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1. RESUMEN

Para el presente estudio se utilizaron cinco extractos que presentaron la mejor actividad
antimicrobiana, obtenida de estudios previos en el laboratorio donde se realizd esta
investigacién. Los extractos estudiados fueron: corteza de Byrsonima crassifolia (nance),
hojas de Psidium guajava (guayaba), hojas de Simarouba glauca (aceituno), hojas de Lippia
graveolens (orégano) y hojas de Acalypha gualtemalensis (hierba del cancer) la extraccion de
su principio activo se hizo por percolacién con metanol absoluto, todos los extractos fueron
utilizados en una concentracion de 1,000 ppm. Estos extractos fueron evaluados contra bacterias

nosocomiales multiresistentes, (bacterias que solo fueran susceptibles a un antibiético de

eleccion o a ninguno) reunidas en el Hospital General San Juan de Dios (HGSID).

Las bacterias evaluadas fueron Pseudomonas aeruginbsa (intermedio a imipenem), Staphy-
lococcus aureus (susceptibles a la vancomicina) y Klebsiella ozanae ( multiresistente) el método
utilizado fue el de Mitscher e¢f al. De todos los extractos estudiados el tnico aque no presentd
actividad fue el de las hojas 4. guatemalenses en una concentracion de 1,000 ppm, las hojas
de Byrsonima crassifolia (nance) presentaron actividad con un CIM de 500 ppm para S. aureus
y de 1,000 ppm para P. aeruginosa, €l mismo CIM de 1,000 ppm se obtuvo para las hojas de
Simarouba glauca (acietuno) que sélo fueron activa s para P. aeruginosa y S. aureus en un
CIM de 1,000 ppm, las hojas de Lippia graveolens (orégano) present6 actividad contra S.
aureus un CIM de 1,000 ppm y para P. aerugirosa con un CIM de 500 ppm. El iinico extracto
que presento actividad contra K. ozanae fue el de P. guagjava con un CIM de 1,000 ppm, a la
vez que también inhibid con el mismo CIM a P. aeruginosa.

Con el estudio anterior se demuestra que las plantas poseen actividad antimicrobiana, estas
plantas s6lo habidn sido evaluadas con cepas de referencia lo que hace relevante el estudio,
como estos extractos presentaron actividad, es necesario realizar fraccionamiento bioguiado
y comenzar a trabajar su toxicidad tanto aguda como crénica, para llegar a la evaluacion

preclinica.
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2. INTRODUCCION

La infeccion nosocomial se ha definido como aquella que se presenta después de las primeras
48-72 horas de estancia en un hospital, y que no estaba presente o bien no se encontraba en
periddo de incubacién al momento del ingreso del paciente. Se debe de tomar en cuenta que el
periodo de 48-72 horas se utiliza para diferenciar una infeccién.intrahospitalaria de la que se
adquiere en la comunidad; algunas infecciones nocosomiales pueden presentarse previas a

este lapso, particularmente cuando se asocian a procedimientos invasivos.

La mayoria de estas infecciones son causadas por bacterias que por su alta incidencia son
multiresistentes a los antibioticos de eleccion, segun el boletin epidemildgico sobre
susceptibilidad antimicrobiana del Hospital General San Juan de Dios, con datos de octubre-
noviembre de 1998, se reporta que existe una incidencia por mes del 8.9 por ciento de bacterias

causantes de enfermedades nosocomiales multiresistentes. La multiresistencia es producida

por la mutacion que sufre la bacteria al cambiar su secuencia de nucleétidos, y dara como

resultado una proteina alterada con actividades enzimaéticas que anulardn el principio activo
del antibiético de eleccién, esto se da por sustitucién, supresion e insercién (mds comun el

primero) de un nucledtido por otro que afectara la estructura del acido desoxiribonucleico

(ADN).

Como esta descrito, el principio basico de los antibidticos es inhibir la multiplicacion de
bacterias, a la vez de inactivar enzimas que sirven para su metabolismo, al ser usados

constantemente y por peridédos prolongados dard como resultado bacterias multiresistentes.

Trabajos de investigacion por el Laboratorio de Productos Fitofarmacéuticos FARMAYA
y por el Departamento de Citohistologia de la Facultad de CCQQ y Farmacia han descrito la
existencia de unas 243 plantas con algln poder antimicrobiano contra diferentes géneros y
especies de bacterias que no presentan multiresistencia, de las cuales podemos citar: hojas de
hierba del cancer (Acalypha gautemalensis), corteza de nance (Byrsonima crassifolia), hojas
de | chicajol  (Eupatorium  semialatum), hojas de orégaho (Lippia

graveolens) hojas de guayaba (Psidium guajava), hojas de aceituno (Simarouba glauca) 'y
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hojas de pericon (Tagedes lucida), las que demostraron evidencia que pueden ser utilizadas
contra microorganismos .causantes de diarrea y disenteria, en los casos de bacterias

gramnegativo y en infecciones causadas por bacterias grampositivo.

Se ha dilucidado que el principio activo de estas plantas es de estructura polar, debido a que
los extractos con mayor actividad fueron extraidos con solventes como etanol y acetona los

que podrian ser enfrentados contra bacterias multiresistentes.

Para este estudio se utilizaron los cinco extractos que presentaron la mejor concentracion
minima inihibitoria (CIM) y se extrajeron con metanol para obtener el principio activo,
utilizando el método de dilucién de Mitscher,
después de tener listo el medio con el extracto que tuvo una concentracién de 1,000 ppm, se
procedio a reunir las bacterias con el criterio de multiresistecia adoptado, donde se incluyeron
aquellas bacterias grampositivo del género Staphyloccocus o gramnegativo que por lo menos
sean susceptibles a un antibidtico de eleccion entre los cuales podemos citar: amikacina,
ampi;:ilina, ciproﬂoxacind; ticarcilina, tobramicina, imipenem y cefoperazona. Estas fueron
obtenidas del Hospital General San Juan de Dios de Guatemala (HGSJID) antes de realizar la
prueba se verificé que todas sean resistentes a los antibi_éticos.de eleccidn anteriormente

descritos.

Para la determinacién de la concentracién minima inihibitoria (CIM) se tomaron aquellos
extractos que lograron inhibicion del microoorganismo con diferentes concentraciones del
extracto vegetal (1000, 500 y 250 ppm)

segin el método de Mitscher.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Definicién sobre enfermedades nosocomiales:

Una infeccion nosocomial (IN) tradicionalmente se ha definido como aquella que se presenta
después de las primeras 48-72 horas de estancia en un hospital y que no estaba presente o en

periodo de incubacion al momento de ingreso (1).

El seguimiento de estos criterios es el sisten‘ia mas practico y sencillo para realizar la
vigﬂancia, sin embargo también tiene limitaciones. Se debe tomar en cuenta que el periodo de
48-72 horas que se utiliza para diferenciar una intrahospitalaria de la que se adquiere en la
comunidad es solamente un parametro general. Algunas infecciones nosocomiales pueden
presentarse previas a este lapso, particularmente cuando se asocian a procedimientos invasivos.
Se han documentado bateremias nocosomiales que se presentaron antes de las 24 horas de
internamiento. En otras circunstancias, el periodo de incubacién de un infeccidn adquirida en
la comunidad podria ser mas prolongado. De tal manera el intervalo de 72 horas no debe de

ser aplicable a todas las enfermedades y habra que considerar los diagndsticos especificos.

Los criterios para el establecimiento de las existencia de diferentes tipos de infecciones
(Anexo 1) tienen también excepciones; pero el hallazgo de ficbres, tos o una respuesta favor-

able a la administracion de antibidticos puede ayudar a esclarecer la duda (2).

La prevencion de estas infecciones incluye:
* Lavado de manos antes y después de entrar en contacto con las partes
mucosas del cuerpb de los pacientes.
* Asepsia cuando se inserta o manipula cualquier tipo de catetér o sonda.

* Cuidado en la manipulacién de la terapia de procesos respiratorios (2,3).
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3.2 Principales micoorganisfnos nosocomiales:

Durante décadas pasadas, se ha visto un incremento de la severic_iad de las infecciones
nosocomiales, causadas por bacterias grampositivo o negativo que son resistentes a los
antibidticos. Entre estas se tiene a Enferococcus y Pseudomonas aeruginosa y por hongos
especialmente por el género
Candida sp. (4,5)

Escherichia coli y S. aureus son los microorganismos mas frecuentemente se aislan de
4reas mucosas, Staphylococcus coagulasa-negativo son los que son aislados en el torrente
sanguineo, como también bacterias del género Klebsiella. El principal foco de transmision es
el tracto gastrointestinal y en ' |
otros casos la mala asepsia de los diferentes instrumentos que estan en contacto con el paciente
(3,6).

