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1. RESUMEN
Las enterobacterias son el grupo mdas comin de bacilos Gram negativo cultivados en los
laboratorios clinicos y se encuentran entre las bacterias patdgenas mas comunes dentro de los
hospitales. Las bacterias patégenas mds frecuentes en Guatemala son Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae 'y Enterobacter cloacae y para contrarrestarlas se han utilizado
antibidticos betalactdimicos para los cuales estas enterobacterias han desarrollado diversos

mecanismos de defensa, siendo la produccion de enzimas de tipo beta-lactamasa el maés

frecuentes (Brooks, 1999, Coyle, 2006, Itzep, 2005).

Las beta-lactamasas son enzimas producidas por bacterias que inactivan los antibidticos
betalactamicos al hidrolizar el anillo beta-lactamico de los mismos, siendo este el mecanismo de
defensa mds efectivo de las enterobacterias contra estos antibidticos. Por lo tanto las enzimas
beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas que fenotipicamente se caracterizan
por conferir resistencia a penicilinas, cefalosporinas (incluyendo tercera y cuarta generacion) y
monobactames, pueden ser inhibidas por inhibidores de beta-lactamasas, son capaces de
hidrolizar las oxiaminocefalosporinas (cefotaxima, el ceftazidima y la ceftriaxona) y son

inhibidas por el 4cido clavuldnico (Coyle, 2006).

La proyeccién de generar nuevas opciones para contrarrestar las infecciones producidas por
este tipo de bacterias multiresistentes conlleva a pensar en la posibilidad de utilizar medicina
alternativa, como la fitoterapia, para poder atacar a este tipo de microorganismos. Guatemala es
un pais muy rico en la flora medicinal, razén por la cual se han realizado diversos estudios en
donde se ha demostrado que plantas como el pericén, el nance, la guayaba, la mejorana,

zarzaparrilla, entre otras tienen actividad antibacteriana satisfactoria.

El objetivo del presente estudi6 fue contribuir con posibles alternativas de tratamiento
antibidtico natural para las infecciones que son causadas por enterobacterias productoras de
BLEE; asi mismo proponer y estandarizar la determinacion de la concentracién minima
inhibitoria (CIM) por la técnica de la microdilucién en placa utilizando como revelador de

viabilidad bacteriana el reactivo MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-



difeniltetrazolium) y de esta forma poder evaluar cepas clinicas productoras de BLEE contra

extractos de 9 plantas nativas de la region y determinar la CIM de los mismos.

Para la estandarizacién del método se utilizé un estindar de ampicilina y se enfrentd a cepas
de 24 horas de crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922. Después de una incubacion de 16-
18 horas a 37°C se reveld la viabilidad bacteriana con MTT a una absorbancia de 492nm. Se
realizé una curva de acumulacién de medias para obtener los valores finales de la técnica y se

determiné que el punto de corte es de -0.020 + 0.04 nm.

Con lo que respecta a la evaluacion de los extractos alcohdlicos de las plantas, todos los
extractos seleccionados para el estudio presentaron actividad antibacteriana en estudios previos
con una CIM menor a 250 mg/dl. Para la técnica de microdilucién en placa se utilizé una
concentracion de 200ug/ml de extracto. Ninguno de los 9 extractos evaluados present6 actividad
antibacteriana contra las cepas de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter
cloacae provenientes de asilamientos clinicos y productoras de BLEE. Es importante que se
realice este ensayo con una concentracion de extracto mas alta, ya que es probable que no pudo
detectarse la actividad de los mismos por evaluarse en una concentraciéon demasiado baja, aunque

dada la naturaleza de multiresistencia de estas bacterias no extrafia un resultado negativo.



2. INTRODUCCION

Las enterobacterias son un grupo de bacterias Gram negativo que producen una gran cantidad
de infecciones en el cuerpo, pueden causar desde una infeccion urinaria hasta una bacteremia y
llevar a complicaciones severas al paciente si no se les diagnostica correctamente y se les da el
tratamiento adecuado. Los antibidticos betalactdmicos son los medicamentos que se utilizan
como tratamiento de eleccidén para infecciones producidas por enterobacterias, debido a que son
medicamentos con baja toxicidad y amplio espectro. Sin embargo, las enterobacterias al estar
expuestas ante estos antibidticos han desarrollado diferentes mecanismos de resistencia, entre los
cuales se encuentran las enzimas beta-lactamasas. Estas enzimas son producidas por bacterias

que inactivan los antibidticos beta-lactdmicos al hidrolizar el anillo beta-lactdmico de los mismos.

