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1. RESUMNEN

El presente estudio constituye una Investlgacién sohre el
uso de plantas wmedlicinales derl género Lippia especificamente
contra gérmenes causantes de inteccién respiratoria.

Fueron wutllizadas c¢inco plantas: L. alba, L. duleis, L.
citriodora, L. graveolens, L. substrigosa; contra las cepas de S.
aureuys ATCC 25923, 5. pneumonise ATCC 701402, S. pyogenes INCAP y
H. influenzae INCAP 448,

Lag plantas se¢ recolectaron en los departamentos de Alta
Verapaz, San Marcos, Santa Rosa, Guatemala y Zacapa.

La metodologfa fue 1a sigwniente: se recolectaron 1as
plantas, se herborlzar?n, clasificaron, se gsecaron para luego
pulverizarlas y se procedlé a realizar las diferentes tinturas de
cada planta, .esto se hizo con alcohol etflico al 650% segdn 1a
téenica de Mitscher. Se procedid sgregar al Agar Maeller Hinton
1.2 ml] de cada tintura en las cajas de petri, después se
incubaron a 36=C por 24 horas, 1luego se refrigeraron para
almacenarlas listas para 1inocularlas por partes (Anexo 1),

después de Inocularlas se incubaron a 36°C. por 24 horas y al’

final de las cuales 3¢ leyeron y se tabularon los resultados.




Las plantas que demostraron efectividad antimicrobiana

fueron: L. alba, L. graveolens.

La I,. alba presenté actividad contra S§. auvreus a 100 ug/ul.

Pero para la concentracién minima inhibitoria (CIM), a 76 ug/ul
no présentd actividad.

La L. graveolens tuve actividad positiva contra S. pyogenes
¥ S. pneumoniae en el tamizaje (100 ug/ul). Luego se prohd Ia CIM
con 75 ug/ul dando positivo L. graveolens para §. Pyogenes y
5. pneumoniae y para 50 ug/ul so0lo dio positive par S.

neum ae.

En las demfis plantas no se observé actividad,




2. INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias al igual que 1as
gastrointestinales son 1la causa mfs importante de wmorbilidad y
mortalidad en la infancia y la nifiez. Ademés el ausentismo en las

escuelas primarias por perfodos agudos de infeccién respiratoria

es de un alto porcentaje. Los factores predisponentes a las
intecciones respiratorias son mdltiples, tales cowe nutricién,
educaciédn de los padres ¥ factores socloeconémicos. Las
afeccliones wmAs comunes son: catarro, otitis media, adenitis
cervical, laringitis, bronguitis, neumonia, sinusitis,
amigdalitiz, crup. ToQas estas enfermedades son princlipalmente
de origen viral pero en paclientes debilitados tienden a

complicarse con infecclones bacterianas.

El género ippia estd constituido por trece especies
distribuidas en todos los departamentos de Guatemala, y gracias
al clima 1a adquisicién de las plantas es fécil.

Todas las especies del género Lippja se caracterizan por
poseer un oler dulce y fuerte.

Este estudio pretende demostrar la actividad antimicrobiana
de algunas plantas del género Lippia para el tratamiento de
afecciones respiratorias. Para esto se utilizarén cinco especies
del género Lippia (L. alba, L. dulcis, L. gltriodora,
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L. graveolens, L. substrigosa) contra cuatro bacterias que

causan infecclén respiratoria (Haemophi lus influenzae,

Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus

pyogenes).

Para 1la evaluacién antimicrobiana de 1as plantas se
utilizarf un método de dilucidén en agar propuesto por Mitscher,.
Se analizarén loa resultados por un wmétodo no paramétricoe al

azar (1).




3. ANTECEDENTES
3.1 Generalidades de infecciones respiratorias

Las inteccliones respiratorias agudas (IRA) son, junto a las
diarrenas, las causas mis frecuentes de enfermedad, muerte y
ausentismo escolar, siendo ademfs motivo de pérdida de tiempo de
trabajo en 1la edad adulta y defuncién en edades avanzadas. Por su
localizacién, se pueden clasificar en infecciones altas y bajas;
las primeras son muy frecuentes y, por lo general, de origen
viral; y las segundas, menos f{recuentes, son de etiologfia viral,
bacteriana o el resultado de complicacién bacteriana de wun
proceso inicial causado por virus (2)}.