3.2.1Principales microorganismos nocosomiales aislados en Guatemala

Se tienen datos de octubre-noviembre de 1998 en el Hospital General San Juan de Dios
(HGSJD), donde se han reportado bacteremias causadas por microorganismos multiresistentes
especialmente por bacterias del género Klebsiella sp, las que han causado sepsis a nifios recién
nacidos en menos de 6 horas (5). Segln la informacién-del HGSJD de los antibiogramas de
cultivos procedentes de hemocultivos, coprocultivos, urocultivos y cultivos de secreciones
varias; se conoce que las principales bacterias nocosomiales multiresistentes son: E. coly, S.
aureus, Staphylococcus, coagulasa negativo, K ozanae, Streptococcus pyogenes, Enterobacter
aglomerans, Pseudomona sp, Acinetobacter colcoaceticus, Proteus mirabilis y Salmonella

enteritidis (7)

3.2.1.1 Bacteria Grampositivo
3.2.1.1.1. Género Staphylococcus.

Son microorganismos esféricos de 0.5 a 0.75 m. de didmetro que se presentan aisladas, en
pares y se dividen caracteristicamente en mas de un plano formando conglomerados (racimos)
irregulares, inmoviles, no se les conoce estadio de reposo.

Gram positivo su pared celular contiene dos componentes principales: un peptidoglucano y
dcido teicoico asociado. Los estafilococos son quimioorganotréficos, su

metabolismo es respiratorio y fermentativo son anaerobios facultativos, se desarrollan mas
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rapido en condiciones aerobiosis, la temperatura ptima para su crecimiento es de 36 C, estan

principalmente asociados a glandulas de la piel y mucosas de animales de sangre caliente, sus

huéspedes sos multiples y muchas cepas son potencialmente patogenas (8).

3.2.1.1.2. Patologia:

La infeccion estafilocécica mas comun es la cuténea penetrando la gléndula sebacea o el
bulbo de un cabello donde encuentran un medio de nutricién adecuado para su desarrollo. Si
bien las infecciones cutineas benignas son frecuentes, la enfermedad estafilocdcica severa es
rara, lo que destaca la excelente barrera protectora provista por la piel y las membranas muco-
sas. Las quemaduras de tercer grado, las heridas traumaticas, las- incisiones quirdrgicas, las
tlceras por decubito o tréficas y ciertas enfermedades virales constituyen algunas de las muchas
causas que producen la enfermedad, entre las mds comunes producidas por este género de
bacterias estdn el foranculo y carbinculo siendo la mas superficial la foliculitis, en la cual esta
infectado el foliculo piloso dando como resultado la formacién de una lesion focal supurativa,
un carbénculo es similar a un forunculo, pero tiene multiples focos y se extiende a las capas
mas profundas del tejido fibroso, el impétigo se da mas en el recién nacido formando pustulas
o lesiones impetigosas, esta enfermedad es muy contagiosa, y cuando aparece en una guarderia
0 una escuela se disemina de forma epidémica. |

También se encuentra el sindrome de piel escaldada que comprende un espectro de
enfermedades dermatologicas con una etiologia comun causada por la toxina esfoliativa

estafilococica (10).

3.2.1.1.3 Tratamiento:

La eleccion debe limitarsse a los farmacos penicilinasa-resistentes, puesto gue la mayor
parte de las cepas aisladas tanto en las infecciones hospitalarias, come en las adquiridas en la
comunidad son resistentes a la penicilina G, la penicilina V, y la ampicilina.

Para las infecciones cuténeas en general es eficaz la terapéutica oral con una

penicilina semisintética, como la oxacilina y la nafcilina o la dicloxacilina. La oxacilina




la nafcilina no son recomendables para el tratamiento oral debido a que su absorcion es lenta
e impredecible, si el paciente es alérgico a la penicilina se puede utilizar eritromicina. En caso

de enfermedad grave se recomienda la administraciéon parenteral de nafcilina o de oxacilina.

La vancomicina o las cefalosporinas son sustitutos parenterales adecuados con el paciente
alérgico. La resistencia multiple a los antibidticos es un rasgo habitual de las cepas de S.
epidermidis que producen enfermedad, esto no solo complica la terapettica, sino ademés
provee un reservorio de resistencia antibidtica genética para S. aureus mas virulento, por lo
que se recomienda usar antes un antibiograma local contra S. epidermidis si fuese necesario y
en ausencia del mismo debe incluirse un aminoglucosido (gentamicina o tobramicina) con

cefalotina o rifampicina, o vancomicina sola (11).

3.2.1.1.2 Género Streptococcus
Son microorganismos esféricos u ovoides. miden de 2 pum. de didmetro, se presentan en
pares o cadenas cuando se desarrollan en medios liquidos, ocasionalmente méviles en el grupo
de serolégico D, gram positives, quimioorganotréficos de metabolismo fermentativo sus
requerimientos minimos nutritivos son generalmente complejos, su temperatura Optima
alrededor de 37°C (7). Son bactérias patégenas para el hombre entre las mas importantes
estan: § pyogenes, S. agalactiae, S. Faecalis, S. preumoniae y el grupo viridans.
Su principal identificacion es por su accién en el medio agar sangre de camero (ASC) los 3-
hemoliticos son aquellos que producen una zona clara alrededor de la colonia como resultado
de la lisis total de eritrocitos por las hemolisinas. Los organismos ¢-hemoliticos producen

una zona de hemolisis incompleta y decoloracién verdosa del medio (8).

3.2.1.1.3. Patologia _
Muchas de estas cepas tienen predileccion por el tracto respiratorio superior en

oposicion a la piel, los mecanismos responsables de la especificidad del tejido no estin
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claros, sin embargo hace poco se ha demostrado que las cepas cutaneas o faringeas pueden

unirse de forma selectiva a las células epiteliales en estos sitios (9-10).

Los Streptococcus son destruidos con rapidez después de la ingestion y la desintegracion de
la mayor parte de los microorganismos ocurre en 1 a 4 horas, pero la pared es resistente a la
lisozima y pueden pefsistir de manera indefinida en las células o en los tejidos. La pared
celular y el peptidoglucano de los estreptococos del grupo A pueden producir lesiones
inflamatorias cronicas por los factores quimioticticos capaces de producir inflamacién.

Los padecimientos inflamatorios supurativos son; faringoamigdalitis, escarlatina, eripsela,
impétigo e infecciones purulentas en diferentes aparatos y tejidos, los no supurativos son:
fiebre reumadtica y glomerulonefritis. Los criteribé. mas importantes para el diagndstico de la
fiebre reumatica la presencia de: carditits, poliartritis, eriterma marginal, n6dulos subcutaneos
y con menor importancia: fiebre, artralgias, aumento de la velocidad de sedimentacion globu-

lar y el aumento de la proteina C reactiva circulante (9).

3.2.1.1.4 Tratamiento

La penicilina es ¢l tratamiento de eleccion en las infecciones piogenas en caso de alergia al
los (3-lactdmicos eritromicina o clindamicina. En los padecimientos producidos por
autoanticuerpos solamente los corticosteroides y los salicilatos son de utilidad, pero en estos
enfermos debe administrarse penicilina benzatinica para prevenir infecciones por S. pyogenes
que pueden agravar el cuadro. Es de vital importancia, la prevencién de la fiebre reumatica y
la glomerulonefritis. Esto se hace con el tratamiento oportuno de las faririgitis en los nifios y
cuando éstas se repiten con frecuencia, administrar penicilina benzatinica por tiempo
prolongado, en casos extremos durante muchos afios.

Los estreptococos del grupo D, se encuentran colonizando el intestino del hombre y se han
reportado en endocarditis y en infecciones urinarias, es importante identificarlos porque son

resistentes a penicilina; el tratamiento se hace con vancomicina, estreptomicina o kanamicina

(11).




3.2.2 Bacterias Gramnegativo:

3.2.2. 1 Fermentadoras:

Incluye tres géneros mas comunes e importantes causantes de. diarrea bacteriana, Salmo-

nella, Shigella, E. coli (enteropatogena, enterohemorragica, enterotoxigénica, enteroadherente
y enteroinvasiva) y también se encuentran los géneros Klebsiella y Proteus, ¢stos son bacilos
gramnegativo, algunos son moviles y otros inmoéviles, entre sus diferencias bioquimicas
tenemos la fermentecion de diferentes biomoléculas entre la que se pueden citar: carbohidratos,
aminoacidos etc. |

Crecen con facilidad cuando son cultivados in vitro y algunos son de la microbiota del

tracto gastrointestinal por lo que son indicadores de contaminacién fecal (8).

3.2.2.2 Patologia:

El género Salmonella es causante de la salmonelosis en el hombre que se manifiesta por tres
tipos de cuadros clinicos: fiebres enténicas (ﬁébre tifoidea y paratiofoidea), enteritis y septice-
mia; Las enteritis son los cuadros mas benignos, se manifiestan por diarrea severa que
generalmente se autolimita en menos de una semana. La fiebre tifoidea es un padecimiento
que puede manifestarse en forma benigna o en forma grave sobre todo cuando se presentan
complicaciones como son: perforacion intestinal, hemorragia, colecistitits o abscesos.

