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l. RESUMEN

En el presente estudio se analizd la actividad antimi-
crobiana de tres plantas medicinales de usec popular en el
tratamiento de infecclones respiratorias, gastrointestinales
e infecciones causadas por hongos.

La investigacidén se dividié en tres fases; en la primera
fase se realizdé un tamizaje de la actividad antimicrobiana in
vitre con extractos etandlicos de hojas y raices de Satureia
brownei y Tagetes filifolia y hojas, raices y semillas de

Plantago australis enfrentidndolos a bacterias (Escherichia

coli, Pseudomonas aerudginosa, Salmonella typhi, Shigella

flexneri, Staphylococcus aureus vy Streptococcus pyvogenes) v

hongos (Aspergillus flavus, Candida albicans, Epidermophvyton

floccosum, Microsporum gypseum Y Trichophyton rubrum). Las

bacterias y C. albicans se ensayaron utilizando el método de
dilucién en agar segin Mitscher et al. vy los dermatofitos
por el método de Mac Rae et al. La sequnda fase consistid en
la evaluacién del mejor disolvente y utilizando para esto
tres disolventes de diferente polaridad (diclorometano,
etanol al 80% vy agua destilada). En la tercera fase se
determind la concentracién inhibitoria minima (CIM) de los
extractos vegetales en estudio.

Como resultado se obtuvo gue solamente los extractos de
las hojas de P. australis y S. brownei inhibieron el
crecimiento de las bacterias y €. albicans, excepto por S.
pyogenes. En el caso de los dermatofitos se observd gque sbdlo

T. rubrum fue inhibido por los extractos de las tres plantas
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T. rubrum fue inhibido por los extractos de las tres plantas
investigadas.

En la fase de seleccidédn del mejor disclvente se obtuve
gue el etancl al 80% mostrd ser el gue extrajo la mayor
cantidad del principio activo.

En la determinacidén de la CIM se obtuvo que para el caso

de las bacterias y C. albicans fue de 8mg/ml para T. rubrum

y de 2.5mg/ml.



2. INTRODUCCION

El uso popular de las plantas medicinales estad sumamente
arraigado en Guatemala, tanto por la diversidad de la flora
del pais, como por el conocimiento tradicional legado por
nuestros antiguos mayas quienes incursionaron exitosamente en
las artes ¥ en 1las ciencias. Actualmente la utilidad de
estas plantas es motivo de diversas investigaciones que
confirman cientificamente algunas de las propiedades
antimicrobianas gue les han sido atribuidas (1).

Las plantas medicinales constituyen hoy en dia una
alternativa terapéutica contra los procesos infecciosos® mas
comunes causantes de los altos indices de morbilidad de
nuestro pals, contribuyendo de esta manera al continuo
desarrollo de la medicina tradicional y a ir disminuyendo 1la
dependencia que se tiene a los farmacos de patente producidos
industrialmente (1).

Debido a las caracteristicas medicinales de Tagetes

filifelia (Anis de chuche), Satureja brownei (Toronjil) vy

Plantago australis (Llantén), en las cuales se ha demostrado

la existencia de cierta propiedad antimicrobiana, en el
presente trabajo se pretendié confirmar dicha actividad
mediante la obtencién de extractos vegetales obtenidos con
disolventes de diferente polaridad, determinando el espectro

de inhibicién de estos a 6 bacterias: Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Escherichia cell enteropatdgena,
Salmonella typhi, Shigella flexneri y Streptococcus pyogenes
¥y 5 hongos: Candida albicans, Aspergillus flavus,




Epidermophyton floccosum, Microspeorum gypseum Y Trichophyton

rubrum alslados de materiales clinicos. Por esta forma se
determindé la concentracién inhibitoria minima para cada
planta y grupo de microorganismos estudiados. Asi mismo se
demostrd que la actividad antimicrobiana de las tres plantas
en estudio se encuentran principalmente en las partes aéreas,

ya gue en las partes subterraneas fue minima.



3. ANTECEDENTES

3.1 Actividad antimicrobiana vegetal

Profundizar en el estudic de la medicina tradiciconal de
los diferentes pueblos del mundo, ha sido tema de especial
interés para muchos investigadores en la actualidad. En
particular para aguellos gque estin involucrados en las Areas
de salud y gque sSe preocupan por el conocimiento y
conservacién de los elementos culturales gue conforman las
diferentes sociedades, tales como sociflcogos y antropélogos.
Este ha sido uno de los origenes de la etnociencia y el

centro de ésta, la etnomedicina (1).

En la actualidad, las plantas medicinales se wutilizan
para la preparacién de tinturas, extractos o como materia
prima para cbtener principlos activos puros. En el pasado,
las plantas se utilizaban en base a los conocimientos

empiricos gue se tenian acerca de sus propliedades medicinales
Y para elleo =se empleaba  toda 1a planta. Peosteriormente el
estudio de las plantas se caracterizé por 1la identificacién
botanica de las especies consideradas como medicinales. A
partir de entonces se ha puesto atencidn en la
identificacién, caracterizacién y andlisis de los principios
gue expliguen las propiedades medicinales de las plantas (2).

En Guatemala se han realizado varios trabajos relaciona
dos con la actividad antimicrobiana de plantas popularmente
utilizadas contra afecciones gastrointestinales, respirato-
rias,urinarias, asi como conjuntiwvitis, wvaginitis, picdermias

y micosis. Dentro de esta gama de trabajos los gue poseen



mayor interés para este estudio son aquellos relacionados con
afecciones gastrointestinales, respiratorias y de 1la piel.
Entre éstos se encuentra un estudio realizado por Cano en
1985, sobre la actividad de 25 plantas utilizadas popularmen-
te en el tratamiento de diarreas, contra cince enterchacte-
rias, presentando accidn inhibitoria un 44% de éstas,

correspondiendo la mayor actividad a Tagetes lucida y Ocimum

basilicum (3).

En 1986 Alvarade ¥ colaboradeores analizaron 24 plantas
en etapas de tamizaje, wutilizando etanol como solvente de
extraccidén y observaron actividad inhibitoria en 11 (44%) de

ellas contra Salmonella typhi y Shigella flexneri (4}).

Alvarez en 1987, obtuvo un listado de 116 plantas
utilizadas en afecciones respiratorias, mediante encuestas
realizadas en 11 departamentos de 1la repiblica. De ellas

seleccioné 16 para evaluar su actividad contra Streptococcus

pyogenes y Staphvlococcus aureus, obteniendo resultados

positivos en 13 plantas (81.82%) vy 1la mejor actividad con

Eucalyptus globulus (5).

Un estudio realizado por Alcantara en este mismo afio

relacionado con cuatro especies del género Tagetes, demostrd

gue la maceracién de T. lucida tuve 1la mejor actividad

inhibitoria contra 5. flexpneri, S. typhi y Candida albicans

(6) .

A continuacidén se describen algunos de los estudios
realizados por Céceres ¥y colaboradores sobre la actividad

antimicrobiana de diferentes extractos vegetales.



