando un halo inhibitorio de 10 mm y un

porcentaje de efecto inhibitorio de 27.28%.

Helicobacter pylori aislada clinica, mostrando un halo inhibitorio de 8 mm.
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Queda pendiente realizar en estudios futuros la determinacion fito quimica de los
metabolitos activos del orégano, asi como su concentracion inhibitoria minima y

dosis toxica en mamiferos.

Los extractos supercriticos de ajo (Allium sativum L), chichipin (Hamelia patens
Jacq), y té de limon (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) no mostraron actividad
antibacteriana in vitro, sin embargo es posible que utilizando un extracto mas

concentrado, presenten actividad antibacteriana.
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10. ANEXOS

Tabla 10.1

Tabla de Recoleccion de Datos:

! . Staphylococcus Escherechia Pseudomonas Helicobacter
Dimensional , . ,
aureus coli aureginosa pylori
. Milimetros
Ajo -
Porcentaje
o, Milimetros
Chichipin -
Porcentaje
; Milimetros
Orégano -
Porcentaje
, L, Milimetros
Té de limén -
Porcentaje
Control -
. Milimetros
positivo
Control )
K Milimetros
negativo
Solucién salino| Milimetros
Tabla 10.2
.7
Tabla de recoleccion de datos llena:
_ Dimensional Staphylococcus aureus Escherechia coli Pseudomonas aureginosa Helicobacter pylori
X Milimetros 0 0 0 0
Ajo -
Porcentaje 0 0 0 0
o, Milimetros 0 0 0 0
Chichipin -
Porcentaje 0 0 0 0
, Milimetros 12mm 10mm 0 8mm
Orégano -
Porcentaje 70.59% 27.28% 0 44%
L, Milimetros 0 0 0 0
Te de limén -
Porcentaje 0 0 0 0
Control - . ) . . . . .
. Milimetros 17mm (Vancomicina) 36mm (Ciprofloxacina) 34mm (Ciprofloxacina) 18 mm (Claritromicina) **
positivo
Control
. Milimetros 0 (meticilina) 0 (oxacilina) 0 (amoxicilina/clavulanato) | 0 (amoxicilina/clavulanato)
negativo
Solucion salino|  Milimetros 4 mm 0 0 0

** Seguin referencia del NCLS

Fuente: los autores

Guatemala 6 de Junio de 2014
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Tabla 10.3

Presupuesto

RECURSOS CANTIDAD COSTO igﬁPORCIONADO
Extracto de plantas |4 extractos Q.960.00 Investigadores
Guantes descartables |50 pares Q.30.00 Investigadores
Guantes estériles 20 pares Q.100.00 Investigadores
Papel Mayordomo |1 rollo Q.15.00 Investigadores
Mascarillas 10 unidades Q.15.00 Investigadores
Cajas de Petri 15 unidades (2300.00 Investigadores
Jabdn antibacterial |1 bote Q.15.00 Investigadores
Hojas papel bond 300 hojas Q.30.00 Investigadores
Impresiones 200 hojas Q.200.00 Investigadores
Folder 5 unidades Q.10.00 Investigadores
Gradilla 2 unidades Q.100.00 Investigadores
Pipetas 4 pipetas Q14.00 Investigadores
Alcohol 2 botes Q.8.00 Investigadores
Marcadores 2 unidades Q10.00 Investigadores
Agar nutritivo solido |2 unidades Q30.00 Investigadores
Cubre Objetos 1 caja Q72.00 Investigadores
Porta Objetos 1 caja Q50.00 Investigadores
Asa Bacterioldgica |2 asas (Q50.00 Investigadores
Fosforos 2 carteras Q2.00 Investigadores
Discos de papel filtro | 4 cajas (Q50.00 Investigadores
Tubos de ensayo 10 unidades QQ30.00 Investigadores
TOTAL Q2,091.00
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Tabla 10.4

Cronograma

TIEMPO

ACTIVIDADES Febrero

Abril

1

2 3

Elaboracion de

anteproyecto

Elaboracion de

protocolo

Trabajo de campo

Elaboracion de

informe final

Cronograma sujeto a cambios.

E: Tiempo Estimado

R: Tiempo Real

Tabla 10.5

Peso de la gota de extracto impregnado

_ Orégano | Chichipin| Ajo | Té de limén
papel filtro 0.4417 0.4691 0.4537 0.3837
papel filtro + gota

0.4497 0.4763 0.462 0.3921
fresca
papel filtro + gota

0.4431 0.4693 0.4582 0.3838
seca
gota fresca 0.0080 0.0072 0.0083 0.0084
gota seca 0.0014 0.0002 0.0045 0.0001
Porcentaje de solidos

17.50 % 2.78 % 54.22 % 1.19 %

en papel filtro

Pesos en gramos
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Figura 10.1

Antibiograma de E. coli

Halo inhibitorio de ciprofloxacina, orégano (etiquetado como “1”) y chichipin

(etiquetado como “2”)en cultivo de E. coli en agar Muller-Hinton.

Fuente: Los autores
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Figura 10.2

Antibiograma de H. pylori

JE— — 1 3 1

Halo inhibitorio de orégano (etiquetado como “1”) y chichipin (etiquetado como
“2"), los discos sin etiqueta fueron impregnados con solucion salina en cultivo de

H.Pylori en agar sangre de carnero al 7%.

Fuente: Los autores
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Figura 10.3

Antibiograma de P. aureginosa

Halo inhibitorio de ciprofloxacina, orégano (etiquetado como “1”) y chichipin

(etiquetado como “2”) en cultivo de P. aureginosa en agar Muller-Hinton.

Fuente: Los autores
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Figura 10.4

Antibiograma de S. aureus

Halo inhibitorio de vancomicina, orégano (etiquetado como “1”) y chichipin

(etiquetado como “2”) en cultivo de S. aureus en agar Muller-Hinton.

Fuente: Los autores
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Figura 10.5. Extractor supercritico

Figura 10.5. Foto esquema del extractor supercritico utilizado, ubicado en el

Laboratorio Ambiental del CUNORI-USAC.

Fuente: Los autores.
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Guatemala, 04 de junio de 2014

A QUIEN INTERESE

Por este medio se hace constar que realicé la determinacion taxonémica de 4
especies vegetales las cuales son el objeto de estudio de la tesis titulada "Actividad
antibacteriana de los extractos supercriticos de ajo (Allium sativum L.), chichipin (Hamelia
patensjacq), orégano (Lippia graveolensKunth), y te de limén (Cymbopogon citratus(DC.)
Stapf) sobre el crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Escherechia
coli y Pseudomonas aureginosa” la cual estd siendo realizada por los bachilleres Luis
Gabriel Robles Gonzdlez y Catherine Aracely Guerra Lopez para optar al titulo
universitario de Médico y Cirujano en el grado académico de Licenciatura.

Se describen abajo los nombres comunes, los nombres cientificos y la familia
boténica a la que pertenecen las especies vegetales analizadas:

Orégano  Lippia graveolensKunth Familia VERBENACEAE
Ajo Allium sativum L. Familia AMARYLLIDACEAE
Chichipin  Hamelia patensJacq. Familia RUBIACEAE

Té de limén Cymbopogon citratus (DC.)Stapf Familia POACEAE

Sin mas que hacer constar, se extiende la presente nota en el mismo lugary
fecha arriba indicados.

Atentamente,

“ID'Y ENSENAD A TODOS” o
\\é‘\m

Lic. Max Samuel Mérida Reyes
Bidlogo
Colegiado 3901
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