Debido a que las enterobacterias cada vez desarrollan nuevos mecanismos de resistencia
contra los antibidticos mds utilizados, el hombre se ve obligado a desarrollar nuevos
medicamentos antibidticos de espectro mds amplio sin embargo esto conlleva que el

medicamento sea mds toxico y mds costoso para el paciente.

La medicina tradicional abarca una amplia variedad de terapias y préacticas que varian entre
paises y entre regiones. En algunos paises se denomina medicina «alternativa» o
«complementaria». La medicina tradicional se viene utilizando desde hace miles de afios, y sus
practicantes han contribuido enormemente a la salud humana, en particular como proveedores de
atencion primaria de salud al nivel de la comunidad. Dentro de esta medicina se encuentran
plantas que se utilizan con propiedades antibidticas y las cuales se les ha demostrado

cientificamente actividad antibacteriana.

Guatemala es un pais muy rico por su diversidad en la flora que posee y muchas de las plantas
que se cultivan o se encuentran en territorio guatemalteco pueden ser una nueva opcién como un
tratamiento antibidtico alterno o combinado contra las bacterias que en este pais causan la mayor
cantidad de infecciones en pacientes. Se evaluaron 9 extractos de plantas nativas contra cepas de

enterobacterias clinicas multiresistentes y no se encontré actividad antibacteriana de las mismas.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enterobacterias son un grupo de bacterias Gram negativo que producen una gran
cantidad de infecciones en todo el cuerpo a pesar que uno de los hébitat naturales es el intestino
de humanos. Los antibidticos betalactdmicos son los medicamentos utilizados como tratamiento
de eleccion para estas infecciones. Dentro de este grupo de medicamentos se encuentran las
penicilinas y cefalosporinas; dentro de este grupo de antibidticos de encuentran las penicilinas y
cefalosporinas. Sin embargo, las enterobacterias al entrar en contacto con estos antibidticos
desarrollan mecanismos de defensa (resistencia) en donde el més importante es la produccion de

enzimas beta-lactamasas.

Las beta-lactamasas son enzimas que inactivan el grupo de antibidticos beta-lactaimicos al
hidrolizar el anillo beta-lactimico de los mismos. Estas enzimas se describieron inicialmente en
Alemania y Francia, hace mds de 20 afios. En la actualidad se denominan betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), a las enzimas que tienen la capacidad de hidrolizar cefalosporinas de

tercera y cuarta generacion.

En Guatemala, existen plantas con actividad antibacteriana comprobada. Sin embargo,
los estudios realizados para evaluar esta actividad, se han hecho tunicamente con cepas de
bacterias Gram negativo de referencia y no con aislamientos clinicos y mucho menos con
bacterias multiresistentes. Existe diferencias entre las caracteristicas y comportamiento de las
cepas de referencia y las obtenidas de aislamientos clinicos debido a que las cepas que se
encuentran expuestas a tratamiento antibidtico y otros factores externos desarrollan mutaciones
genéticas para defenderse contra las adversidades. Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae
y Escherichia coli son enterobacterias de importancia clinica ademds de ser las tres principales

enterobacterias que mas infecciones causan a nivel de pais.

En esta investigacion se evalud la actividad de los extractos de diversas plantas contra
aislamientos clinicos de bacterias Gram negativo. La determinacion de la concentracién minima
inhibitoria (CIM) de los extractos se realizé por medio de la técnica de microdilucién. A pesar

que esta técnica es una de las mds exactas para este tipo de estudios, atin no ha sido estandarizada



en Guatemala, por lo tanto, primeramente se estandarizé con cepas de referencia y antibidticos
sintéticos, para luego realizar la evaluacion de las cepas clinicas contra los extractos de las

plantas.