A la shiogellosis se le conoce como disenteria bacilar, es causado por bacterias del género
Shigella manifestando fiebre, seguida de pseudodiarrea con tenesmo rectal, tambi€n se observan
las formas hiperagudas que son las formas mas graves con deshidratacién y desequilibrio
electrolitico y las formas atenuadas, generalmente muy benignas, autolimitantes y sin
complicaciones. Los bacilos produc'en pequefios absceso a nivel del colon y particularmente
en el asa sigmoides que después evolucionan a la formacién de tlceras.

E. coli es laprincipal enterobacteria que cuande coloniza otros tejidos desarrolla infecciones
de alta gravedad, es frecuente encontrarla en heridas, puede infectar vias respiratorias, meninges,
peritoneo puede producir abscesos del higado, infecciones

urinarias o producir septicemias de alta mortalidad, otros géneros de Dbacterias

FPRAPIFNAN DF LA UNIVERSIBAB DE SAN CABIDS Df GUATEMALAY
| s:blioteca Ceontrol _
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los azticares.

Se pﬁeden distinguir dos tipos dentro de este género: las flourescentes: P. aeruginosa, P.
Sfluorescens, y P. pultida, y el grupo no fluorescente formado por: P. pseudomallei, P. mallei,
P. cepacia, P. maltophilay P. picketti.

De todas las especies, la que més frecuentemente se ha encontrado en infecciones humanas

es Pseudomonas aeruginosa (8).

3.2.3.2 Patologia:

Las infecciones por P. aeruginosa, se observa mas frecuentemente en personas con inmunidad
deprimida, en los pacientes que sufren quemaduras, alteraciones metabélicas como la diabe-
tes, con neoplasias malignas y que han sido sometidos a instrumentacién o caterismo, con
frecuencia se manifiestan infecciones urinarias en personas de edad avanzada y debe cuidarse
a los pacientes sometidos a drogas inmunosupresoras.

Puede instalarse en cualquier érgano o tejido, desde una simple herida o quemadura, invadir
el ofdo externo, colonizar las vias urinarias, los pulmones, el endocardio, la cornea y los
huesos. De una infeccién localizada en alguno de estos tejidos, puede diseminarse por el
torrente circulatorio producir septicemias de alta gravedad e instalarse en otros tejidos dando

lugar a procesos supurativos, estas formas clinicas diseminadas son de una alta tasa de
mortalidad (11).

3.2.3.3 Tratamiento:
La gran mayoria de las cepas aisladas son susceptibles a: amikacina, gentamicina, tobramicina
y colistina. Muchas de ellas son susceptibles también a cabernicilina y ticarcilina.
Es muy importante mencionar que la asociacion de tobramicina y cabernicilina tiene un

efecto sinérgico de mucha utilidad sobre todo en las infecciones diseminadas, pero se ha

encontrado resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion (11)
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3.2.3.4 Género Acinetobacter:

El género Acinetobacter se encuentra en la suciedad y en la agua y con poca frecuencia se
encuentra en la piel y las membranas, mientras que antes se reconocian una especie 4.
calcoaceticus, y dos subespecies (variedad anitratus y variedad iwoffi) el andlisis de la
homologia del ADN ha permitido definir especies adicionales. Si embargo, la separacion
fenotipica de las especies plantea problemas y se ha propuesto llamar a los patégenos humanos
A. baummannii o complejo 4. calcoaceticus-A baumannii, actualmente se esté experimentando

una reorganizacion taxondmica (8,11).

3.2.3.5 Patologia:

Poco se sabe acerca de los factores de virulencia de este grupo de microoganismos, pero
parece que forman pequefias cantidades de endotoxinas. A pesar de que no suelen se patégenos,
se han asociado a una frecuencia creciente de septicemia, neumonia, bacteriuria e infecciones
en heridas.

Los Acinetobacter son patdgenos oportunistas no fermentadoras que suelen causar infecciones
respiratorias nosocomiales. Como Pseudomonas proliferan en ambientes himedos y se han
encontrado como contaminantes comunes del equipo de terapia respiratoria y los dispositivos
de monitorizacién. Estos organismos forman parte también de la microbiota orofaringea nor-
mal en una pequefia proporcion de sujetos adultos, y pueden proliferar hasta alcanzar gran

nimero durante la hospitalizacion (12).

3.2.3.6 Tratamiento:
Acinetobacter es o puede ser resistente a muchos antibidticos, aunque es posible tratar las
infecciones como aminoglucosidos seleccionados, cefalosporinas de amplio espectro o

imipenem (12).

3.3 Mecanismos de resistencia antibidtica:
El desarrollo de cepas de bacterias resistentes a farmacos puede ocurrir por diversos

mecanismos. La utilizacién de antimicrobianos ejerce una presion selectiva que

estimula la proliferacién de cepas resistentes, la variabilidad de los agentes microbianos
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ejercen fuertes presiones selectivas sobre las poblaciones bacterianas, lo que favorece a los
microorganismos que son capaces de resistirlas (13,14). Diversos mecénismos condicionan la
variabilidad genética; pueden haber mutaciones puntuales en un par de bases del nucleotido,
lo que se denomina cambio microevolutivo, capaces' de alterar el sitio blanco de un agente
antimicrobiano e interferir asi en su actividad.

Un segundo nivel de variabilidad genémica en las bacterias, se le denomina cambio
macroevolutivo y determina un reordenamiento en escala completa de grandes segmentos de
ADN como un fenémeno tnico. Estos reordenamientos pueden ser inversiones, duplicaciones,
inserciones de elecciones o transposicién de grandes secuencias de ADN, de un lugar del
cromosoma bacteriano a otro. estos reordenamientos en escala completa de grandes segmentos
del cromosoma bacteriano suelen ser creados por elementos genéticos especializados conocidos
como transposones o secuencias de insercion, que tienen la capacidad de moverse con
independencia del resto del cromosoma bacteriano (15).

Un tercer nivel de variabilidad genética, es la adquisicién por plasmidos por el ADN extraiio

transportado por bacteriofagos o elementos genéticos transponibles (16).

3.3.1 Inhibicion enzimatica:

Las resistencia a los antibiéticos [3-lactamicos se debe principalmente a la produccion de
[3-lactamasas enzimas que inactivan a estos antibioticos desdoblando el enlace amida del
anillo B-léctamico. Existen numerosas B-lactamasas codificadas por genes cromosdmicos o
por genes transferibles localizados en plasmidos o transposones. Se ha definido tres clases de
distintas enzimas sobre la base de estudios de secuencia de amino4cidos y nucleétidos. Los de
la clase A tienen pesos moleculares de aproximadamente 29,000 poseen un residuo serina en
su sitio activo e hidrolizan preferencialmente penicilinas. Un ejemplo es la TEM-1 B-lactamasa,
prevalente en bacilos gramnegativos. La clase B son metaloenzimas con un grupo tiol fijador
de zinc requerido para la actividad [3-lactamasa. Laclase C comprende las determinadas por

el gen cromosdmico amp C. de E. coli K-12 que comparte una extensa homologia de secuencias
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con [3-lactamasas mediadas cromosémicamente de especies de Shigella sp. y klebsiella sp, 1a

clase D hidrolizan la oxacilina.

3.3.1.2 Bacterias grampositivo:

Los estafilococos son los principales patﬂc')genos productores de [3-lactamasa que hidrolizan
prefentemente penicilinas. La mayoria son inducibles y son excretadas fuera de la célula (10).
Los genes que las codifican suelen ser transportados en pequefios pldsmidos o transposones.
También existen plasmidos mas grandes que codifican para [3-lactamasas y otros tipos de
resistencia, los cuales se pueden transferir por conjugacion no sdlo entre cepas de S. aureus,
sino también entre S. epidermidis (16-22).

3.3.1.3 Bacteria gramnegativo:

Las bacterias gramnegativo producen un variedad mucho mayor de B-lactamasa que las
grampositivo ya que estan determinadas por plasmidos (23), todas son producidas
constitutivamente y pueden agruparse en seis clases amplias:

- Las que hidrolizan bencil penicilina y cefarolidina a velocidades
similares (enzimas de amplio espectro).

- Las que hidrolizan con rapidez oxacilina y penicilinas (oxacilinasas)

- Las que degradan carbenicilinas con facilidad (carbenicilasas)

- Enzimas que activan los oximino [3-lactamicos como cefotaxima,
ceftazidima o aztreonam ([3-lactamas de espectro extendido)

- Enzimas que degradan los oximo-[3-lactimicos y son resistentes al
clavulanato, cefalosporinas. Los genes que codifican estas enzimas
son similares en la secuencia de nucledtidos a los genes
cromosomicos de B-lak:tamasa de Enterobacter, Citrobacter y
Klebsiella oxytoca teniendo caracteristicas bioquimicas
similares (23,24).

- Una B-Iactamasa poco habitual se halla en P. aeriginosa que

hidroliza el imipenem la cual es llamada carabapenemasa (26).