En 1989, realizaron un estudio con més de 300 plantas de
cerca de 100 familias las cuales demostraron gue durante los
afiocs de 1981 a 1988 habian sido utilizadas para el
tratamiento popular de infecciones en Guatemala. Se obtuve

como resultado gue las plantas mas 1lmpertantes demostraron

alguna actividad antimicrebiana in witr cankra bacterias
Gram positivo ¥ Gram negativo, levaduras, dermatofitos,
protozoarios de las mucosas ¥y parisitos intestinales (7).

En 1990, analizarecn la actividad inhibitoria in witro de
84 de las plantas mAs utilizadas en Guatemala contra cincd
enterobacterias patdgenas al hombre, Escherichia St

Salmonella enteritidis, S. typhi, Shigella dysenteriae y 5.

flexneri: encontrando gque 34 plantas (40.48%) inhibieron una
o mi&s de las entercbacterias estudiadas. La bacteria mas
inhibida fue 5. typhi y la gue presentd mayor resistencia fue
E.- goli (8).

2sf mismo estudiaron la actividad in vitro de 44 plantas

contra los dermatofitos més comunes (Epidermophviton flocco-

sum, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton

mentagrophytes y Trichophyton rubrum), obteniende gue los

extractos acuoses de 22 2 (50%) de las plantas estudiadas
inhibian uno o mas de los dermatofitos. Los  mas anhrbidos

fueron E. floccosun, T fabrawm ¥ T, memtagrophyvtes; los

mencs inhibidos fueron M. canis y M. gypseum (9).

Eri ese mismo afbo realizaron un estudic con 68 de las

plantas mas utilizadas para el tratamiento de enfermedades

respiratorias, la mayoria de origen americang, con el fin de



evaluar su actividad antibacteriana contra tres bacterias

Gram positivo (S. aureus, Streptococcus pyogenes R

pneumoniae). Se obtuvo c¢omo resultado gue 28 (41.17%) de
dichas plantas inhibieron el crecimiento de unc o mas de los
microorganismos estudiados. S. aureus fue inhibido por 18
(26.77%) de los extractos vegetales, mientras gue 7 (12.9%)

de estos fueron efectivos contra 5. pyogenes (10).

3.2 Descripcidon general de las plantas en estudio
3.2.1 Tagetes filifolia Lag.

3.2.1.1 HNombre Comin: anis de chucho.

3.2.1.2 Descripcidn de la planta.

Hierka anual erecta, con muchas ramas en la copa, 8 a 50
cm. de alto, hojas opuestas de 1 a 25 cm. de largo a veces
divididas en segmentos filiformes, finos y pegquehos,
involucro de 1.5 a 2.5 mm de ancho, punteado glandular;
vilano compuesto de 4 a 5 escamas con aristas de 2 a 5 mm de
largo. Las flores son de color amarillo palido o
blanquecino, radio oval de 1.5 mm, aguenos de 4 a 5 mm de
largo: toda la plarnta con fuerte olor a anis [1l1. 12).
3.2.1.3 Origen y distribucién.

Nativa de México hasta Sudamérica en bosques de pino y

encino y en milpas a 900 - 2,500 metros sobre el nivel del
mar (msnm) de elevacién. En Guatemala se encuentra en Alta

Verapaz, Chiquimula, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa, Guatemala,
Sacatepégquez, Chimaltenango, Huehuetenango, Quetzaltenango y

Zacapa (11, 12, 13).



3.2.1.4 Usos.

Toda la planta se usa como emoliente, depurativo y
antisifilitico. Se le atribuyen propiedades diuréticas,
febrifugas y estimulantes. En las infecciones gastro-
intestinales se utiliza en el tratamiento de indigestién,
flatulencia, diarrea, disenteria y dolor de estémago (13, 15,
16).
3.2.1.5 Componentes Quimicos

Las hojas y las flores contienen poliacetilenos ({alfa-
tertienil y 5—(3-buten-1-inil)-2,2'-bitienil), guerecetage-
tina-7-0, arabinocsil-galactésido, querecetina, gquercitina-3-
D-arabinésido,quercitina-3-0-galactosidasa, isoramnetina vy

esdragol (6).

3.2.2 Satureija brownei Brig.

3.2.2.1 HNombre comin: Toronjil
3.2.2.2 Descripeiédn de la planta.

Hierba fuertemente aromldtica, perenne, delicada con una
larga y delgada raiz enredada y un tallo delgado y ramificado
en la base, las ramas se extienden generalmente de 10 a 40 cm
de largo, pero algunas veces los brotes rectos ascienden a 20
cm, las hojas son peguenas, ovaladas, de celor verde oscuro,
lampifias v se encuentran una frente a otra. Las flores son
de color lila pélideo o blanco con puntos morados en el cuello
y tienen de 7 a 8 mm de largo, c¢on un céliz plano, tubular y
dentado de 3.5 a 5 mm de largo, dgeneralmente se encuentran

solitarias en las axilas de las hojas. Los frutos estan



constituidos por una sola semilla lisa y de color café (13,
7%
LER RN N Briden ¥ AtebrimuEtEn

Crece en forma silvestre en campos himedos y sombrios,
en malezas y pantanos de agua fresca o en las riberas de los
rios arriba de 1,200 msmn. Se localiza en las Bahamas, Cuba,
Jamaica, Repfliblica Dominicana, Haiti, Puerto Rico, Yucatéan,
Costa Rica, regicnes templadas de Venezuela, Colombia,
Ecuador y Argentina. En Guatemala se encuentra en tierras
himedas ¥y clima templado en el altiplano central y occidental
del pais (13, 18).
3.2.2.4 Usos.

Toda la planta se usa para el tratamiento de asma,
calambres, catarro, congestién nasal, diarrea, dolor de
cabeza y estémago, flatulencia, histeria, epilepsia, nausea,
hipertensidon, pleuresia y trastornos menstruales, S5e le
atribuyen propiedades calmantes, digestivas, febrifugas,
hipotensoras y expectorantes; en grandes dosis puede ser
abortiva. El aceite es insecticida y es usado en el
tratamiento de picaduras de mosguites (13, 17).

El tamizaje antimicrobiano demuestra gue el extracto
alcohélico de las hojas inhibe el crecimiento de S. aureus y
5. pyogqenes (5,10).
3.2.2.5 Componentes quimices.

Las hojas son ricas en aceite esencial gue contiene

citronelal, linalel y geraniol (17).

10



3.2.3 Plantago australis Lam.

3.2.3.1 Nombre comiin: Llantén.
3.2.3.2 Descripcion de la planta.

Hierba perenne gue vive hasta dos afos, alcanzando de 20
a 40 cm de alto. Las hojas son anchas o alargadas de color
verde y lampifias. El talle es recto y en las puntas se
encuentran las flores pegquefias de color amarillo verdoso, gue
estdn junto con los frutos formando espigas. Los frutos son
capsulillas gue ccontienen muchas semillas muy pequefias de
color café oscuro (17, 19).
3.2.3.3 Origen y distribucidn.