Los factores de riesgo para I1RA, que al interactuar con el
hospedero aumenta la ?probabllldad de que se desarrolle 1la
enfermedad gson: perténecer al grupo menor de & afios ¥y
especialmente menor de 1 abko, carecer de lactancia wmaterna,
padecer desnutriclién, analfabetizmo de los padres, hacinamiento,
pobreza, factores ambientales frritantes de las vias
respiratorias e Iinfecciones concomitantes (2).

Los signos y sintomas encontrados en el examen médico y los
tactores de riesgo asocitados son 11los que orientan el manejo de

l1os pacientes (2).



Fl1 laboratoric es wmis importante para el diagndstico de 1las
complicaciones y algunos sfndromes 611nicos espec{ficos de mayor
riesgo (2).

Como los cultivos requieren bastante tiempo, y por lo tanto
demoran el dlagnéstico, se han elaborado varlos métedos que
permiten reallzar un diagnéstico en las seis horas que siguen a
la obtencidn de 1a muestra (2).

En microbliologia clinica el tiempo requerido para el
diagnéstico es vital para administrarle al paciente 1la terapia
" adecuada, por tal razén se ha {iuncrementado el interés en
desarrollar nuevas técnicas para la identiticaclién directa de
alguncs microorganismos y para esto han sido utilizados los
avances tecnolégicos comp el u;o de anticuerpos monoclonales y
sondas de ADN, 1lo cval incrementa la capacidad de las pruebas
directas (3).

En 1a actualidad existen diterentes pruebas comerciales que
se valen de algunas reacciones utilizadas en hospitales y
laboratorios clinicos entre 1as cuales tenemos: anticuerpos
fluorescentes (AF), aglutinacién en ldtex (AN), inmunoabzorcién

enzimfitica (EIA) y sondas de ADN (3).




El tratamioento de eleccidén para las tnfeccliones
respiratorias lo constituyen los analgésicos, gotas nasales,
antipiréticos, descongestionantes y principalmente los
antibiéticos que son adnlnlstrqdos basindose en el conocimliento
del médico, pero el useo de antibiéticos es restringido por los
etectos secundariosg principalmente en nifios menores de doce
afos (4-b6).

3.2 Entfermedades reaspliratorias mAs comunes
3.2.1 Amigdalofaringtitis aguda

La amigdalofaringitls se caracteriza por tiebre, dolor de
garganta, enrojecimiento, edema de am{gdalas, faringe y presencia
de un exudado o una membranasa. Puede haber un grado varlable de
hipertrofia de ganglios %lntﬁtlcos cervicales, la causa mfs cowdn
as la Infecclién por estreptococo Beta - hemolitico del grupo A de
Lancetield. El tratamiento de eleccién en el caso mencionado es
la penicilina (6),
3.2.2 Traqueitis bacteriana

Es una infeccién bacteriana aguda de las v{ias respiratorias,
no afecta a 1a epiglotiz pero puede dar lugar a una destrucclén
de 1las vias aéreas. El patégeno mfis frecuentemente alslado en
estos casos es J§. aureus. La mayorfia de 1los pacientes son
menores de trece aflos de edad, aunque ocasionalmente pueden
enfermar nifios mayores. La traqueitis bacterliana a menudo se
prbduce después de una Infeccién respiratoria viral (8).
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3.2.3 Neumonia bacteriana

En los tres dltimos decenios 1la frecuencia de neumonfias por
S. pneumoniae y S. pyogenes disminuyé notablemente, debido al
amplio uso de antimicrobianos. H. (nfluenzae no capsulado os el
causante principal de neumonias en nlfios enfermos o
convaleclientes. En 108 demfis pacientea el agente etiolégico
por excelencla de neumonia es S. aureus (6,7).

El antimicrobtano de eleccién en el caso de reumon {a
estafilocbcica es ampicilina. La penicilina es usada en
neumonias causadas por H. lnfluenzae (8).

3.3 Agentes causales de infecciones respiratorias
3.3.1 Haemophilus influenzae

Son bacilos pleomﬁrf!cos, Gram negativo, no esporulados,
aerobios facultativos, inméviles, fermentadores. Son difficiles
de cultivar, pues necesitan factores particulares de crecimiento,.
Algunas especles reguleren el tactor X o hemina (una
protoporfirina derivada de 1a hemoglobina), otras requieren el
factor V o nicotinamida-adenin-dinucleétido (NAD) (denominada
también coenzima 1), otras requieren ambos factores (8).

Es probable que en los paclentes'con bronquitis crénica las
variedades no capsuladas de H. influenzas se relacionan con el
esputo purulento que desaparece mediante terapia con

antibiéticos (7,8,10).