3.3.2 Distibucién en aislamientos clinicos:
La existencia de genes [3-lactamasas en pldsmidos y transposones asegura que una
-lactamasa confinada en principio a un grupo de bacterias puede aparecer mas tarde o

*




mds temprano en otros grupos. El uso difundido de antibidticos alienta la seleccién de

microorganismos resistentes que aumentan la prevalencia local y después se diseminan por
todo el mundo, causando brotes nosocomiales esporadicos que producen B-lactamasas
causando un problema endémico en algunos hospitales. En consecuencia la presion de
seleccion secundarnia al uso hospitalario difundido de un

[3-lactamico aumenta en apaﬁencia la colonizacién del tracto digestive o respiratorio de otros
pacientes y sobreviene infeccién. La falta de control de los brotes, ha determinado la aparicién
de nuevos tipos de mutantes de f3-lactamasas de espectro extendido en la misma institucion

y €n ocasiones en el mismo paciente (25-26).

3.3.3 Contribuciones de las [3-lactamasas a la resistencia de los .
antibidticos [3-lactamicos:

El nivel de resistencia a los antibidticos, mediado por una determinada B-lactamasa en una
poblacién de bacterias se determina por variables. La eficiencia de la ﬁ-lactamésa para
hidrolizar el antibidtico depende de su velocidad de hidrolisis y de su afinidad por el antibiético,
otras variables son la cantidad de enzima producida por la célula bacteriana, la susceptibilidad
de la proteina blanco al antibidtico y la velocidad de la difusion del antibidtico hacia la

periplasma de la célula (25-29). :

3.3.4 Enzima modificadoras de resistencia a los aminoglicésidos:

La resistencia enzimética a los aminoglucdsidos, se logra por la modificacidn del antibi6tico
en el proceso del transporte a través de la membrana citoplasmica. La resistencia a un
determinado aminoglucésido es una funcién de dos velocidades diferentes, la de la captacion
del farmaco versus la de su inactivacion, es factor importante para determinar el nivel de
resistencia es la afinidad de la enzima modificadora por el antibiético. Si una enzima tiene
una alta afinidad por el aminoglucdsido especifico, entonces puede haber inactivacion del
farmaco a muy bajas concentraciones. En los tltimos afios se han observado aumentos en la
resistencia a los aminoglucésidos mediada por plésﬁﬁdc')s que transportan los genes modificados

de los aminoglucdsidos entre brotes heterogéneos (30).
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3.3.5 Cloramfenicol acetiltransferasa:

La resistencia al cloramfenicol en microorganismo grampositivo y gramnegativo, es mediada
fundamentalmente por una enzima inactivante, conocida como cloranfenicol acetiltransferasa.
Codificada por genes cromosdmicos que le dan una homologia determinante para actuar

directamente sobre el sitio activo del cloramfenicol (32). |

3.3.6 Permeabilidad de la membrana externa:

La membrana externa es una bicapa lipidica que actiia como una barrera contra la penetracion
de los antibidticos de la célula, situada por fuera de la pared celular de peptidoglucanos de
las bacterias gramnegativo, esta membrana externa estd ausente en las bacterias grampositivo.
La porcion externa de esta doble capa estd compuesta principaimente por lipopolisacéridos
formados por moléculas de hidratos de carbono estrechamente unidos, que impiden el ingreso
a antibiéticos hidréfobos, como la nafcilina o eritromicina. Los agentes que alteran la integridad
como la poliximina o las mutaciones que inducen la produccion de lipopolisacéridos

. defectuosos, determinan un aumento de la permeabilidad a los antibiéticos hidréfobos. El
pasaje de antibi6ticos hidrdfilos a través de esta membrana externa es facilitada por la presencia
de porinas proteinas que estan dispuestas de modo de formar canales de difusion llenos de
agua que pueden atravesar los antibi6ticos. Por lo regular una bacteria contiene airededor de
10" moléculas de porinas, éstas pueden reguiar el nimero relativo de diferentes porinas en

respuesta a la osmolaridad de los medios circundantes (33). '

La velocidad de difusién de los antibiéticos a través de esta membrana externa es una funcion
" no sélo del niimero y las propiedades de canales de porina, sino también de las caracteristicas
fisicoquimicas del antibidtico. Por lo general cuanto mas grande es la molécula del antibiotico
mas cargas negativas tiene y mayor es el grado de hidrofobia, menos probable es que penetre

a través de la membrana externa.




3.3.7 Permeabilidad de la membrana interna:

La velocidad de ingreso de las moléculas de aminoglucésidos de las células bacterianas es
una funcién de desunién de un transportador anidénico habitualmente no saturable, con lo cual
conservaran su éarga positiva y son arrastradas después a través de la membrana citoplasmica
por la carga negativa interna de la célula. Estd carga interna depende de la concentracion real
de aminoglucésido en un momento dado. La generacion de energia o la fuerza motora protonica
que se requiere para transportar el sustrato a la célula puede estar alterado en mutantes resistentes

a los aminoglucosidos (34).

3.3.8 Promocion de la expulsion de antibiéticos:

El principal mecanismo de resistencia a la tetraciclina observado en los microorganismos
entéricos gramnegativo, obedece a la menor acumulacion del farmaco.

Esta reduccion de la captacidn, en un proceso dependiénte de energia que esta relacionada
con la generacién de una proteina de la membrana interna producida por el determinante de
resistencia a la tetraciclina. La menor captacion de tetraciclina del medio extracelular, también
explica su acumulacion reducida dentro de las células resistentes, estos determinantes de
resistencia se pueden hallar en el cromosoma o plasmidos y con frecuencia se encuentran en

elementos genéticos transponibles (27-35).

3.4 Métodos para medir susceptibilidad antibiotica:

La medicién de esta actividad puede hacerse por métodos de difusion o dilucién. El método
de difusién se usa como un procedimiento cualitativo, semicuantitativo y a veces cuantitativo,
generalmente los microorganismos son categorizadds' como resistentes, intermedios o
susceptibles para cada agente antimicrobiano, éstos son aplicados en forma de discos de papel
filtro y se conoce como método de Bauer'-Kirby (.1 1,13).

El método de dilucién se usa para determinar la concentracién inhibitoria minima (CIM)
que se requiere del agente antimicrobiano para inhibir o matar al microorganiémo, cuando se
hace el ensayo como tamizaje de productos naturales el método mas recomendado es el de
Mitscher, ¢l cual es reproducible, sensible y relativamente facil de estandarizar y

procesar. La CIM es la concentracidn mas baja en la que no hay crecimiento

1FROPIEDAD OF LA INVERSIDAD DF SA¥ CARIQS i BUATEMALA)
- B:b!iotera Centrol __‘
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visible del microorganismo; esta prueba puede ser en caldo (tubo) y en agar (placa) (13,36).

Los microorgaﬁismos a emplearse para la deteccidn de la actividad antimicrobiana deben
pertenecer a cepas comerciales internacionalmente reconocidas. En el caso de algunas bacterias
fastidiosas es necesario usar cepas recientement;s aisladas. Para determinar el espectro de
inhibicién de una planta se usan cepas aisladas de material clinico e identificado por los
procedimientos estandar. Se utilizan diversos microorganismos cubriendo las principales
familias grampositivo y gramnegativo como también los que mas frecuentemente causan

infeccidn (Anexo 2).

3.4.1 Método de difusion:
3.4.1.1 Principio:

El crecimiento exponencial de bacterias en el medio de cultivo adecuado es inhibido por las
moléculas bicactivas que difunden el agar. Este procedimiento se basa en el descrito por

Bauer-Kirby usado para evaluar la actividad antibacteriana vegetal (13).

3.4.1.2 Procedimiento:

Impregnar discos de papel secante de 6 mm de didmetro y 0.6 mm de grosor con 50 LL] del
extracto (aplicar 20, 15, 15 LLI) y secar en campana de flujo laminar, para ensayar la CIM
aplicar 40, 30, 20,y 10, LLl. Luego preparar cajas de agar Mueller-Hinton (AMH), estandarizar
un cultivo de 24 horas en caldo tripticasa soya (CTS) con el tubo No. 0.5 del estandar de
Macfarland, inocular masivamente en la superficie de cajas de AMH, dejar reposar 3-5 minutos,
aplicar los discos impregnados en quintuplicado, incubar a 35°C por 24 horas y medir los
halos de inhibicion en milimetros. Este procedimiento se puede aplicar a levaduras, pero el
moéculo se estandariza con el tubo No. | del estandar de Macfarland y la incubacién es de 48

horas (13).

3.4.1.3 Interpretacion:

La actividad se determina por el diametro de halo de inhibicién, 6mm es

negativa, 6-9 mm es intermedia y >9mm es positiva. Como controles se deben usarse discos
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impregnados con disolventes (control negativo) o con un antibidtico de referencia (controt

positivo) (13).

3.4.2 Método de dilucion:
3.4.2.1 Principio:

El crecimiento exponencial de las bacterias inoculadas en la superficie o en la profundidad
del medio, es inhibido por las moléculas bicactivas diluidas en el agar. Este procedimiento
ofrecera una distribucién homogénea del compuesto en el agar y esta basado en el descrito por

Mitscher et al (13).