Crece en prados hlmedos, campos, riberas, matorrales,
bosques de pinos y de cipreces, localizados a 360-3,500 msnm.
Se da en Alta Verapaz, Chimaltenango, Guatemala,
Huehuetenango, Jalapa, Quezaltenango, El Quiché, Retalhuleu,
Sacatepégquez, San Marcos, Solela Y Zacapa. También se
encuentra en E1 Salvador, Honduras, Costa Rica, al sur de
Brasil, Bolivia y Argentina (19).
3.2.3.4 Uso=.

Tiene propiedades antibidticas contra bacterias
causantes de infecciones de la piel, por lo que ayuda a sanar
y cicatrizar heridas, llagas y golpes sangrantes. En lavados
elimina infecciones como leucorrea o flujo blanco. Alivia
hemorroides desinflama las aftas de la boca, se utiliza como

expectorante para aliviar la tos y los catarros bronguiales

0 g o
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3.2.3.5 Componentes gquimices.

La planta contiene taninos, sales de potasio, acido
citriceo, glucésidos de aucubina, cumarinas yienzimas. De la
planta madura se han aislado 18 flavoncides y polifenocles.
Las semillas contienen aucubina, colina, pectina, taninos,

mucilago, &cidos organicos y algodén (17).

3.3 Descripcion general de los microorganismos en estudio
3.3.1 Microcrganismes causantes de enfermedades de la piel

3.32.1.1 Pseudcomonas aerudginosa

La P. aeruginosa s un bacilc Gram negativo de 0.5 a 1

por 3 a 4 um. Habitualmente posee un flagelo polar anico
pero ocasionalmente pueden constatarse dos o tres flagelos.
Produce una capa de polisaclrido extracelular, similar a una
cipsula. Las cepas aisladas de muestras clinicas cen
frecuencia poseen cilios gue pueden promover la adherencia a
la superficie celular.

Las infecciones con P. aeruginosa se producen en indivi-

duos con defensas alteradas. Estos incluyen pacientes con
guemaduras, personas con enfermedades malignas o metabélicas,
o aquellos que han sido sometidos a instrumentacién o manipu-
laciones. La frecuencla de infecciones de las wias urinarias
es mayor en individuos de edad avanzada. El tratamiento pro-
longado con drogas inmunosupresoras © antimicrobianos y la
radioterapia también predisponen a las 1infecciones por P.

aeruglinosa.

La mayoria de «cepas son susceptibles a amikacina,

132



gentamicina, tobramicina y colistina, pero desarrollan formas
resistentes, especialmente en tratamientos prolongadeos.
Aproximadamente el 50% de las cepas de P. aeruginosa son
sensibles a la carbenicilina y ticarcilina. El derivado de
sulfonamida, sulfamilén, cuando es aplicado téplcamente,
limita la densidad bacteriana en gquemaduras e impide 1la
diseminacién de los microorganismos hacia otros =sitiocs del
cuerpo (20).

3.3.1.2 Staphvlococcus aureus

Staphylococcus es el principal génerc de importancia

clinica en la familia Micrococaceae. El nombre se deriva del

griego Staphyle que significa racimo de uvas vy Kokkos que
significa granc. Su diamebtro varia enktre 0.5 ¥ 1.56 um. Son
cocos Gram positivo, no méviles y no esporoformadores. Pocas
cepas producen una capsula (cepas mucoides) gue incrementa la
virulencia del organismo ¥ la mayoria son anaerckios
facultativos (21-24).

Debido a gue muchas cepas producian un pigmento amarillo
dorado, el organismo se denomindé Staphvlococcus aureus, para
distinguirlo de aguellos considerados no patogenas gue
habitualmente producen colonias blancas; este criterio
taxonémico ha caido en desuso (25).

El contacto directo a través de las manos es la via de
transmisién mds importante. El problema de los portadores en
hospitales es critico especialmente en salas de pediatria o
salas cuna (13;: I5; 171y

Las infecciones mas comunes incluyen celulitis,
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pistulas, carblinculos, impétigo, infecciones postoperatorias,
neumonia, osteomielitis, sindrome exfoliativo, shock téxico y
gran variedad de infeccilones nosccomiales (20, 22, 24).

A menos gue el paciente sea alérgico se recomienda el
uso de bactericidas andlogos a la penicilina. La eleccidn
inicial debe limitarse a drogas resistentes a penicilinasa,
ya gue muchos aislamientos de infecciones comunitarias vy
hospitalarias son resistentes a penicilina G, penicilina V y
ampicilina. Si el paciente es alérgico a penicilina pueden
utilizarse cefalosporinas, eritromicina, clindamicina o
vancomicina (20).

3.3.1.3 cCandida albicans

La candidosis es una infeccidn causada por diversas
especies de la levadura del género Candida, especialmente por
€. albicans. Estos microorganismos son miembros de la flora
normal de la piel, mucosas ¥ tracto gastrointestinal.
Durante el nacimientoc o poco después, todos los humanos
adguieren y son colonizados por especies de Candida (20).

La C. albicans es capaz de producir levaduras seudohifas
e hifas verdaderas. Las células de levadura ¥ los fragmentos
de micelio son intensamente Gram positivo (20, 26).

€. albicans puede producir lesiones en la boca, eséfago,
tracto urinario, piel, wufias, bronguios, pulmones y otros
érganos de pacientes en gquienes los mecanismos de defensa
normales estan alterados por otra enfermedad, por el

tratamiente gon agentes Antitiderebianege 8 BBH $HMUMHADAWEFEBERS
res. La candidosis cutdnea puede tratarse con antimicéticos

14



como nistatina, ketoconazol Yy miconazol o© con socluciones
guimicas de uso tépico como violeta de genciana. Para el
tratamiento de la candidosis sistémica, se aconseja
anfotericina B y/o 5-flucitosina. La candidosis mucocuténea
cronica ha sido tratada con 4-flucitosina, anfotericina B,

Enlveiones guimigas tépicas ¥y factor de transferencia (26)

3.3.2 Microorganismos causantes de infecciones respiratorias

3.3.2.1 Streptococcus pvogenes

S. pyogenes o estreptococo beta hemoliticoe del grupo A
de Lancefield, es una bacteria de faorma cocoide, Gram
positive, agrupada predominantemente en cadenas largas.

Esta bacteria produce una gama de enfermedades muy

amplia como escarlatina, amigdalitis, otitis media, sepsis
puerperal e infecciones de heridas. También produce
enfermedades en pacientes a consecuencila de reacciones
BHefdaHB-Antiruerie Anermales oamo fiebre reumdties ¥

glomerulonefritis difusa aguda.

S. pyogenes es universalmente susceptible a 1a
penicilina G, por lo gue se debe realizar wuna prueba de
susceptibilidad antimicrobiana sélo en los casos en los gue
el paciente es alérgico a la penicilina. En estos casos el
tratamiento es eritromicina o tetraciclina; sin embargo, de 3

a 5 por ciento de las cepas son resistentes a estos

antibiéticos (20).