La investigacion de alternativas naturales, tales como el estudio de extractos de plantas
medicinales con actividad antibacteriana demostrada, contra aislamientos clinicos de bacterias
Gram negativo es de gran utilidad en serd de gran utilidad en el 4&mbito terapéutico, ya que se han
hecho estudios evaluando esta actividad pero con compuestos aislados de plantas medicinales y
no han dado resultados satisfactorios. Debido a que las plantas son un complejo de metabolitos,
el mecanismo de accidn contra las bacterias puede ser diferente al de los antibidticos sintéticos.

Por lo que se espera que alguno de los extractos posea actividad contra cepas clinicas.
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4. JUSTIFICACION

La importancia de este estudio es determinar si alguna de las 9 especies de plantas
medicinales nativas, de uso popular, con actividad antibiética demostrada, posee actividad sobre
cepas clinicas de enterobacterias productoras de enzimas BLEE. Este es el mecanismo de
resistencia mds comun de este grupo de bacterias contra los antibidticos: penicilinas,
cefalosporinas y aztreonam. Estos antibidticos son utilizados a nivel intra como extrahospitalario

como tratamientos de eleccion contra las infecciones.

Se han evaluado compuestos aislados de plantas contra este tipo de bacterias, sin embargo
los resultados no han sido satisfactorios. En este estudio se evaluardn los extractos de las plantas,
como un complejo de metabolitos, con actividad antibacteriana comprobada en un nimero mayor

de cepas clinicas de enterobacterias productoras de BLEE.

Se han evaluado compuestos aislados de plantas contra este tipo de bacterias y los
resultados no han sido satisfactorios, se evaluardn los extractos de las plantas, como un complejo
de metabolitos, con actividad antibacteriana comprobada en un ndmero mayor de cepas clinicas

de enterobacterias productoras de BLEE.

Por otra parte, la estandarizacién de la técnica por microdilucién en placa para determinar
la CIM servird para investigaciones posteriores que se realicen dentro del pais ya que es un
método mds confiable que el tradicional en placas de agar Muller Hinton. Asimismo, los
resultados obtenidos de esas investigaciones tendran mayor validez para poder darlos a conocer

en revistas cientificas tanto de fitoterapia como de microbiologia.

Si alguna de las plantas que se evalie presenta actividad antibacteriana contra cepas
productoras de BLEE, esta investigacion servird como el primer paso para la formulacion de
productos fitoterapéuticos como un tratamiento alternativo y natural, accesible y econdmico para

la poblacion guatemalteca contra infecciones causadas por estas bacterias.
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Esta investigacion permitird demostrar la actividad antibacteriana de especies vegetales
para el tratamiento de las infecciones causadas por enterobacterias productoras de beta-
lactamasas y asi proponer alternativas menos toxicas y efectivas para los pacientes que se vean
afectados. También proporcionard las bases de nuevas investigaciones para poder realizar

productos fitoterapéuticos a partir de ellas y aportar nuevas alternativas terapéuticas para el

médico y los pacientes.
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5. MARCO TEORICO

5.1 Enterobacterias

Las enterobacterias son un grupo heterogéneo de bacilos Gram negativo, no
esporoformadores, inmdviles o méviles (por medio de flagelos peritricos), crecen en condiciones
aerobias o0 anaerobias (son anaerobios facultativos), crecen sobre peptona o medios con extracto
de carne sin suplementos, también crecen en Agar MacConkey, son fermentadores de azucares,
con frecuencia producen gas, reducen nitratos a nitritos y su hdbitat natural es el intestino de
humanos y animales, sin embargo puede intervenir en ocasiones en procesos patégenos intra o
extraintestinales. Se caracterizan por ser poco exigentes en sus necesidades nutritivas y
relativamente resistentes a la accién de los agentes externos (Brooks, 1999, Gillies et al., 1965,

Madigan, 2003, Murria et al., 1995, Pamarola, 1998).

5.1.1 Morfologia.
Bacilos cortos que cuando crecen in vitro la morfologia de la colonia es variable. Las colonias
tipicas son lisas, circulares, convexas, con bordes bien diferenciados, la mucosidad es variable y

depende del tamano de la capsula (Danis et al., 1996, Pamarola, 1998, Zwadyc, 1983).