3.4.2.2 Procedimiento:

Preparar cajas de agar Mueller Hinton (AMH) conteniendo el extracto a evaluar, si es bor
primera vez con 10 mg/ml, incubar durante toda la noche para descartar contaminacion. Luego
inocular las bacterias en caldo tripticasa soya (CTS), inc;.lbar 24 horas a 35°C, diluir 1:100 en
agua destilada esteril y por ultimo inocular en estrias por cuadruplicado en la superficie de
AMH-E (Anexos 3) e incubar a 35°C durante 24 horas.

Este procedimiento puede aplicarse a levaduras, pero el indculo se diluyehl :10 vy laincubacion
es de 48 hrs (13).

3.4.2.3 Interpretacion:
Evaluar el crecimiento de bacterias (-) o su inhibicion (+), y puede evaluarse la CIM utilizando

diluciones decrecientes del extracto (13,36).

3.5 Extractos mesoamericanos con actividad antimicrobiana:
3.5.1 Simarouba glauca DC (Aceituno): _

Dioscoroides se refiere a esta planta como un amargo. Las antiguas farmacopeas espafiolas
incluian un jarabe de raiz y hojas que gozd de gran prestigio como colagogo y laxante (35).

Carlomagno la listaba entre las 75 plantas que deben cultivarse en los jardines.
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3.6.1.2 Ubicacion:

Nativo de Mesoamérica en bosque secos subtropicales, regiones himedas o pobladas de

matorrales, sobre laderas secas rocosas abiertas, en variedad en regiones desde el sur de Mexico
a Centro América y el Caribe en alturas hasta de 900 msnm. En Guatemala se ha descrito en
Baja Verapaz, Chiquimula, El Progreso, Izabal, Jutiapa, Petén, Quiche, Retalhuleu, Santa
Rosa, Zacapa (36).

3.5.3 Usos medicinales y actividad farmacolégica:

La infusién de la corteza y raiz se usa por via oral para tratar malaria, afecciones
gastrointestinales (diarrea, dispepsia, atonica, debilidad, amebiasis,infecciones por helmintos,
vomito), nerviosismo, fiebre intermitente, y tos. La tintura de las hojas tiene actividad
antiamebiana. Las hojas machacadas se aplican topicamente para el tratamiento de afecciones
cutaneas, prurito y algunas formas de cancer.

Estudios experimentales antimicrobianos demuestran que la tintura de hojas es activa con-
tra S. typhi, S. flexneri, E. coli, enteropatdgena, S. aureus, S. enteritidis, S. dysenteriae, con
una concentraciéon de minima inhibitoria (CIM) de 2mg/ml, ha demostrado actividad
antimalérica sobre Plasmodium gallinaceum. La infusién de la corteza tiene actividad contra
esquizontes de Plasmodium bergheii similar a la droga de referencia (artemisinina, 50mg/kg).

Vindas en Costa Rica ensay6 en 1951 un tintura de corteza al 20% en 30 pacientes con

amebiasis, demostrando curacidn sin efectos secundario (36).

3.5.2 Tagetes lucida Cav. (Pericon):

Género de 35 especies, segiin Rydelberg todas americanas. Descrita como adivinatoria,
alucinogena, medicinal, mistica y religiosa en las principales fuentes histéricas precolombinas
y coloniales en México y Guatemala; el manuscrito Badiano la describe como incienso de
sacrificios, Herndndez como estimulante del apetito venéreo y cura para gente loca y asustada,
Y Sahaguin como adormecente para el sacrificio de pristoneros. En Guatemala se colectaba con
fines medicinales; segun la tradicidn antesdeldia de San Juan (24 de junio), después “el diablo

se revuelca en ella”.
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Para su extenso en atencién primaria de salud para enfermedades comunes, se ha incluido

en el programa Nacional de Plantas Medicinales para su uso desarrollo quimico-agronémico.

3.5.2.2 Ubicacién

Nativa de México a Honduras en bosques de encino y laderas de 1,000-2,000 msnm. Es
abundante en la época de lluvia, desaparece en época seca. En Guatemala se ha descrito en
Chimaltenango, El Quiche, Jalapa, Guatemala, Huehuetenango, Petén, Quetzaltenango,

Sacatepéquez y San Marcos.

3.5.2.2 Usos medicinales y actividad farmacologica:

La infusién de flores y hojas se usan por via oral para aliviar el parto, tratar la anemia,
inflamacion de los ojos, afecciones nerviosas, gastrointestinales (colico, diarrea, disenteria,
flatulencia, indigestion, ndusea, parasitismo intestinal, vémitos y enfermedades respiratorias
(amigdalitis, cefalea, fiebre, gripe, neumonia,resfriado,tos ferina) dolor menstrual, mordedura
de escorpion, hepatitis, paludismo, 'reumatismo, retencion urinaria, afecciones nerviosas,
tumores y ulceras (36).

Estudios experimentales antimicrobianos demuestran que la tintura de hojas y flores es
activa contra E. coli, S. dysenteriae, S. flexneri, S.typhi, S. pyogenes y ligeramente activa
contra Neisseria gonorrehae. El espectro de inhibicion del extracto metandlico demostr6 una
inhibicion del 60% de cepds de P. aeuriginosa, 15% de cepas de S. typhi; la tintura tiene un
CIM del extracto etandlico de 1mg/ml. (36).

3.5.3 Psidium guajava Hj. (Guayaba)

Es dificil precisar el lugar de origen se estima que es del sur de México o del Amazona
Colombiano; su fruto que es usado para preparar jaleas y postres, los espaiioles y portugueses
llevaron semillas a sus colonias, que luego fueron mejoradas y cultivadas en Asia y Africa.
Existen mas de 90 variedades, la mayor producci()n es en India, Brasil, Colombia, Cuba y
Mexico. El uso medicinal de las hojas es precolombino, hay evidencia

de que sus hojas “acidas y astringentes y muy olorosas, curan la sarna y suelen usar de




3.5.3.1 Ubicacién

Nativa de América tropical, se encuentra en bosques humedos y secos, pastos y bosquesillos

puros del arbol; sembrado comercialmente en zonas célidas de Africa y Asia hasta 1,800
msnm. En Guatemala se ha descrito en todo el pais, particularmente en Baja Verapaz,

Chimaltenango, Chiquimula, Jutiapa, Santa Rosa y Suchitepéquez.

3.5.3.2 Usos medicinales y actividad farmacoldgica:

La decoccién de hojas y corteza se usa por via oral para tratar afecciones digestivas (amebidsis,
diarrea, disenteria, c6lico, dolor de estomago, parasitismo intestinal, vomito), anemia, artritis,
diabetes, hemorragia, hinchazon, uretritis, asma, y resfrio. La decoccién de raiz se usa para
tratar hidropesia. _

A las hojas y corteza se les atribuye propiedades antimicrobianas, antiemética,
antiinflamatoria, antihelmintica, antiééptica, antitusiva, astringente, carminativa, espasmolitica
y tonica. El fruto se usa para aliviar la congestion respiratoria, se le atribuye propiedad
astringente, febrifuga y desinflamante. _

Estudios experimentales demuestran que la tintura de hojas es activa contra E. coli, S.
dysenteriae, S. typhi, S. aureus, S. pneumoniae, S. flexneri, P. aeruginosa, es inactiva contra
Vibrio, cholerae, y N. gonorrehae, el mejor disolvente es el etanol y la CIM Smg/ml para S.
typhi, y S. aureus. El extracto metanélico de los frutos verdes es activo contra Shigella spp y

V. cholerae (36).

3.5.4 Lippia graveolens HBK (Orégano):
Con el nombre de orégano se conoce mds de 53 plantas de diferentes especies e incluso

familias, que por sus aceites esenciales de aromas parecidos han sido usados indistintivamente.

- Es usado con fines culinarios y medicinales desde los tiempos griegos y romanos; Plinio

recomendaba las cataplasmas para tratar picaduras de escorpiones, Dioscérides en el siglo I y

Gerard en el siglo XVI describen varias especies de oréganos medicinales.
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3.5.4.1 Ubicacién:
Es nativa desde sur de Texas a Nicaragua, se encuentra en bosques secos y montes €spinosos
subtropicales, en pendientes pedregosas muy secas, en matorrales hiimedos o secos y planicies

hasta 350 msnm. En Guatemala se encuentra en Petén y Zacapa.

3.5.4.2 Usos medicinales y actividad farmacoldgica:
La deccocién o infusién de hojas se usa para tratar anemia, afecciones gastrointestinales

(amebiasis, colico, diarrea, disenteria, dispepsia, estrefiimiento indigestién) y respiratorias

(asma, bronquitis, catarro, laringitis, pleuresia, resfrio, se le contribuye propiedades

antioxidantes, antisépticas, aromaticas etc.