3.3.3 Microorganismos causantes de infecciones gastrointes-

tinales

3.3.3.1 Escherichia coli enteropatégena

E. coll enteropatdégena define a los serogrupcs "o
especificamente incriminados como causantes de diarrea en
recién nacidos y en nifios menores de dos anos, pero rara vez
en adultos, excepto cuando su sistema inmunolégico esté
deficiente. Los serogrupos gue pertenecen a esta categoria
son los siguientes: 018al8c, 020a20b, 026, 044, 055, 086,
0111al1illb, 01lid,;, 0119, D125al25c, D126, 0127, 0128al28bl2Bc,
0142 y 0158. Recientemente el serogrupo 020 no es ineluido
dentro de las cepas enteropatdgenas (27-29).

Las cepas de E. coli aisladas de infecciones adguiridas

en la comunidad habitualmente son susceptibles a la mayoria
de los antimicrobianos utilizados en el tratamiento de
infecciones por microorganismos Gram negativo. Sin embargo,
aparecen formas resistentes, especialmente en pacientes con
antecedentes de tratamiento previo con antibidético (20).

En la infeccién por E. coli &n nifics de corta edad se
utiliza la administracién oral de colistina, gentamicina y
kanamicina, aungue se han detectado microorganismos
resistentes a estos farmacos (30).

3.3.3.2 Salmonella typhi

El género Salmonella est&8 compuesto por un grupo

serolédgica y bioguimicamente complejo de microorganismos

Cr

agrupandose en tres especies: S. typhi, 5. cholerasuis y 5.

enteritidis. Las dos primeras especies tienen un solo

16



serotipo, mientras que S. enteritidis posee varios serotipos

(20) .

S. typhi es un bacilo Gram negativo, aerobie facultativo
y es el agente causal de un amplio rango de enfermedades
entéricas humanas, desde una gastroenteritis autolimitada con
sintomas leves de corta duracién, hasta una gastroenteritis
severa con @ sin bacteremia, incluyendo la fiebre Erraldes,
la cual es una enfermedad severa, debilitante y de alto
riesqo (31).

En casos de fiebre entérica o septicemia, como la fiebre
tifoidea, la ampicilina o el cloranfenicol son las drogas de
eleccidn [30) .

2. 3.%.3 Shigella flexneri

Dentro del género Shigella se incluyen cuatro especies:

5. dysenforide. 5. ‘hagdil. 5, sonpel - ¥ 5. floxperi, las
cuales pueden causar disenteria bacilar. La shigelosis es

generalmente endémica y es una importante causa de morbi-

mortalidad.
La ampicilina €5 la droga de eleccién  para cepas
sensibles. El trimetoprimsulfametoxazol es la combinacién de

eleccidn cuando se desconoce la sensibilidad del microorga-

nismo o el paciente es alérgico a drogas de tipo penicilina

(20) .

3.3.4 Hongos

3.2.4.1 Aspergillus flawvus

AG0n cuando gl Aspergillus es uno de los contaminantes
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mids comunes y molestos gque se encuentran en el laboratorio,
algunos de ellos scon patdgenos ¥y pueden producir lesiones
granulomatosas inflamatorias o crénicas, en los bronguios o
en los pulmones, a menudo con diseminacién hematégena a otros
organocs (26).

A. flavus es causante de aspergilosis invasora en
presencia de procesos malignos, leucemia, granulocitopenia, o
de terapéutica con corticoestercides. Aldn cuando A.
fumigatus es el agente mas comin de la aspergilosis pulmonar,
ésta puede atribuirse a otras especies, incluyendo A. flavus
(28, 8],

Las formas alérgicas de aspergileosis se han tratado con
corticoides y tratamiento antimicdético. El gluconato
disddico disminuye los sintomas, peroc no previens las
recidivas.

Para el tratamientoc de aspergiloma se aconseja el uso de
anfotericina B y S5-flucitosina y se ha sugerido el lavado
pulmonar para facilitar la penetracién de 1la droga en la
cavidad. Se instituye anfotericina B en forma acelerada tan
pronto como se diagnéstica aspergilosis invasiva. La
aspergilosis superficial localizada se trata con nistatina
(20) .
3.3.4.2. Epidermcophvton floccosum

Se ha aislado de humanos comc causante principal de las

infecciones: tinea cruris v tinea pedis, la cual crece sd&lo

en la epidermis y a menudo en las Areas interdigitales de la

regién inguinal y las de los pies respectivamente (33).

18



Por su habitat es un hongo antropofilico, difundido por
todo el mundo, especialmente en las regiones himedas vy
calidas. En Guatemala en relacidon con las micosis cutaneas
este hongo ocupa el cuarto Jlugar de frecuencia, segln su
etiologia comp cansante de Tikg: a3, 34).

Para su tratamiento puede emplearse grisecfulwvina, v
desde luego estd indicada en el tratamiento de enfermos
resistentes (32).

3.3.4.3 Microsporum gypseum

Este hongo sSe ha aislado de humancos, siendo el causante

principal de la infeccidn llamada tinea capitis, presenta
invasién endotrix en el pele. con papulas eritematosas
alrededor, alopecia severa e inflamada, con formacién de
erupciones ulcerosas conocidas como "kerion" (26, 33).

Por su hdbitat es un hongo geofilico, abundante en todo
el mundo. La infeccidn humana ess causada por el contacto con
perros u otros animales. En Guatemala en relacién con las
micosis cuté&neas, este hongo ocupa el guinto lugar de
frecuencia, segin su etiologia como causante de tifa (33,
345

Rezulta dificil el tratamiento satisfactorioc de la tinea
capitis a menos gue se use griseofulvina (32).

3.3.4.4 Trychophvion rubrum

Este hongo se ha aislado de humano, ¥ es el causante de

las infeccicnes: tinea pedis, tinea corporis y onicomicosis;

rars vez invades &l pelo, pere cuande 1o hace | causa  Una

invasién ectotrix, con pdpulas escamosas, eritematosas Yy
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vesiculas granulomatosas (33).

Por su habitat este hongo e antropofilico, difundido
por teodo el mundo; la infeccidén humana puede ser directa o
indirecta de persona a perscona. En Guatemala en relacidén cen
las micosis cutdneas, este hongo ocupa el primer lugar de
frecuenclia, segin su eticlogia como causante de tifia (33,
14) .

Para su tratamiento se recomienda el uso de

grisecfulvina en preparados a base de particulas peguehas a

tinas (32]).