La epiglotitis aguda, producida casl siempre por H.
influenzae tipo b, es una enfermedad respiratoria muy benigna,
que rarasmente se transforma en obstruccién respiratoria con
peligro de muerte; el dnico signo c¢linico indicador es 1a
existenclia de una gran epiglotis roja y distorsionada (11,12),
3.3.2 Staphylococcus aureus

Los eatatilococos son cocos, Gr an positivo,
generalmente agrupadas en racimos irregulares, fermentan muchos
carbohidratos y producen pigmentos que van desde el blanco al
amarillo {intenso. Generalmente son hemolfticos y coagulan el
plasma, Algunos son parte de la ulcgoblota de la piel y mucosas
del humano, en tanto que otros provecan supuraclones, formacién
de abscesos, divers?s infecclones pilégenas y septicemias
mortales (13).

S. aureus es un patégeno de gran importancia y es la especie
que se encuentra con mayor frecuencia en las wmuestras clinicas.
E1 hombre es portador de esta especle en cantidades relativamente
grandes; en 1la narlz estos microorganismos representan an
vehfculo de difusién importante, =1 bien ésta se produce sobre
todo a través de las manos, por cuante los portadores nasales son

también frecuentemente portadores cuténeos (14).




3.3.3 Streptococcus pyogenes

Son cocos Gram positivo, agrupados en cadenas, no
esporulados, aerobios facultatives, .casl siempre Inméviles. La
clasificacién de los estreptococos bazada en 3sus caracterfisticas

tislolégicas y bioquimicas no resultaba del todo satisfactoria;

La bacterifloga R.C. Lanceflield descubrié que 1los estreptococos'

patfgenos pueden ser divididos en varios grupos serolégicos en
base a un ant {gzeno especifico contenido en su pared celular. Los
grupos serolégicos se deslgnan.con letras de 1a A &2 1a U (excepto
I y d)., E]l grupo A fue considerado alguna vez como el dnico de
importancla médica (15).

El S. pyogenes puede ocazionar taringitis estreptocécica
aguda y todas las complicaciones supurativas Incluyendo 1a
adenitis cervical, 1la otitls media, 1a mastolditis, los abscesos
peritonsilares, 1a meningitis, la peritonitis y la neumonia. EIl
tratamiento de eleccién es3: 1a penicilina por un tiempo
prolongado, eritromicina y algunas sulfas (15, 17, t8).

3.3.4 Streptococcus pneumoniae
No pertenece a ningdn grupo de Lancetlield, es alfa

hemol{tico y estf clasiticado como especlie dnica en los grupos de

los neumococeos. Estf& caracterizado por agrupaclones de céiulas
bacterianas en pares. Estas se presentan en forma oval y con la
10

me B 1A INVERSIAD 0E SAR CARLES B GUNENacA |
Didtisteca Centrai




oextremidad distal de cada par en puntas. Puede zer nislado de 1a
taringe en el 30-70% de 1as personas en 1las condiclones
aparentemente normales. Representa 1la especie alslada con mayor

frecuencia (alrededor del %0%) de pacientes adultos con neumonia

bacteriana. La sintomatolog{as estfd representada por fiebre,
dolor torfcico, disnea, toes y expectoracién hemética. La
infeccién puede 1involucrar 1la pleura, provocando a veces

pleuresia y también empiema., Ademfs de 1a neumonfia lobar, el S.
eumo @ puede producir también ginusitis, parotiditia,
conjuntivitis, meningitis, otitis, pericarditis, endocarditis,
peritonitis, artritis y septicenia (18 - 21).
3.4 VUso popular de plantas medicinales en el tratamiento de
infecciones respiratoriag
En nuestro pafs las plantas se han usado con fines
medicinales desde tiempos inmemorliales; hasta la fecha existe un
90% de personas que en alguna ocasidn han recurrido a 1las
plantas antes que a otros wmedicamentos, debide a que de
generacién en generacién =e ha pasado la importancia que poseen
las plantas para curar algunas enfermedades de: 1la plel, el
rifkén, el tracto gastrointestinal y el tracto respiratorio (22-

29).
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En 1!a actualidad se han estudiado wméizs de 68 plantas
medicinales en el tratamiento de Iinfecclones resgpiratorias,
slendo 1las sigulentes 1las que presentaron mayor actividad
antimicroblana: Physallis philadelphica demostré actividad contra
S. aureus, S. ppeumoniae y S. pyogenes. Gpaphalium siramineum
demostré actividad contra S. gureugs: Gnaphalium viscosum demostrd
actividad contra S. pneumoniae y S. pyogenes. L. alba demostré
actividad contra §. aureus y S. pneumoniae. L. dulcls contra S.
pneusoniae, etc. (29).