También se aplica para la cicatrizacion de heridas, llagas e inflamaciones de la garganta; en
bafios se usa para fortalecer nifios debilitados, combatir la gripe y para aliviar el prurito y la
sarna, en cataplasma para madurar abscesos, calmar neuralgias y aliviar induraciones, cancer
y tumores; en fricciones y bafios se usa como calmante. La planta freséa macerada en aceite se
aplica a los dolores reumaticos; la maceracién alcohélica para contrarestér ataques.

Estudios antimicrobianos, demuestran que la tintura de hojas de L. graveolens, es activa
contra £. coli, P. aeruginosa, S. typhi, S. flexneri, 8. aureus, S. pneumoniae, S. pyogenes, pero
inactiva contra Haemophylus influenzae, la infusién de hojas demostr6 actividad contra los

mismos microorganismos, presentando un CIM etanélico de 1.75 mg/mi (36).

3.5.5 Eupatorium semialatum Benth. (Bacché):

Es un arbusto nativo de Guatemala, silvestre y abundante en bosques hiimedos v secos de
pino-encino y ciprés, muy oloroso en la floracién, tiene follaje amargo por lo que se usa en
medicina doméstica, pero su distribucion es mas bien restringida al norte de Centro América.

Mucho del material Guatemalteco ha sido determinado como E. ligustrinum.




3.5.5.1 Ubicacién
Nativo del noreste de México y Centro América, crece cerca de matorrales o en areas forestales

mixtas, mas a menudo en bosques nubosos de pino, pinabete, encino y roble, pero a veces en
bosques de ciprés de 1,000-3,000 msnm. En Guatemala se ha descrito en los departamentos

de Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, El Progreso, Guatemala, Jalapa,

Quetzaltenango, San Marcos y Zacapa.

3.5.5.2 Usos medicinales y actividad farmacolégica:

La deccocién de las hojas y corteza tiene sabor amargo, se utiliza popularmente en Guate-
mala, especialmente en Alta Verapaz, donde se suministra por via oral para el tratamiento de
la diabetes y paludismo, también se usa para tratar afecciones gasﬁointesinales (amebiass,
disenteria, diatrea, dolor de cabeza, dolor de estomago, inflamaci6n intestinal), dolor de cuerpo,
dolor de huesos, enfermedades de la sangre, y de los rifiones, inflamacion del higado, tos y tos
ferina.

Estudios experimentales demuestran que la tintura de las hojas es activa contra bacterias £.

coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. pyogenes, S. typhi, con un CIM etanélico de 1mg/ml (36)

3.5.6 Byrsonima crassifolia (1) HBK (Nance):
i) Popul Vuh dice “Vucub-Caquix tenia un gran arbol de nance, cuya fruta era la comida de
Vucub Caquix...Hunapt e [xbalanqué habian visto que esa era su comida escondidos entre las
hojas, llegd Vucub Caquix directamente a su comida de nances”, Hernandez indica que la
- corteza del tronco astringente y posee naturaleza fria y seca. El polvo cura las dlceras, se
aplica en lociones eficaces para disolver los tumores de las piernas, el fruto es comestible,
grato gl gusto y suave, ha sido citado por autores franceses como Descourtilz (1833) y Grosourdy
(1864). Se cultiva en nancitales por sus frutos que se comercializan desde tiempos

precolombinos, el nombre es de origen nahualt, pero se usa en toda la region.
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3.5.6.1 Ubicacion _
Nativo de México a Sur América y Caribe en bosques secos y tropicales hasta 1,800 msnm.
En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Chiquimula, El Progreso, El Quiché, Escuintla,

Huehuetenango, Retathuleu, Santa Rosa, Suchitepéquez y Zacapa.

3.5.6.2 Usos medicinales y actividad farmacolégica:
El cocimiento de corteza y flores se usa por via oral para tratar afeccionés respiratorias

(amigdalitis, asma, bronquitis, fiebre, tos), digestivas (colico, diarréa, disenteria, estrefiimiento,

indigestion), dolor de muelas, hemorragias, mordedura de culebra, parasitos y favorecer el
parto y la expulsion de la placenta. El fruto se usa para tratar fiebres y las semillas para tratar
la disenteria. Por via topica se usa para tratar afecciones dermatumocosas (estomatitis, leucorrea,
piodermia, tinea, tlcera, vaginitis), tumores y-apretar los dientes.

Se le atribuye propiedad acaricida, antifungica, antineurélgica, antitusiva, astringente,
cicatrizal, desinflamatoria, digestivé., emenagoga, febrifuga y tonica.

Estudios antimicrobianos demuestran que el extracto acuoso de hojas, corteza, y raiz es
activo contra E. coli y S. aureus. La tintura de la corteza en activa contra S. flexneri, S. typhi,

V. cholerae, S. pneumoniae, S. pyogenes y P. aeruginosa conun CIM de 1 mg/ml (36).

3.5.7 Alcalypha guatemalensis Pax & Hoffm. (Hierba del cancer):

Género de mas de 400 especies en ambos hemisferios, al menos 31 presentes en Guate-
mala, cinco reciben el nombre popular de “Hierba de Cancer” (4. arvensis, A. guatemalensis,
A. alopecuroides, A. pheloides, A triloba) y se le atribuyen multiples propiedades medicinale—s=

sobre todo como cura del cancer, aunque no existe ninguna evidencia al respecto; otras especies

del género presentes en la region se conocen con el mismo nombre y se usa para tratar diversas

- formas de cancer.
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3.5.7.1 Ubicacion:

Es nativa del sur de México a Sur América en matorrales y riveras hasta 1,500 msnm. En
Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, El Progreso, Escuintla, Guatemala, Huehuetenango,
Izabal, Petén, Retalhuleu, San Marcos, Santa Rosa, Suchitepéquez y Zacapa, comin en terrenos

removidos, secos o hiumedos, en campos de cultivo y vegetacion de 750-2,500 msnm.

3.5.7.2 Usos medicinales y actividad farmacolégica:

En Guatemala se vende como medicina de ramas con hojas de ambas especies, el
conocimiento de la planta se usa como tdnico y diurético. Por via oral se usa para tratar
afecciones gastrointestinales (amebiasis, cdlico, diarrea, disenteri’a, estrefiimiento, gastritis,
inflamacion), alergia, cancer, dolor de cabeza, menstrual, enfermedades venéreas, reumatismo,
pielonefritis, resfrio. Por via tépica la decoccion se usa en compresa, lavados y emplasto para
tratar afecciones de la piel (granos, llagaé, pie de atleta, piodermia) y en lavados para
vaginitis, picadura de serpientes y animales ponzofiosos, pies cansados, heridas y llagas.

Se le atribuye propiedad antiemética, antiséptica, desinflamante, diurética y espasmolitica.
Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de hojas de A. arvensis y guatemalensis
son activas contra S. aureus, S. typhi y 5. flexneri. El espectro de inhibiciéon demostré que un
60 por ciento de cepas de S. fyphi, 50 por ciento de S. aureus y 15 por ciento de P. aeuriginosa

son inhibidas por el extracto de A. guatemalensis, se confirmé la actividad contra S. flexneri,

S. aureus no asi contra S. fyphi, S. preumoniae y S. pyogenes, el mejor disolvente es metanol,

con un CIM 10mg/ml (36).




4. JUSTIFICACION

Las infecciones nosocomiales son una de las causas mas importantes de morbilidad y
mortalidad en los Hospitales Generales de Guatemala. En él Hospital General San Juan de
Dios de la ciudad capital se reporta, que los microorganismos causantes de estas infecciones
son bacterias que no pueden ser inhibidas pbr ningun antibidtico conocido, tal es el caso de
bacterias gramnegativo (especialmente P. geruginosa, Klebsiella spp.) que son resistentes a
los antibidticos de eleccién entre los cuales se pueden citar amikacina, ampicilina,

ciprofloxacina, ticarcilina, tobramicina, imipenem y cefoperazona.

En cuanto a las bacterias grampositivo se ha encontrado cierta resistencia especialmente del
género Staphilococcus spp. Por lo que se hace necesario buscar otros medios para tratar de
inhibir a las mismas y con esto disminuir la preocupante tasa de morbilidad y mortalidad a la

que nos estamos énfrentando.

Guatemala es un pais que cuenta con una inmensa rigueza natural, su flora en abundante y

variada, o que constituye uno de los mayores legados a los guatemaltecos.

Estudios previos realizados en el Departamento de Citohistologia de la Facultad de CCQQ-
y Farmacia informan que existen extractos de plantas medicinales con poder antimicrobiano a
las que han sido enfrentados diversidad de microorganismos que no presentan ningiin grado
de resistencia a los antibi6ticos tradicionales. Sin embargo se désconoce su poder contra
bacterias con patrones de resistencia antibidtica. Con este trabajo se evidenciars la actividad
de los extractos de: la corteza de Byrsonima crassifolia (na:nce), hojas de Psidium guajava
(guayaba), hojas de Simarouba glauca (aceituno), hojas de Lippia graveolens (orégano) y

hojas de Acalypha guatemalensis (hierba del cancer) contra bacterias multiresistentes de origen .

nosocomial, lo cual serd de beneficio para saber mas acerca de su poder inhibitorio.
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5. OBJETIVOS

General

Determinar el poder antimicrobiano de los extractos vegetales

mesoameéricanos contra bacterias nosocomiales multiresistentes.