5.1.2 Géneros y especies.

Se han definido mas de 25 géneros y 110 especies de estas bacterias; sin embargo, las de
importancia clinica comprenden de 20 a 25 especies. Entre los géneros de las enterobaceterias se
encuentran: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Salmonella, Proteus, Shigella, Citrobacter,
Serratia, Yersinia, entre otros. Algunas de estas bacterias, como Escherichia coli, forman parte
de la microbiota normal e incidentalmente causan enfermedad, en tanto que otros, Salmonella y
Shigella, con gran frecuencia son patégenas humanas y todas estas bacterias han desarrollado
mecanismos de resistencia contra los antibidticos mas frecuentemente utilizados (Brooks, 1999,

Danis et al., 1996, Soonenwirth, 1987, Zwadyc, 1983).

5.1.3 Enterobacterias mas comunes productoras de infecciones.

Entre las especies de enterobacterias patdgenas mds comunes se encuentran:
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5.1.3.1 Escherichia coli. Son bacterias aerobias y anaerobias facultativas, estd dotada de
motilidad por flagelos peritricos, son no esporoformadores. Las colonias son poco elevadas,
convexas, lisa, incolora, color opaco, no viscosas, borde entero, algunas tienen forma de ctipula y
en agar sangre algunas cepas producen beta hemolisis. Por lo general es indol positivo, lisina
descarboxilasa positivo, fermenta el manitol, lactosa, maltosa, otros azicares y produce gas a
partir de glucosa. Se encuentra usualmente como organismo predominante del intestino del
hombre y de los animales. Hasta hace poco se subestim6 la importancia de esta bacteria como
agente etiologico de enfermedad. En la actualidad se reconoce que este organismo puede causar
tres condiciones:
¢ Infecciones esporddicas de O6rganos internos, por ejemplo es causa importante de
infeccion en el aparato urinario y es responsable casi del 90% de las infecciones urinarias
primarias en mujeres jovenes, abscesos en Organos internos, septicemia, endocarditis y
meningitis.
¢ Diarrea epidémica grave en nifios.

¢ Diarrea no epidémica (Gillies et al., 1965, Smith et al., 1960).

5.1.3.2 Klebsiella pneumoniae. También llamado bacilo de Friedldnder. Se presentan como
bacilos cortos o coco bacilos Gram negativo o coco bacilo Gram negativo con extremos
redondeados. Aerobios o anaerobios facultativos, se encuentran sueltos o apareados, no tienen
movilidad y no esporulan. Se desarrolla facilmente en todos los medios de cultivo usuales de
laboratorio, produciendo después de 24 horas de incubacién colonias blanco-grisiceas de tamaio
mediano, con aspecto mucoso y semiliquido debido a que posee una cdpsula de polisacéridos
bastante grande. Fermenta la lactosa rdpidamente al igual que la sacarosa, salicinol, inositol y
produce acido y gas a partir de glucosa. Por lo general es positivo para las pruebas de lisina

descarboxilasa, citrato y urea (Koneman 1999).

Esta bacteria se encuentra en la nasofaringe y en las heces de casi 5% de las personas sanas y
se ha encontrado asociado en enfermedades de los pulmones, bronquios (como neumonias
bacterianas y condensacion necrosante hemorragica extensa del pulmén), aparato genitourinario,

conducto gastrointestinal, higado, vias biliares, piel, vagina y ttero. Su forma de transmision es
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por contacto directo. Klebsiella pneumoniae es comin en infecciones nosocomiales (Zinder

1997).

5.1.3.3 Enterobacter cloacae. Son bacterias que producen colonias elevadas, sin brillo metélico
y mds viscosas que las de Escherichia coli. Reaccionan positivo para citrato y ornitina
descarboxilasa, producen gas a partir de la glucosa y no sintetizan ADNasa (enzima que degrada

acido desoxiribonucleico, ADN) (Brooks, 1999, Danis et al., 1996).