3.4.1 Caracterf{aticas del género Lippia
El género Lippin, pertenece a 1la tamilia Verbenaceae Yy en

Guatemala dnicamente se conocen trece especies; (L. alba, L

betulaefolia, L. cardlostegla, L. chlapasensls, L. controversa,
L. dulcis, L. graveolens, L. wmyrliocephala, L. podiflora, L.
reptans, L. salamensis, L. stoechadifolia, L. substrigosa) crecen
en lugares secos, hdmedos, en laderas y a lo largo de caminos.
Este género sze caracteriza por tener hojas peludas, pequefias o
grandes dependiendo de la esapecle, dentadas en las orillas, céliz
pequefio, membranoso y todas las especiea poseen un aroma peculiar
(30).
Las Lippjas en América sonlusadns por un alto porcentaje de

los habltantes para el tratamiento de infecciones respiratorias
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fnles COmD ! bronquitis, influenza, sinusitis, neumonia,
tuberculoesizs, asma, laringitis, pleuresfia. También es usada en
enfermedades de la pliel y enfermedades venéreas y se le atribuyen
propiedades sedativas y sudorativas. Se utilizan en casos de
nausea, dlarrea, y fiebre (30).

3.4.2 Lippia alba Mill

Esta planta es abundante en Guatemala, conocida popularmente
como salvia sijn, crece principalmente en los departamentos de
Guatemala, Sacatepéquez, Chimaltenango, Quetzaltenango, Solol4,
Chiquimula, Escuintla y Alte Verapaz (31, 32).

Ezs un arbusto aromftico, de 1.6 - 2 m de altura, ramas
largas, cayentes, hojas opuesatas ovaladas, de 2 - 8 mm de largo,
de 0.9 - 2 c¢m de ancho, afrugadns, finalmente festonadas,
cubfertas ocon pelillos muy finos y cortogs en ambasz superficles;
venas prominenteas en 1a cara externa. Las flores aon de color
lila o blanco, tubulares, de 4 — 5 mm de largo, cabezas florales
redondas u oblongadas, B - 12 mm de largo, generalmente en pares
en pequefios tallos de 1.5 cm de large en las hojas axilares
(30, 31, 33).

Lla coccién de hojas y tlores se usa para tratar afecciones

hepfticas, de 1la ptel, mucosas, Iinflamaciones de la boca,
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tnsomnio, flujo vaginal e hipertensién. Ez wusado en el
tratamiento de infecclones respiratortas como: resftrios,
catarros, laringltis, neumonia, y asma (31 - 34).

También es utilizado ¢n enfermedades de tranamisién sexual
y enfermedades hepfticas. Se lq'atrlbuyen propiedades febr{fugas,
sudurfticas y antiespasmédicas (31 - 34).

Estudios realizados en Guatemala demuestran que 1la
maceracién etanélica de las hojas no inhibe el crecimiento in
vitro de microorganiamos causales de Infeccién de 1a piel y
mucosas como Céndida albicans, Egcherjichia ¢el), Pseudomonas
aeruginosa; el extracte etandlico de 1las hojas inhibe el
crecimiente de algunas bacterias causales de inteccién
respiratoria cowo 3. ayreus y S. pvogenes (17, 35, 36).

lbas hojas de L. alba contienen sustancias identificadas
como: d-1limoneno, lippliona, d-1l-piperitona vy una cetona
saturada, d-alfa-pineno, dihidrocarvona, pequefias cantidades de
citral y alcanfor (37-41),

3.4.3 Lippia citriodora HBK

Esta planta es nativa de Argentina, Chile y Uruguay. Crece

en jardinez a tesperaturas bajas o en regliones subtropicales comeo

América Latina, OQOeste de la India y es cultivada comercialmente
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en el Medlterrfineo, Europa y Africa. Es conocida con el nombre de
Aloysia triphylla o L. g¢itriodora, y sus sinénimoz son cedrén,
cidrén, citronela, hierba luisa, litmén verbena y yerba luisa como
es conocide en Guatemala (37).

Ezs un arbusto pequefio gne wmide de 1 - 3 wm de largo, con
hojas estrechas, lanceoladas de 10 cm de longitud, ordenadas con
circunvalaciones opuestas, venas horizontales con puntos de
gléndulas de acelte en el envés, muy aromfitica. Flores tubulares
Yy pequefias, blancas o morado pélido. Las propiedades que se le
atribuyen son: sedativas, ant lespambédicas, antiasméticas y
antidiarreicas (42).