Fody Deteccidon de la actividad antimicrebiana in vitro

Los resultados de las pruekbas de susceptibillidad
antimicrobiana in vitre pueden ser influenciados marcadamente
por los reactives ¥ condicienes =B gue se realicen las
pruebas. Los factores gue deben tomarse en cuenta cuando se
investiga el efecto antimicrobianc de plantas medicinales son
la composicién del medio de cultivo, los micreoorganismos a
ensayar, el método de extraccién, el pH, la solubilidad de la
muestra en el medic de cultivo, etc. Ademis de esto, los
métodos in vitro con agentes antifingicos presentan ciertas
dificultades ya gue los hongos poseen algunas caracteristicas
especiales como dimorfismo, reguerimiento de tiempos
prolongados de crecimiento y regquerimientos de temperatura de
crecimiento especificos 35

Tomeards =n auents LR FRetRte= mR  heER BREERErARE

diferentes métaodos para el estudio de la actividad
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antimicrobiana in vitro de plantas medicinales; estos métodos
se clasifican en tres grupos: difusién, dilucién ¥
bicantografico 35, 3F1.
3.4.1 Métode de difusidn

Los métodos de difusidn pueden ser utilizados como pro-
cedimientos cualitativos, semicuantitativos o cuantitativos,
aungue generalmente los microorganismos se describen como
resistentes, intermedios o susceptibles a cada agente antimi-
crobiano. Ademds no regquiere una dispersién homogénea de la
muestra en agua ya gue el extracto se coloca sobre el agar
usando un disco, un cilindro o una cavidad como reservorio.
La muestra entra en contacto con el medio inoculado y con el
microorganismo, vy después de la incubacidén se mide el didme-
tro de inhibicién (zona clara alrededor del reservorio)}. Es-
tos métodos originalmente fueron designados como monitores de
la cantidad de antibidtico en extractos crudos. No es reco-
mendable en muestras gue no son altamente solubles en agua,
como es el caso de los aceites esenciales, en extractos no
polares o para la determinacidén de la concentracidon inhibito-
ria minima (CIM) de las muestras. Se presentan ciertas difi-
cultades cuandoc se emplean muestras gque contienen aceites
esenciales, ya gue en estos casos no hay relacién entre el
poder de difusién y la actividad antimibrobiana (38).

Estos métodos presentan la ventaja de usar una peguefa
muestra en el tamizaje y la posibilidad de investigar 5 & 6
componentes contra un microorganismo; también son apropiados

como tamizaje antimicrobianc preliminar de sustancias puras
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(alcaloides; flavonocides, et&:i); pero no &8 HEiliea Bdms un

método definitivo.
3.4.2 Método de diluciédn

Los métodos de dilucidén se basan en una dispersién
homogénea de la muestra en un medio de cultivo selectivo,
entre los cuales se incluyen: 1) dilucidn en calde, en donde
la turbidez es tomada como indice de densidad bacteriana,
asi el grado de inhibicidén se relaciona con la turbidez del
medio, la cual se mide espectrofotométricamente; y 2)
dilucidén en agar en donde se mezcla 1la muestra con el agar y
sobre el mismo se siembran los microorganismos a ensayar.

La dilucidén en caldo es mds precisa pero un poco mas
complicada. La actividad antimicrobiana de los extractos de
las plantas pueden determinarse por Iincorporacién de una
muestra emulsificada con un agente surfactante 1lo gque hace
gue la estabilidad de la emulsién permanezca constante
durante 21 anédlisis.

La dilucién en agar es comparable con la dilucién en
caldo, pero este dltimo es més réapido, simple y al mismo
tiempo, puede determinarse la CIM de un producto contra 6 u 8
microorganismos. Este método es el ma&s conveniente para un
laboratorio peguefic ya gque es muy dificil preparar extractos
vegetales estériles sin el wuso de autoclave o de otras
condiciones. Las muestras no necesitan estar estériles vya
gue los microorganismos aerdbicos no se desarrollan bajo el
agar solidificado y los microorganismos contaminantes gque

puedan desarrollarse en la superficie del agar son facilmente
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reconocidos, por lo que no representan ningin problema. Este
método se aplica a muestras polares, no polares y lipofili-

cas. Es el método ideal cuando la muestra a trabajar es un

extracto compleijo.

Los métodos de diilucsien EE UbLlilan P L e L ] e e P e
la determinacidén de la CIM de un extracto, aceite esencial o
sustancia pura y puede ser usado en el tamizaje preliminar de
la actividad antimicrobiana (35).

La sensibilidad de los métodos de difusién y dilucién ha
sido comparada obteniéndose resultados similares con ambos
(35).

3.4.3 Métodos bivautografices

La bicautografia es otro de los métodos para el estudio
de la actividad antimicrobiana y el mas importante para deter
minar un compuesto antimicroblano nuevo © uno sin previa
identificacién. Este método se basa en los efectos bioldgi-
cos (antibacterianos, antiprotozoarios, antitumorales, etc.)
de las sustancias estudiadas. Este procedimiento se basa en
la técnica de difusién en agar, donde el compuesto antimicro-
biano aislado en una cromatoplaca es transferido de una capa
con agar incculadeo con el micreorganismo en estudio. Se vi=-
sualizan zonas de inhibicidén de crecimliento microbianc y pue-
de demostrarse por actividad de la deshidreogenasa con el uso
de reactivos guimicos.

Este método hace posible la localizacién de la actividad

antimicrobiana en un cromatograma, pero sSe reguiere de un

egquipo microbioldgico complejo (35).
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4. JUSTIFICACICNES

Guatemala posee una abundante vy variada vegetacién la
cual ha motivado a la realizacién de diversos estudios gue
permitan establecer el uso popular de las plantas con el fin
de crear nuevas alternativas terapéuticas, haciendo uso de
los recursos naturales propios del pais.

Estudios anteriores realizados in witro, han demostrado
gue algunos extractos vegetales poseen cierta actividad
antimicrobiana por lo gue se hace necesario evaluar a fondo
dicha propiedad.

El presente estudio pretende contribuir a confirmar 1la
actividad antimicrobiana in witro de 3 plantas del altiplano
del pais, Asi como determinar el solvente ideal para la
extraccidn de los principios activos, los cuales serviran de

base para estudios fitoquimicos posteriores.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Validar experimentalmente el uso de las plantas medici-

nales

tradicicnales en Guatemala.

5.2  Baspecificas

5.2.1.

5.2.3.

confirmar la actividad antimicroblana 1h witro de los

extractos de T. filifolia (Anis de chucho), 5. brownei

(Toronjil) vy P. australis [(Llantén), gue han demostra-

do alguna actividad antimicrobiana en estudios ante-
riores.

Demostrar si la actividad antimicrobiana es comidn a
las partes aéreas y a las subterraneas de las plantas
en estudio.

Determinar el mejor sclvente para extraer el principio
activo de dichas plantas.

Determinar la concentracién inhibitoria minima de los

extractos con mayor actividad.
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&. HIPOTESIS

l.os extractos wvegetales de las tres

actividad antimicrobiana.

Las partes aéreas de las plantas en
mayor actividad antimicrobiana gque

subterrineas.
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7. MATERIALES ¥ METODOS
b Universo de trabajo
Hojas v raices de plantas ouwe han mostrado actividad
antimicrobiana in witro.