Especificos:

Demostrar la actividad inhibitoria de los extractos: Byrsonima
crassifolia, Psidium guajava, Simarouba glauca, Lippia graveolens
y Acalypha guatemalensis contra bacterias nosocomiales

!
multiresistentes. - o

Determinar la concentracién minima inhibitoria (CIM) de los

extractos que poseen actividad contra bacterias nosocomiales

multiresistentes.
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6. HIPOTESIS

Ninguno de los extractos vegetales mesoaméricanos tienen poder inhibitorio

contra bacterias nosocomiales con CIM menor de 1,000 ppm.

{SFPIFOAD OF LA UNNERSIDAD DF SAN CARLDS Tt CUATEALA)
a B:blictarg Centrol __l

[
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de Trabajo:

Se utilizaron cinco de los extractos que poseen la mejor concentracion inhibitoria minima,
en el lugar donde se encuentra la mayor concentracion del principio activo: corteza de B.
crassifolia (nance) hojas 4. guatemalensis (Hierba del Céncer), Hojas de L. graveolens
(orégano), hojas de P. guajava (guayaba), hojas de S. glauca (aceituno) para realizar la prueba
de inhibicién, |

7.2 Muestra:

7.2.1 Se estudi6 dos cepas gramnegativo y una grampositivd del género Staphylococcus, para
hacer un total de tres cepas de bacterias multiresistentes las cuales se obtuvieron en el Hospi-
tal General San Juan de Dios y que son susceptibles a un antibiético de eleccion entre las
cuales se pueden citar: amikacina, ampicilina, ciprofloxacina, ticarcilina, tobramicina,

imipenem y cefoperazona.
7.3 Recursos:

7.3.1 Humanos:

6.3.1.1 Investigador:
Br. Osberto René Aguilar Granados _ ‘

6.3.1.2 Asesor;
Lic. Armando Céaceres




7.3.2 Institucionales
Laboratorio de Productos Fitofarmacéuticos FARMAY A, Departamento de Citohistologia

de la Facultad de CCQQ y Farmacia ciudad Universitaria z. 12, Hospital General San Juan de

Dios de la ciudad de Guatemala.

7.3.3 Fisicos:

——

7.3.3.1 Equipo:

7.3.3.2 Materiales:

Balanza Analitica

Rotavapor .

Autoclave

Refrigerador

Incubadora

Mechero

Campana microbioldgica

Unidad de Filtracion con bomba de vacio
Vortex o mezclador

Soporte de anillo.

Desecador

Tubos con tapon de rosca
Pipetas serologicas

Probeta graduada
Erlenmeyer de 250 a 500 ml.
Embudo de vastago corto
Cajas de petri de 15mm
Algoddn

Gasa

Asa de nicromo calibrada

Frascos de color ambar de 3 onzas

Agitadores de vidrios
Papel Filtro Whatman No. 1
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7.3.3.3 Solventes y Medios
Metanol al 100%
Agar Mueller Hinton
Taxos de Inhibicion
Estéandar de Mc Farland al 0.5%

7.4.4 Procedimiento:

- Se utilizaron cinco de los extractos que presentaron la mejor concentracion inhibitoria
minima (1,000 ppm.)

- Se realizd una extraccién con metanol (donde existe la mayor concentracién de principio
activo).

- Se utilizd el método de dilucién de Mitscher el cual consiste en: preparar agar Mueller
Hinton seglin las instrucciones del fabricante y cuanto aun no ha sido solidificado se agregara
9 ml. del medio a 1 ml. del extracto en la concentracion adecuada, para obtener una dilucién
del extracto de 1:10; luego se mezcld y se déj(’) solidificar incubando toda Ia noche a 35°C
durante 24 horas.

- Después de tener listo el medio con el extracto, se procedid a aislar y reunir por separado
cada bacteria multiresistente ( se definié bacteria
nosocomial multiresistente a las bacterias que por su constante aislamiento son resistentes a
todos o a un antibiotico de eieccién): dos gramnegativo (P. aeruginosa, K. ozanae) y una
grampositivo (S. aureus) de pécientes con infeccion ( Ver anexo 1).

- Se procedid a realizar la prueba de inhibicion en el departamento de Microbiologia
Hospital San Juan de Dios de Guatemala. |

- Se colocaron en medio Stock con aceite mineral en un tiempo no mayor de quince dias
antes de realizar la prueba, con ésto se evitd contaminacién que pﬁdo alterar el resultado
antibacteriano del extracto. |

- Se verifico antes de realizar la prueba que todas fueran susceptibles por lo menos aun
antibidtico de eleccion.

- Luego de la identificacion y verificacion de los géneros y especies de las bacterias, se

realizo la inhibicién por los extractos de la siguiente manera




33

se tomo del cultivo en medio stock una asada de la bacteria y se colocé en caldo tripticasa
soya incubandose a 37°C durante 24 horas.

- Luego se hizo una dilucion 1:100 de la Bacteria con agua destilada estéril y se comparé
con el estandar de MacFarland 0.5 para realizar la susceptibilidad antimicrobiana.

- También se utilizd cepas de referencia de cada género de bacteria multiresistente
recolectada: S. aureus (ATCC 2593) P. aeruginosa (ATCC 27853), K. pneumoniae (ATCC
25922), a las que se le hizo el mismo procedimiento anterior como control para verificar el
poder antimicrobiano de cada extracto. '

- Se elaboré una plantilla dividida en doce partes iguales y se coloco sobre ella la caja de
Petri que contiene el extracto con poder antibacteriano (Anexo 3).

- Luego se tomd la suspencion de las bacterias y se inoculd una bacteria diferente en cada
espacio, dejando un circulo vacio enel centro, que se incubd a 36°C  durante 24 horas.

- El circulo vacio que se dejo libre de bacterias en el medio sirvi6 para evaluar que no
hayan contaminantes en el agar con el extracto. Se observé el crecimiento, si éste es positivo
indica que el extracto no tiene actividad antibacteriana y si éste es negativo indicara que el
extracto tiene actividad antibacteriana. ' |

- Se determind el CIM con aquellos extractos que lograron inhibicion del microorganismo
con diferentes concentraciones del extracto que iograron inhibicién del microorganismo con
diferentes concentraciones del extracto vegetal (1000, 500 y 250 ppm). La metodologia a
utilizar se realizé con el mismo método de Mitscher, los resultados fueron interpretados asi:

positivo la caja con menor dilucidn del extracto antimicrobiano que presente inhibicion.

7.5 Disefio estadistico:
El analisis estadistico de los resultados ée realiz6é por medio de un anélisis binomial se
utilizd un ¢y, de 0.1, la preba de hipdtesis binomial sera:
Ho: el extracto de la planta no tiene efecto inhibitorio. (P=0.5)
Ha: el extracto de la planta si tiene efecto inhibitorio. (p=>0.5)

Ho: se rechazara si la probabilidad de error es <a alfa 0.1.
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Variable nominal: éxito = inhibicion (+)

fracaso = crecimiento (-)

Para obtener una mejor significancia, se realizaron las muestras de cada género de bacte-
ria multiresistente en el medio utilizado por triplicado, obteniendo un total de tres ensayos

antimicrobianos por medio.

Se realizo un control negativo donde se inoculd las bacterias en el medio con el solvente
sin extracto, para verificar su crecimiento en el medio, y control positivo donde se inocularon
las siguientes cepas de coleccién de cultivo tipo americano (ATCC): S. aureus (2593), P.
aeruginosa (27853), K. pneumoniae (25922), para verificar ¢l poder antimicrobiano de los

extractos utilizados.




8. RESULTADOS

En el presente estudio se utilizaron los extractos que presentaron la mejor actividad
antimicrobiana en estudios previos. En la Tabla 1 se indica los datos generales de las plantas

usadas las que fueron extraidos con el disolvente metanol:

Tabla No. 1
- - - Vegetales mesoamericanos con actividad antimicrobiana.
Nombre Cientifico - Nombre Comun *Organo con No. de
| Actividad Registro

Byrsonima crassifolia Nance Corteza 456

Psidium guajava Guayaba Hojas - 210

Simarouba glauca Aceituno ' Hojas 277

Lippia graveolens Orégano Hojas 456

Acalypha guatemalensis Hierba del Cancer Hojas 348

En la Tabla 2 se presentan las bacterias nosocomiales que fueron aisladas de pacientes del
Hospital General San Juan de Dios (HGSJD) y que fueron caracterizados en el departamento
de Microbiologia de este hospital.

Tabla No. 2

Bacterias nosocomiales multiresistentes aisladas.

Bacterias No. de *Susceptibilidad Atslado de
| Registro Antimicrobiana
Pseudomonas aeruginosa 1786 Intermedio Impenem. Extremidad inferior
derecha
Klebsiella ozanae 4648 Ninguno Hemocultivo
) Staphylococcus aureus 1786 Vancomicina Extremidad inferior
derecha

*Unicos antibidticos que causan inhibicidn.