La L. gltriodora estfd constituida de £cidos fenélicos,
flavonoidea, taninos hid?olizahles, tlavonas, alcmrloides, ésteres
y un aldehfideo denominado citral (43).

3.4.4 Lippla dulcis Trev

Comdnmente conocida como orozuz, crece en los departamentos
de Alta Verapaz, Chiquimula, Guatemala, E! Péten, Retalhuleu,
Sacatepéquez, Santa Rosa y Sololé (23, 44, 456).

Es una hierba perenne lefiosa en la base, fuertemente
aromftica, erecta, hasta 60 cm de alto, hojas opuestas, en tallos

de 0.5 - 1.5 cm de largo, ovaladas u dblongas—ova]ndns, i - 6 cm
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de largo, finamente dentadas, rugozas en la superficie superior,
peludas en la parte inferior, dulce al masticarlas. Flores
blancas pequefias en cabezas densas, redondas oveides alargadas,

hasta 3 cm de largo y 6 mm de ancho (23, 44, 45).

Se 1e atribuyen propiedadea diuréticas, estimul antes,
sedativas ¥y como expectorante, Tambi én eg wutilizada en
infecciones gastrointestinales, renales y respiratortas como

restriados, catarro comdfn, bronquitis y asma (31, 35, 36, 46).

La L. dulcis contiene alcaloides, fcidos orgénicos,
hidrocarburos aljlffticos, azdcares, &ésteres y aceite esencial.
Por destilaclién acuosa de las hojas se obtiene 0.8% de aceite
neutro ¥y dulzdn, constituido por lippiol, moncterpenos, como
alcanfor, camfeno, =mirceno, limoneno alfa y alfa pineno,
terpineno, linalool, bornecl y alfa terpineocl; y sesquiterpencs
cOomo 8-metil-6-hepten-2-ona, 1-copaeno, coriofileno, gamma
cadineno y otros de estructura no conoctda (31).

3.4.6 Lippila graveolens HBK

Esta planta crece en los departamentos de Zacapa y El Petén.
No se debe confundir con el orégano europeo, que es una hierba
pequefia (Qriganum yulgare) que suele cultivarse en las huertas.

Nuestros oréganos son arbustos silvestres de hojas aromfiticas,
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muy empleados como condimento. Sinénimes: Orégano de cerro,
Xaal'-ché (en lengua maya), L. beriandieri, L. pelmeri, L.
geminata, L. graveolens (24, 44).

Ex un arbusto de 2 m con una forwma de crecimiento ablerta,
hojas pequeffias de 3 cm., las flores son blancas, en esplgas de 4
cm., toda 1la planta tiene un olor agradable (45).

Popularmente es usada para asma, brongquitias, influenza,
laringitis, pleurésia, tuberculosis, enfermedades de 1la pilel.
Tambi én se le atribuyen propiedadea anestésicas,
tranquilizantes, antipalddicas § diuréticas (34, 44).

Dos compuestos fueron alslados de la rafz, siendo estos
catalpoenol y tectol dimetll é&ater (48).

3.4.68 Lippla substrigosa Turez

En Guatemala crece en los departamentos de Alta Verapaz,
Baja Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, Guatemala,
Huehuetenango, Jalapa, Quezaltenango, El Quiché, Sacatepéquez,
San Marcos y Santa Hosa (34).

Sus nombres comunes son: Chichicaste de venado, Salvia
Santa, Supup (34).

Es2 un arbusto de 2 - 3 m de altura, posee hojas grandes,

dentadas, peludas y flores blancas - amarillas como pequefias

rosas, €l tallo es lefioso (34).
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Esta planta se ha utitizado pars resfrfios, catarros,
laringitis, bronquitis, an!ern&dades gastrointeatinales, célicos,

etc. (34).

Su composicién quimica se desconoce.
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4. Justiticaclén

Las intecciones reaspiratorias son una de las cauvsas wmés
Importantes de morbilidad y wmortallidad intantil en Guatemala.
Ademfs eg causa importante de ausentismo en las escuelas y
trabajos, ya sea por catarro, laringitis, taringitis o casos més
graves come bronquitis, neumonia, etc. L o s t aot orexzx
predisponentes a las infecciones resplratorias son miltiples
como: hacinamientoe, educaclén, tactores socioecondmicos,
tactores ambientales, etc..