Tagetes filifolia FHMAYA 413

Saturejia brownei FMAYA 472

Flantago australis FMHAYA 471

— Bacterias vy hongos causales de infTecocionss gastroin

testinales,; Fespifpatoarias v de la piel:

Fseudomna aeruginosa ATCC 1353442

Staphvlococcus aureus ATCC &3538

Escharichia cinlil enteropatogena ATCD 9657

Salmonells typhi INCAF ST-90@7

Shigella flexneri INCaAF CDC

HStreptococcus pyvogenes INCAF BEHY

Candida albicans ATCC 10231

Maperglllus flavus A=-75

Epidermophy ton floccosum IGSS 7461

Microsporum gyvpseum M—71

Trichaphyton cubeam T-3.29

- Disolventes:
Etanol al 5@% v 80% grado reactivo (Merck)
Dicloramatana (Merck)

Agua destilada
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Fw Recursos
T.Z2.1 Recursos humanos:
Autora: Br. Soraya Cojulin
Asesor: Lic. Armando Caceres
7.2.2 Recursos institucionales:
Laboratorio del Departamente de Citohistologia de 1la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

Laboratorios de Productos Fitofarmacéuticos FAEMAYA.

7.3 Materiales
7.3.1 Medios de cultivo:
Agar Mueller Hinton (BBL)
Agar Sabouraud (BBI)
Agar Sabouraud para produccién de esporas de Takashio
(BBL)
Agar sangre de carnero al 5% (EBL)
7.3.2 Eguipo y cristaleria:
Balanza analitica (Sartorius)
Autoclave (All American)
Refrigerador
Incubadora (Memmert)
Mechero de Bunsen
Campana microbiclégica
Unidad de filtracién con bomba de vacio
Mezclador tipo Vortex
Papel filtro Whatman No. 1
Filtros millipore 0.45 mm

Soporte con anillo gravesande
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Tubos con tapdn de rosca

Rotavapor

Pipetas automéaticas de 100 ul, 500 ul
Pipetas serclégicas de 5 y 10 ml
Probeta graduada de 100 ml

Erienmeyer de 250 y 500 ml

Embudeo de wvastago corto

Cajas de Petri de 15 ml

Algoddén

Gasa

Asa de nicromo

¥y 1000 ul

Frascos de color ambar de 3 onzas fluidas

Agitadores de wvidrio

7.4. Procedimiento

7.4.1 Pruebas de tamizaje de la actividad antimicrobiana in

vitre.

- Seleccidén de Plantas

En base a estudios in vitro realizados
eligieron 3 hierbas del altiplanco del palis
alguna accidén antimicrobiana.

- Recoleccién y clasificacién

Se recolectaron las plantas en los
Guatemala y Quetzaltenango, posteriormente

- Preparacién de las plantas

Se colocaron las partes de las plantas

anteriormente se

gue han presentado

departamentos de

se clasificaron.

a utilizar en seca

dores especiales para el proceso, posteriormente se picaron y

ee molieron hasta alcanzar estructuras
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tamafio. Se almacenaron en bolsas plésticas selladas.

- Obtencién de las tinturas vegetales

Se utilizaron 10 gr de materia vegetal y se mezclaron con
100 ml de etanol al 50% durante tres dias. Luege se
filtraron con membrana de papel filtro Whatman No. 1.
7.4.1.1 Procedimiento para bacterias y levaduras

- Preparacidn del medio

Se prepararon 9 ml de Agar Mueller Hinton y se agregd 1
ml del extracto wvegetal de cada planta a una temperatura
aproximada de 50°C ¥y se vertid en una caja de Petri para su
confrontacidén microbiana. Se incubéd a 35°C durante 24 h, se
observd crecimiento bacteriano para probar su esterilidad vy
se almacenaron las cajas libres de contaminaciédn en bolsas
plasticas a 4°C. (38)

- Preparacién del inéculo

Se purificaron los microorganismos a ensayar y se
inocularon en un tubo con 8 ml de agar tripticasa soya
inclinado y se incubaron a 35°C durante 24 h. Se inoculd una
asada del cultive puro microbiano en un tubo con 5 ml de
caldo tripticasa soya, se incubd a 35°C durante 24 h. Para
el inéculo de las bacterias se diluyd 0.1 ml de la suspensidn
en 10 ml de solucién salina estéril (S55E) y en el casc de las
levaduras, 1 ml de la suspensidén en 10 ml de SSE.

- Demostracién de la actividad antimicrobiana

Se incoculdé en las cajas con extracto crudo una asada de
cada uno de los microorganismos, siguiendo un patrén de ocho

partes iguales con una zona clara en el centro de la caja.
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incubar a 359°% L durante 24 h.

—Interpretacidn de resultados

Se observd la aparicidn de un crecimiento homogéneo en
las zonas de inoculacidn v se interpretd de la siguiente
forma:z
Crecimiento microbiano = actividad antimicrobiana negativa
fo=kes
Mo crecimiento microbiano = actividad antimicrobiana positiwva
{+}.

s e Procedimiento para hongos

— Preparacidm del medio y procedimientoc para la obtencidn
de esporas.

Se prepard agar Sabouraud modificado segun la tecnica de
Takashio para la mayor produccidn de esporas. Se inocularon
los hangos a estudiar y se incubaron a 27° £ durante 15 dias.
Se agrega 3 ml de agua destilada esteéeril a cada tubo v Y

agitd con una varilla de vidrio para hacer una suspension

homogénea del hongo. Se mezcld la suspensidn en un vortex
durante ! minuto; luego s hizo un conteo de esporas en und
camara de Neubauer hasta alcanzzar una concentracidon de 300

BSOOras o ml v de 100 eocporas por mi para £&. flawvus. ==

almacend en viales de & 8 B Havbta a0 uwbtltaaicidn yams ,
—Preparaciotn del medio

Se prepard btubos de ensayo contentiendo 1E3:5 mil de medio

Sabouraud estéril aproximadamente a S50 ° [, estando auin liguido
1.9 ml del extracto del drganc wvegetal a ensayar

s agregod

{diluciadn 1:10). Se vertid el agar plania en cajas de petr:
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estériles, se esperd a gue solidificaran y posteriormente se
guardaron en refrigeracidn durante 24 h (40).

- Demostracién de actividad antimicrobiana

Ze perforarcn 4 pogitos en el agar-extracto vegetal con
la boca de una campana de Durham de 5 mm de didmetro, [(ver
Anexos £ig. 1B) sSe dpocularon 30ul de ‘la suspensién de
esporas de A. flavus, E. floccosum, M. gyvpseum, ¥ T.
rubrum; preparadas previamente. Se guardaron en la
incubadora a 27°C durante 24 h, posteriormente se dieron
vielta a las cajas e incubar a 27°C durante 15 dlas.

- Interpretacidén de resultados

Después de 15 dias de incubacién se midieron las
didmetro=s de crecimiento de las colonias alrededor de cada
indcnleo. Se gcalculs el porcentaje de inhikicidn de
crecimiento comparando el diametro de las colonias de las
cajas control con el de las colonias de las cajas del agar-
extracto vegetal. Se tomaron como positivos aguelles érganos

de la planta gque redujeron el didmetro de la colonia control

en un 75%.