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos por los extractos en estudio contra las
bacterias nosocomiales multiresistentes aisladas con diferentes concentraciones inhibitorias

minimas.
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Tabla No. 3

Actividad de extractos metandlicos contra bacterias nosocomiales multiresistentes.

CIM 1,000 ppm.

Extractos P. aeruginosa K. ozanae S. aureus
Byrsonima crassifolia + - +
Psidium guajava + + -
Simarouba glauca + - +
Lippia graveolens + - +
Acalypha guatemalensis - - -
CIM 500 ppm.

Extractos P. aeruginosa K ozanae S. aureus
Byrsonima crassifolia - - +

Psidium guajava - - -

Simarouba glauca - ' - .
Lippia graveolens + - -
Acalypha guatemalensis - ' - -
CIM 250 ppm.

Extractos P. aeruginosa K ozanae S. aureus

Byrsonima crassifolia - - -
Psidium guajava - - -
Simarouba glauca . - ' : -
- Lippia graveolens - - ) -
Acalypha guatemalensis - - -

Clave: += Inhibicion, - = No inhibicion.

Segun los datos presentados anteriormente se rechaza la hipotesis planteada debido a que el

unico extracto que no mostro actividad fue A. guatemalensis con un CIM de 1,000 ppm.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se utilizaron dos metodologias, para determinar la susceptibilidad
antimicrobiana de las cepas aisladas en el Hospital General San Juan de Dios (HGSJID). La primera
fué la técnica de Kirby-Bauer que consiste en una difusion en agar donde se impregna discos

* con antibidticos que es la de referencia para susceptibilidad antimicrobiana, la segunda técnica
utilizada para demostrar la actividad de los extractos vegetales fue la de Mitscher et al que es
de dilucion, ésta ofrece una distribucion homogénea del extracto en el agar, reduciendo al
minimo los errores que se pueden presentar (taxos vencidos o no colocados adecuadamente),
ya que el antibidtico se desplaza en forma de pelicula en todo el agar. Este método se utiliza

principalmente para determinar el CIM y es el de referencia para evaluar actividad

antimicrobiana de extractos vegetales, es de facil interpretacién y su analisis estadistico no es

parameétrico.

Para determinar la actividad antimicrobiana de extractos vegetales mesoamericanos contra

bacterias nosocomiales multiresistentes, se utilizaron los siguientes extractos: corteza de 3.

crassifolia (nance), hojas A. guatemalensis (Hierba del Céncer), hojas de L. graveolens

(orégano), hojas de P. guajava (guayaba), y hojas de S. glauca (aceituno). La concentracion

minima inhibitoria que en estudios anteriores presentaron con cepas de referencia fue de 1,000

ppm y fue extraida por percolacion con etanol. En el presente trabajo de investigacion fueron

_extraidos con metanol porque también es un solvente polar y su punto de ebullicién es méas

bajo que el etanol lo que ayudo a obtener los principios activos en menor tiempo.

Entre todos los extractos utilizados el inico que no mostré actividad alguna contra las tres

bacterias nosocomiales multiresistentes, fue 4. guatemalensis con un CIM de 1,000 ppm, por

lo que se acepta la hipotesis planteada solo para este extracto, pero se rechaza para los demas

extractos que si presentaron actividad antimicrobiana y se valida su uso popular como substancia

de lavado para diferentes herida.
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La bacteria que presentd mayor resistencia a los extractos vegetales mesoamericanos con

actividad antimicrobiana fue K. ozanae, siendo inhibida sélo pbr P. guajava (CIM 1,000
ppm). '

Como los extractos estudiados presentan buena actividad antimicrobiana se tiene la necesidad
de realizar una evaluacion preclinica para confirmar la actividad y evaluar la toxicidad de el
extracto y confirmar su farmacocinética, con ésto se lograria saber acerca de la inocuidad que
éstos pudieran presentar y comenzar a trabajar en la medicina experimental y lograr con ésto

el usa de la medicina natural que pudiera dar una alternativa para el tratamiento de diferentes

afecciones.




10. CONCLUSIONES

10.1 Los extractos vegetales mesoamericanos estudiados tienen actividad

contra bacterias nosocomiales multiresistentes.

10.2 El extracto que presentd mejor actividad contra S. aureus fue el de las

hojas de Bysonima crassifolia (nance) con CIM de 500 ppm.

10.3 El extracto que presentd mejor actividad contra P. aeruginosa fue el

de las hojas de Lippia graveolens (orééano) con un CIM de 500 ppm.

10.4 El tinico extracto que present6 actividad contra K. ozanae fue le extraido

de las hojas de Psidium guajava (guayaba) con un CIM de 1,000 ppm.

10.5 El extracto que no presentd actividad alguna contra ninguna bacteria

fue el de Alcaypha guatemalensis con un CIM de 1,000 ppm.




40

11. RECOMENDACIONES
11.1 Ampliar el estudio con otras plantas que presenten actividad de uso etnomédico o por

bioprospeccidn tales como: las hojas de Tagedes lucida (pericén) y de Eupatorium semialatum

(bachee), que ya se han trabajado en el laboratorio donde se realizo esta investigacion.

11.2 Iniciar estudios de fraccionamiento bioguiado para contribuir a la elucidacion del principio

activo de los extractos vegetales mesoamericanos con actividad antimicrobiana.
11.3 Evaluar la toxicidad aguda y cronica de los.extractos con actividad antimicrobiana.

11.4 Publicar los resultados del presente estudio, confirmando la utilidad de las plantas como

alternativa terapettica en el caso de diversas afecciones bacterianas.

11.5 Efectuar la evaluacién preclinica, que permita saber acerca de la inocuidad de extractos

bioactivos para el uso en la clinica experimental.
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13. ANEXOS
Anexo 1
Definiciones para establecer la existencia de Infeccién Nosocomial
- . . ‘

Sitio Criterio

Bacteremia Hemocultivo Positivo

Infeccién de vias Respiratorias Para faringoamigdalitis, catarro comun y rinorrea

N : SUpETIOrES _ purulenta: cuadro clinico.
~ Sinusitis Cuadro Clinico y Rx con imagen
- compatible
Y Otitis ' : Cuadro Clinico y explotacién otoldgica
compatible

Infeccion de vias respiratorias - Cuadro Clinico y nuevo infiltrado en

inferiores Rx torax.

Gastroenteritis Aumento brusco en el nimero y/o proporcién de liquidos
en las evacuaciones (diarrea) de dos o mds dias de
duracion,

Infecciones superficiales - Sitios de venopuncién: pus en el sitio de entrada
o flebitis séptica.

Conjuntivitis Presencia de hiperemia y/o inflamacién palpebral

' con secrecion ocular -

Onfalitis Inflamacién y/o hiperremia con pus en
el ombligo.

Piodermia Cuadro Clinico

Infecciones Urinarias Mas de 10’Bacteremia por ml en cultivo

Infecciones del Sistema Nervioso Meningitis: Cuadro Clinico con un citoquimico

Central : , compatible o cultivo LCR positivo.

| Encefaltitis y absceso cerebral: cuadro clinico
con o sin citoquimico o cultivo LCR.

Infecciones virales sistémicas Cuadro Clinico
Infecciones postquirirgicas . Pus en el sitio de la herida quirurgica
. Otros: Osteomelitis: Cuadro Clinico y Rx con imagen
compatible.
J Peritonitis: Cuadro Clinico y/o citoquimico o cultivo
- de liquido. :

\ 7

*Ponce S, “Manual de Prevencion y Control de Infecciones Hosgli]tialxarliagusg”, (I')rganizaci'c’)n
| 7; IV(13):25

Panamericana de la Salud, serie de HSP/Manuales Operativos PAL




ANEXO 2

Demostracion de la Actividad Antifungica y Antibacteriana

.
.. A Inéculo de bacteria de 24 hrs. )
H + Agar
¢ Muller-Hinton ° )
e Incubacién a 35 C por 24 horas
Extractos .
A
B
C
n
Indculo de 100 esporas de
A hongos filamentosos
- Apar )
- Sabouraud Incubacién a 27°C por 7-21 dias O O

*Caceres, “Plantas de Use Medicinal en Guatemala”, Editorial Universitaria lera.
Ed, Guatemala 1992 Pp: 52,305
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Anexo 3.

==cSAVD
S

- Plantilla dividida en ocho
Gaja da agar con el exiraclo a °
st{.rdiar yg'a plantila paries iguales 7 numeradas

U

Suspension de Bacteriag

Ineculativa haciendo una estria de cada
{ditucién 1:100)

bacteria diferente en cada espatio,
dejando un circuto vacio en el centro

* De Leén M, Inhibicion de Bacterias Patogenas por Siete Plantas Nativas del Departamento
de Alta Verapaz Para el Tratamiento de Infecciones. Guatemala: Universidad de San Carlos
de Guatemala, (Tesis de graduacion, Facultad de CCQ y Farmacia} 1995 pag. 37-38
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