Todas estas caracterfisticas sugisren que 1la poblaclén
vulnerable esti compuesta por un grupo de nlfios pequefios, de
e3CcAa303 recursos econdémicos, lo que hace diffcil 1a adquisicién
de medicamentos por el a;to costo de los miswmos (47).

Por lo antes expuesto ez necesario contribulr a gque se
reduzona 1a mortalidad infantil en Guatemala, y ayudar a
disminuir el ausentismo escolar.

El Género Lippia en nuestro wmedio tlene una gran
lmportancia, pues es de fhcil adquisicién y desde nuestros
antepasados se conocen las wmaravillas de dicho género para
combatir afecciones respiratorias como: catarres, bronquitts,

tuberculosis, asma, espaswmo hronquial y también son usadas en
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afecciones gastrointestinales. Fs por eszo0 que debe probarze
cient{ficamente su accién contra las bacterias que provocan

dichas enfermedades.
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5. Objetivos
6.1 Objetivo general

Investigar la sctividad antibacteriana de las plantas usadas
como tratamiento popular en las afecclones respiratorias.

6.2 Objetivos especificos.

5.2.1 Establecer en Guatemala una metodologfa para determinar la

actividad antibacteriana por dilucién en agar.

5.2.2 Determinar 1a actividad antibacteriana de clinco
especies del género Lippia (L. alba, L. citriodora, L. dulecls,
L. graveolens v L. substrigosa), contra bacterias que causan

intecclién reapiratoria como H. influenrse, S. aureus,

S. pneumonlae y S. pyogenes.
5.2.3 Determinar la concentracién inhibitoria winima (CIM) de 1las

tinturas de las especles del género Lippia, que tengan actividad

contra las cepas que causan infeccién respiratoria.
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&¢. HIPOTESIS

Cinco especies del género Lippia (L. slba, L. citriodoras, L.
dulcis, L. graveolens, L. subatrigoss) tlenen actividad
antibacteriana contra bacterias que causan infeccién

respiratoria.
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7. MATERIAL Y ME£TODOS
7.1 Universo de trabajo

Constituido por las trece especles del género Lippia gue se
han reportado en Guatemala.
7.2 Muestra,.

La contformar&f cinco especies del género Lippia (L. alba, L.
citrlodora, L. dulels, L. grayveolens, L. substrigosa) ¥ cuatro
bacterias que causan infeccidén respiratoria (H. infilnenzae, INCAP
448; S. aureus, ATCC 26923; S. nesumoniae, INCAP T701402; 8.
pyogenes, INCAP).

7.3 Recuraoa

7.3.1 Recursos humanos
Autor: Leyla Patricia Dabroy Pérez.
Asesor: Llic. Armando Céceres.
7.3.2 Recursos instituctionales
Ademfis de los aportes espec{ficos, se usarén los siguientes
recursos instituclonales.
- Blo-Bacte (Sangre de carnero).
~ Farmaya (Material y bibliogratfa).
~ Jardfi{n Botéfnico de 1la Universidad de San Carlos de Guatemala,

depart amento de Boténica (Clasificacién de las plantas).
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-~ Universidad de San Carlos de Guatemala, Facultad de Cisncias
Quimicas y Farmacia, Departamentos de Citohistologia ¥y
Microblologia y serviclo de Micologia (Equipo, Instalaclones y
Material).

7.3.3 Material necesario para la investigacién.

Reactivos.
Caldo Tripticasa soya
Sangre desfibrinada de carnero
Aceite mineral
Agar Nieller Hinton
Agar stock

Etanol al 50%

Equipo.
Autoclave
Balanza analfitica
Campana de flujo laminar
Incubadora

Refrigeradora
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Material.
Pipetas calibradas
Papel f£il1tro Whatman No.1
Probetas
Removedores
Tubos de 13*100 mm con rosca
Mechero
Manguerss delgadasg
Cajas de Petrl desacartables
Corchos
Erlenmeyers
Frascos color finhar de 30 »}
Jeringas deacartables de 60 cc

Asa calibrada 0.001 ml para urocultivoa

7.4 Procedimiento
7.4.1 Material vegetal
Se recolecté el material vegetal, herborizé, se determiné su

especie, ae secd y pulverizéd (1).
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7.4.2 Tamizaje de 1a actividad antimicroblana

Se pesd exactamente 5 g del materinl vegetal pulverizado, se
agreg& a una Jjeringa descartable de 60 coc y colocéndole en el
orificlo de salida de la aguja una mangueras delgada, que se sellé
con un mechero para evitar 1a pérdida de 1a tintura,. Fueron
agregados 20 ml de etanocl al 50% procurando humedecer todo el
material vegetal, removiéndolo para asegurar que todo e
humedeciera, luego s¢ le colocé un corcho y se dejd reposar por
24 horas (1).