<
=t e
o
H
]

7.4.2 Confirmacién de la actividad antimicrobiana in

- Seleccién del mejor disolvente

Una vez determinado el o leos oOrganos con mejor actividad
antimicrobiana, se procedid a obtener nuevos extractos
utilizando en primer lugar el diclorometano, luego el etanol
al 80% y por Gltimo el agua destilada estéril. Se concentrod
cada extracto en el rotavapor hasta alcanzar una consistencia

de miel. Finalmente, se resuspendid cada extracto en su
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respectivo disolvente para obtener una dilucién 1:10 y se
almacend en frascos de color ambar hasta el momente de la
prueha.

FPara probar el mejor disoclwvente, se wmtilacssd =1 mismo
procedimiento empleado en el tamizaje, utilizando el o los
organos gue demostraron mayer actividad.

- Determinacién de la concentracién inhibitoria minima

Para determinar la CIM de bacterias, C. albicans y hongos
se ensayd el drganc con el disclvente gque mostrd mayor
actividad y se ensayaron varias concentraciones hasta
encontrar la menor concentracidn gue produce inhibicion.
Fara ello s= empled el mismo procedimiente indicado en la
prueba de tamizaje de la actividad antimicrebiana, can
concentraciones variables del extracto.
7.5 Disefho Estadistico

Los resultados obtenldos se analizaron estadisticamente
por medio de un andlisis binomial.

Fara la realizacién de la parte experimental se inicid
con un tamizaje tante para bacterias como para hongos
determindndose asi el &rganc vegetal gue presentd mayor
accién inhibitoria de 1las tres plantas en estudio, luego se
determind el mejor discolvente ¥y por f(ltimo se determind la
concentracidén inhibitoria minima del mejor disolvente.

7.5.1 Disefio estadistico para tamizaje de bacterias

B amEled un disefie dE bleogues al asar:
Para este estudio se usd un alfa de 0.1 y la prueba de

hipétesis binomial fue:
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Ho: La planta no tiene efecto inhibitorioc (p = 0.5)

Ha: La planta =i tiene efecto inhibitorioc (p > 0.5)

Ho: se rechazé si la probabilidad de error es menor a

#lfa = 0%

Variable binomial: éxito = inhibicién [+

fracaso = crecimiento (=)

7.5.2 Disefo estadistico para tamizaje de hongos

Se empled un disefic de blogues.

Criterio de clasificacién:

- 51 hubco inhibicidn: el didmetro fue menor o igual al
25% del diametro del control.

- 51 no hubo inhibicién: el diametro fue mayor o igual
al 26% del didmetro del control.

Variable binemial: éxitoc = inhibicién {(+)

fracaso = crecimiento (-}

7.5.3 Disefio estadistico para el mejor disclvente

Se trabajaron tres disclwventes, el disefic fue el mismo
gue para el tamizaje.
7.5.4 Concentracidén inhibitoria minima (CIM)

Se trabajé el dérgano que presentd mayor actividad,
usando varias concentraciones. El disefio fue el mismo que

para el tamizaje de hongos y bacterias, segiin fuera el caso.
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8. RESULTADOS

En el presente estudio se ensayaron las hojas y raices
de 5. brownei y T. filifolia y las hojas, raiz y semillas de
P. australis con el fin de determinar la actividad antimicro-
biana de dichas plantas contra microorganismos causantes de
infecciones respiratorias, gastrointestinales vy causadas por
hongos.

Los resultados de la fase de tamizaje de 1la actividad
antimicrobiana para bacterias y C. albicans se describen en
la Tabla 1.

TABLA 1. Fase de tamizaje de la actividad antimicrobiana de

P. australis , T. filifolia y 5. brownei. Etanol
al 50%.

MICROORGANISMOS
A B c D E F G

Planta (10 mg/ml) Parte usada

P. australis Hoja + + - + + + =

P. australis Raiz = - - - - - -

P. australis Semilla - - - - = e -

5. brownei Hoja + + + + s - -

S. brownei Raiz - - - = - % <2

T. filifolia Hoja MR e e & -

T. filifolia Raiz - - = - - = =
Microorganismos ensayados: A= C. albicans, B= E. coli, C= P.
aeruginosa, D= S. typhi, E= S. flexneri, F= 5. aureus, G= S.
pyogenes. + = Inhibicién : - = No inhibicién.
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En el caso de los dermatofitos, se observdé gque los
extractos vegetales de las tres plantas en estudio tuvieron
efecto inhibitorio contra T. rubrum Gnicamente (Tabla 2).
TABLA 2. Fase de tamizaje de la actividad antidermatofitica

de P. australis, T. filifolia y 5. brownei. Etanol

al 50%.

MICROORGANISMOS
A B c D

Planta (10 mg/ml) Parte usada

P. australis Hoja - - - +
P. australis Raiz - - - +
FP. australis Semilla - - - +
S. browneil Hoja - - - s
5. brownei Raiz - - - -
T. filifolia Hoja = - - -
T. fi1lifolia Raiz - - - +

Hongos ensayados: A= A. flavus, B= E. floccosum, C=M. gypseum
D= T. rubrum. + = positivo: Inhibicién (porcentaje de
crecimiento < de 25%) - = negativo: No Inhibicién.
(porcentaje de crecimiento > 25%).

Para la fase de seleccién del mejor disclvente para
extraer el principio activo de la planta para bacterias, C.
albicans y T. rubrum los resultados se presentan en la Tabla

e
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rubrum.
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Tabla 3. Confirmacién de 1la actividad antimicrobiana de
hojas de P. australis, T. filifolia y S. brownei
utilizando tres disolventes.

MICROORGANISMOS
A B 2 D E F G
Planta Disolvente
P. australis Agua - - - - - - -
Diclorometano - - - - - - -
Etanol 80% + + + + + + +
5. brownei Agua - - - - - - -
Diclorometano = = = = = = =
Etanol 80% + + + + + + +
T. filifolia Agua 0 0 0 0 0 0 -
Diclorometano 0 0 0 0 0 0 —
Etanol 80% 0 §] 0 0 0 0 +

Microorganismos ensayados: A= C. albicans, B= E. coli, C= P.

aeruginosa, D= S. typhi, E= S. flexneri, F= 5. aureus, G= T.

rubrum. + = Positivo: Inhibicién. - = Negativo: No

Inhibicién. 0 = No ensayado.

En la Tabla 4 se presentan los resultados de la fase de

determinacién de la CIM para bacterias, C. albicans y T.



Tabla 4. Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de las hojas
de P. a ralis, S. browneli y T. filifolia.

(Disolvente = Etanol al 80%).

Concentraciodn mg/ml

Planta Micrcocorganismos 15 10 8.0 7.5 5.0 2.5
P. australis A 0 + + - - 0
B 0+ + - - 0

C o + + - - 0

D 0 - - - - 0

E 0+ + - - 0

F 0 + + - - 0

G + + 0 0 + -

S. brownei A 0 + + - . 0
B 0 + - - - 0

c 0 + + - - 0

D 0 + & o= - 0

E - B + - - 0

F 0+ + - - 0

G + - 0 s} + -

T. filifolia G + o+ 0 0 - -

Microorganismos ensayados: A= C. albicans, B= E. coli, C= P.

aeruginosa, D= 5. typhi, E= E. flexneri, F= S. aureus, G= T.

rubrum. + = Positivo: Inhibicién. -

Il

Negativo: No

inhibicién. 0 = No ensayado.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

En la presente investigacién se confirmé la actividad
antimicrobiana de tres plantas medicinales de uso popular en
Guatemala contra microorganismos causantes de infecciones
respiratorias, gastrointestinales e infecciones causadas por
hongos.

Para realizar la confrontacién microbiana se utilizdé la
técnica de dilucién en agar, la cual ademas de permitir la
dispersién homogénea de la muestra sobre el medio de cultivo
selectivo resulta ser un procedimiento rapido, simple ¥y
permite determinar la CIM de un producto contra seis u ocho
microorganismos a la vez. Asi mismo, no se hace necesario
gue las muestras estén estériles, pues los microorganismos
aerbbicos no se desarrollan bajo el agar solidificade y 1los
microorganismos contaminantes que puedan désarrollarse en la
superficie son facilmente reconocidos por lo gue no
representa ningin problema (35). Para los fines de este
estudio se utilizé 1la técnica de dilucién en agar segln
Mitscher et al. para bacterias y levaduras y la técnica de

dilucién en agar segln MacRae et al. para dermatofitos.

Las tres plantas utilizadas fueron seleccionadas princi-
palmente por ser hierbas gque demostraron tener actividad
antimicrobiana en trabajos anteriores y por gque se pueden
encontrar facilmente en lugares como Jjardines y arriates de
las casas o bien a orillas de los rios, en bosques de pino, ¥y

cipres, matorrales, pantanos, milpas, etc. Ademas pueden ser

recolectados durante la mayoria de meses del afio.
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En esta etapa se obtuvo que los extractos etandlicos de
las hojas de §S. brownei inhibieron el crecimiento de (.
albicans, E. coli, P. aeruginosa, S. typhi, S. flexneri y S.
aureus. En estudios anteriores presentd tener efectos
inhibitorios contra S. aureus y S. pyogenes; en el presente
estudio se pudo confirmar los resultados obtenidos para S.

aureus pero no para S. pyogenes.

En investigaciones realizadas anteriormente, 18
filifolia presentdé efecto inhibitorio scbre 5. typhi, 8.
flexneri y dermatofitos. En la presente investigacién

solamente se pudo confirmar la actividad inhibitoria contra
T. rubrum.

Para P. australis no se han reportado estudios
realizados anteriormente sobre esta especie. En el presente
estudioc se pudo demostrar gue su actividad antimicrobiana fue
la misma gque para S. brownei.

Fara el caso de los hongos se obtuvo gque solamente T.
rubrum fue inhibido por los extractos de las tres plantas en
estudio.

En la segunda fase se determindé el mejor disolvente para
extraer la mayor cantidad del principio activo de los 6rganos
gque presentaron inhibicidén en la fase de tamizaje, toméndose
para ello las hojas de cada planta, las cuales se maceraron
con tres disolventes de diferente polaridad (agua, diclorome-
tano y etancl al 80%). El etancl al 80% demostrd ser el
mejor disolvente.

En la tercera fase se determind 1la CIM para lo cual se
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utilizaron las mismas técnicas gue en las fases de tamizadje vy
seleccién del mejor disclvente. Come resultados se obtuvo
una CIM de &mg/ml para bacterias y C. albicans y de 2.5mg/ml

para T. rubrum,.

Entre las principales causas de las diferencias entre
los resultados obtenidos anteriormente y los del presente
estudio se encuentran: el lugar donde se 1llevdé a cabo la
recoleccidén, de las plantas, etapa de floracidén, disolventes
utilizados para la extraccién del principio active, y el uso
de microorganismos de diferente cepas. Ademas de esteo, en
los trabajos realizados anteriormente se utilizé 1la téénica
de difucién en agar segan Bauer-Kirby, donde la difusién de
la muestra podria no ser lo suficientemente homogénea, ya que

en esta técnica el extracto se coloca sobre el medio de

cultiveo usando un disce, un ecilindro o una cavidad como
reservorio. La muestra entra en contacto con el medio
inoculado con £l microorganismo, vy después de la incubacién

se mide el didmetro de inhibicién (zona clara alrededor del
reservorio). Asi mismo para dicha inoculacién del
microorganismeo se requiere gue &sta haya alcanzado una
turbidez de 0.5 del patron de MacFarland en donde puede
existir cierto porcentaje de error gue den como resultados
falsos positivos o negativos.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se tiene gue los
extractos de las tres plantas investigadas presentaron
actividad inhibitoria contra al menos un microorganismo,

guedando confirmada la primera hipotesis. Se demostrd ademas
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gue las hojas presentaron mayor actividad inhibitoria que las
raices, ya gue estas udltimas solo inhibieron el crecimiento
de T. rubrum confirmandose de esta forma la segunda hipotesis

planteada en el presente estudio.
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19. CONCLUSIONES
Las tres plantas en estudio presentaron actividad
antimicrobiana contra al menos un microorganismo.
Las hojas presentaron mayor actividad antimicrobiana que
las raices.
Los extractos etandlicos de P, sustralis v 5. brownei
inhibieron el crecimiento de C. albicans, v E. coli, P.
aeruginosa, v S. tvphi, 5. flexneri, y S. aureus.
S. pvogenes, A. flavus, E. floccosum, v M. gypseum no
fueron inhibidos por ninguno de los extractos veggtales,

I. rubrum fus inhibido pDr.lGS extractos etandlicos de
tres plantas en estudio.

El mejor disclvente gque extrae la mayor cantidad del
principio activo vegetal antimicrobianc es el etancl al
B@adk.

La CIM de P. au is v 5. brownel para las bacterias y
C. albicaps fue de 8 me/ml.

La CIM de P. australis, 5. browpei y I. filifolia para

T. rubrum fue de 2.5 mg/ml.



11. RECOMENDACIONES

Realizar estudios in vitro similares al presente,
utilizando plantas recolectadas en otras adreas

geograficas y en diferentes épocas del afo.
Efectuar un estudic de espectro antimicrobiano de los

géneros Plantago, Tagetes y Satureia.

Estudiar la toxicidad de los extractos de los diferentes
6rganos vegetales.

Investigar otras propiedades farmacoldgicas gue permitan
conocer mejor la actividad bioldgica de estas plantas y
su forma de interaccidén con otros O&rgancs Yy sistemas,
tales como actividad diurética, espasmclitica, sedante,
antiinflamatoria, cicatrizante y expectorante.

Realizar estudios in vivo para comprobar la eficacia de

estas plantas en el tratamiento de infecciones
respiratorias, gastrointestinales e infecciones causadas

por heongos.
Elucidar el principic activo causante de la actividad

antimicrobiana.
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Patrén que se utiliza para inocular bacterias ¥ hongos en la
confirmacion de la actividad antimicrobiana.

Fig.

No.

1A

Patrén de ocho partes iguales con una 2ona clara
en el centro para bacterias.

Fig. No. 1E Patrdn para dermatofitos.
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