Al dia sigulente se retiré el corcho y la manguera Yy s®
colocl el émbolo de 1a jeringa y se exprimié el primer extracto
en un frasco obscuro, se volvi$é a2 sellar con 1a sanguera, se
agregaron 16 ml de etanol al 50%, removiéndose el material para
asegurar que se hu-edezcﬁ todo, =seo tap8d con mmn corcho y se dejé
reposar por 24 horas (1).

Se obtuvo @) segundo extracto del material vegetal,
agregéndole 10 ml de etancl al 60%, removiendo el material y se
de}6 reposar por 24 horas. El tercer y dltimo extracto del
material vegeotal, se obtuvo mezclando las tres alfcuotas, =e
tiltré con papel Whaiman # 1 y fueron almacenadas en frascos
obscuros color fmbar, en un lugar fresco a temperatura de 25=C

(1).
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7.4.3 Preparaclén del medio von extracto

Se agregaron 9 wml de agar Mieller Hinton en un tubo de
ensayo a 1los cuales se les adicionéd 1 ml de extracto, se
homogenizé, se agregé a cajlas de Petri y dejé solidiftcar el
medio. Despuéis se Incubé a 36=C por 24 horas, sze examinaron,
para verificar que estuvieran 1libres de contaminacibén para poder

usarlas, se almacenaron en refrigeracién hasta el momento de su

hao (1).

7.4.4 Preparacién de las cepas e inéculo

Se mantuvieron las cepas en agar Stock y las que no =e
podfian mantener en dicho medio como H. influenzae, 8. pneumoniae
Yy S. pyogenes se trabajaron directamente o se guardaron en sangre
de carnero pura o sangre de carnero'achocolntnda. Se aislaron
las bacterias, identificaron, transfirleron a otro tubo de agar
Stock para tener un cultiveo de trabajo (1).

Se tomaron de cinco a diez colonias de cada una de las cepas
y disolvieron en cinco miljlitros de Tripticaza Soya, =ze
incubaron a 35°C hasta obtener una longitud de onda en el
esﬁ?ctrototdnetro igual a 1la del patrén 0.5 de MacFarland,
para estandarizar 1la prueba (1).

Luego se inccularon san las cajas sigulendo el patrén de ocho

partes (Fig. 1).
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7.4,.6 Interpretacién de resultados

Al dfa siguiente de 1a incubacién se ohservé el apareci-
miento de un crecimiento homogéneo en las zonas de inoculacién.

Se anotaron loz hallazgos asf: Creclimiento Negativo (-),
actividad positiva (+), crecimiento positivoe (+), actividad
negativae (-) (1).
7.4.68 Demostracién de la concentracién inhibitoria minima (CIM)

Se hicleron diluciones a partir del extracto inlcial 10 g/ml
6 10 ug/ul wutilizado para el tamizaje (1, 0.1, 0.01, ug/ul) de
1a tintura con etanol al 850% y.luego se agregaron a 9 ml de agar
Miieller Hinton 1 ml de cada dilucién, se incubd a 35*C las cajas
por 24 horas, si no aparecia contaminacién se retrigeraban las
cajas hasta el momento dg 3u uso (1),
7.4.7 Preparacién del lnéculo

Se tomaron de cinco a diez colonias de cada una de las cepas
y se disolviercon en cinco milititros de caldo Tripticasa Soya, se
incubaron a 35°C hastha obtener una longitud de onda en el
espectrofotémetro igual a la del patrén 0.5 de MacFarland para
estandarizar la prueba (1).
7.4.8 Interpretacién de resultados

Crecimiento negatlvo (-1, actividad positiva (+),

crecimiento positivo (+), actividad negativa (-) (1).
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8. RESULTADOS

En 1a primera parte del trabajo se realizé una prueba de
tamizaje usando 1las tinturazs con concentracidén de 100 ug/ul
contra las bacterias en estudtio. Obteniéndose actividad positiva
para L. alba contra §. aureuws v L. graveolens para las cepas de
S. ppeumopniae y S. pyogenes (anexo 3). Y actividad negativa para
L. citriodora, L. dulcis y L. substrigosa.

En la segunda parte del estudio se probé 1a CMI obteniéndose
actividad positiva para L. graveoleng contra S. pyogenes a 76

ug/ul y para S§. pneumoniae a 200 y 300 ug/ul (anexo 4).
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Debido a }a existencia de grandes barreras socloeconémicas,
culturales y lingiifsticas que condiclonan el acceso y aceptacién
de 1a wedicina cosmopolita por parte de 1la poblacién mayoritaria
(indfigena) de Guatemala, los resultados del presente esatudio
tienen como propésito contribuir al conocimiento y comprenszidén de
las creencias de 1a medicina maya.

La hipétesis en este estudio no pudo ser probada ya que 1la
misma decfia que e}l 50% de 1las especies del género Lippia eran
etectivas contra las bacterias causantes de infeccién
resplratoria aguda.

Las plantnsé de 1la familin Lippia son {frecuentemente
utilizadas como reuedl?s caserox pero al realizar el estudio se
comprobé que con la metodologia de Mitscher 3so0lo se obtuvo
efectividad o accién antibacteriana para L. albp contra S. aureus
Yy L. graveclens contra S. pneumonliae ¥y S. pyogenes. Pero la
L. e¢itpriodora, L. dulcis y L. substrigosa no presentaron ninguna

acclién antibacteriana.
En estudios anteriores se obtuvoe resultados positivos para

L. alba y L. dulcls contra S. aureus probablemente por el tipo de

método utilizado para obtener las tinturas de las plantas, ya que.

en los mismos las tinturas fueron obtenidas por soxhlet y se
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impregnaron discos por 1 método de Bauver y Kirby a diferentes
concentraciones. En e}l método Soxhlet se usan temperaturas altas
para 1la extracclén. A diterenclia del método de MNitscher se
obtiene un extracto de menor concentracién, pero es la técplca
més recomendable por ser més sencilla.

Por existir resultados anteriores positivos para L. albna
contra S. aureus, se decidid impregnar discos con concentraciones
de 100 y 756 ug/ul, obteniéndose resultados negativos. Lo cun}
nos indico que nuestros resultados eran correctos y la variaclén
se debia a la forma de extraer les extractos pues en estudios

anteriores se usé la técnica de Soxhlet y en este estudio se usé

1a de Mitsacher,.
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10. CONCLUSIONES

Las plantas del género Lippla tienen actividad
ant imiorobfana contra bacterias gram positivoe causantes de

inteccién respiratoria.

La Lippia alba y la Lippia graveoleng son dtiles para

ativiar las afecciones respiratorins,

L. alba y L. graveolens son plantas efectivas contra

Staphylococcus asureus y Streptococcus pyogenes.

Es necesario uwtilizar prvebas in vivo para determinar 1a

validez y reproducihilidad del método.
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11. RECOMENDACIONES

Realizar prusebas de toxicidad para 1.. alba y L. graveolens,

Investigar efectos secundar los mediante pruebas

tarmacolégicas.

Se recomienda el uso de L,. alba y L. graveolens para aliviar

¥as afeccliones respiratorias.

Probar las especles del género Lippla contra otros gérmenes

productores de Infecclones en otros tractos u 6rganos.

Elucidar la molécula responsable en L. alba y L. graveolens
de la actividad biolégica y determinar la fraccidén itdeal para el

desarrollo de productos fitofarmacedticos.

Continuar estudios como el presente para que en el tuturo se

puedan corroborar o desvirtuar las propledades de las plantas a

través de estudios experimentales in vivo.
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13. ANEXOS
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Anexe I

Fiw. 1

Patron de ocho parfes
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Anexo 11

Planta Departamanto Parte
L. aldba San Marcos Hoja
L. citrjodora Guatemala Hoja
L. dulcis Santa Rosa Hoja
L. graveolens Zacapa Hoja
L. trfigos Guatemala Hoja
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Anexo 11 |

Bacterias
Planta S. aureits S. pneumonjise S. pyogenes H. Influengae

L. alba Pos. Neg . Neg . Neg.
L. citriodora Neg. Neg. Neg. Neg.
L. dulcis Neg. Neg. Neg. Neg.
L. grsveolens Neg . ' Pos . Poxr, Neg.
L. gubstrigosa Neg. Neg. Neg. Neg.

Pruebn de tamizaje
Tinturss a concentraclén de 100 ug/ul
an las que se observo sensibilidad positiva
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Anexo 1V

Planta Bacteria 786 ug/ul 50 ug/ul
L. alba S. asreus Negativo Negativo
.. graveolens S. pneumon]ae Positivo Positivo

S. pyogenes Positivo Negativo

Tinturas a concentracién de 76 y 50 ug/ul

de las plantas que presentaron sensibiiidad
en Ja pruoba de tamizaje.
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