En las personas sanas, la mayoria de especies se encuentran como comensales del tubo
digestivo, pero en los enfermos hospitalizados pueden colonizar otras mucosas, de manera que su
aislamiento adn en cultivo puro no permite diferenciar una colonizacién de la infeccién. Pueden
producir ocasionalmente infecciones oportunistas en el tracto urinario, vias respiratorias, heridas,
bacteriemias y sepsis por la administracion de soluciones glucosadas contaminadas en perfusion

intravenosa (Jawetz, 1987).
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5.2 Mecanismos de Resistencia

Se puede considerar a la resistencia antimicrobiana como la pérdida de la sensibilidad de un
microorganismo a un antibiético al que originalmente era susceptible. Este hecho involucra
necesariamente la aparicion de un cambio permanente en el material genético del
microorganismo, que se transmite a sus descendientes, los que por este motivo resultan también
resistentes al antibidtico en cuestion. Los cambios genéticos producidos dan lugar a diversos
tipos de alteraciones bioquimicas en el metabolismo bacteriano, las cuales pueden ser de tres
tipos generales:

e Cambios en el sitio de accion del antibidtico.

¢ Produccién de enzimas que modifiquen a la droga.

¢ Disminucién de la captacién del antibidtico (Abarca et al., 2001, Davis et al., 1990,

Nordase, 1998).

Las bacterias son capaces de producir enzimas llamadas beta-lactamasas las cuales son la
causa mas comun de la resistencia bacteriana hacia los agentes antibidticos beta-lactdmicos.
Mediante mutaciones en el ADN han sido capaces de generar nuevas enzimas beta-lactamasas
que inactivan a nuevos farmacos utilizados en su contra. Estas propiedades son transferidas
mediante plasmidos, no s6lo a la descendencia de una especie bacteriana, sino incluso a otras
especies bacterianas. Estas enzimas inactivan los medicamentos beta-lactdmicos al hidrolizar el
anillo beta-lactdmico de los mismos y actiian sobre la mayoria de penicilinas o cefalosporinas,
aunque en algunas ocasiones, ambos tipos de antibidticos resultan inactivos. En las bacterias
Gram negativo las enzimas permanecen dentro de la célula e inactivan los antibidticos beta-
lactdmicos en el espacio peripldsmico, esto es, en el espacio entre la membrana externa y la

membrana citopldsmica (Coyle, 2006, Gobernado, 2005, Livermore, 1995).

5.2.1 Las enzimas Beta-lactamasas.
o ) 0 S
Las beta-lactamasas son una familia de enzimas que " / \ -
e}
hidrolizan el enlace amida ciclico de la penicilina G y |R—C¢—NH—CH—CH C\
B A CH,
otros beta-lactamicos, inactivando al antibiético. En la
) . Qmmm( — N CH ——COOH
actualidad se conocen alrededor de 300 enzimas
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diferentes. La especificidad de la beta-lactamasa por un antibidtico beta-lactimico determinard la
eficiencia con la cual la bacteria hidroliza al antibidtico. Estas pueden ser BLEE o beta-
lactamasas de amplio espectro (BLEA) (Bush et al.,, 2004, Morales, 2004, Navarro-Navarro et
al., 2005, Rosales, 1997, Wong-Bennger, 2001).

Los genes que codifican a las beta-lactamasas pueden ubicarse en el cromosoma bacteriano
(por mutacién), pldsmidos o elementos de transposicién (por transduccidn, transformacién o
conjugacion). Los pldsmidos y elementos de transposicion refuerzan la diseminacién de genes de
beta-lactamasas entre una variedad de especies bacterianas (Bush et al., 2004, Morales, 2004,

Ramos et al., 2006).

5.2.1.1 BLEA. Estas enzimas se han originado de las enzimas TEM-1, TEM-2 o SHV-1 tras
sufrir diversas mutaciones que les confiere a las bacterias cierta resistencia a cefotaxima,
ceftazidima y otras cefalosporinas de amplio espectro y aztreoman, pero no aportan resistencia a
la accién de las cefamicinas o imipenem. Estas enzimas se encuentran codificadas en plasmidos,
lo que les otorga una capacidad de diseminacion entre distintas cepas. En las bacterias Gram
negativo las més importantes de estas beta-lactamasas ligadas a plasmidos son la TEM-1 y en
menor grado la SHV-1 (en Klebsiella pneumoniae) y la PSE-1 (en Pseudomonas aeruginosa)

(Casellas et al., 2005, Machado et al., 2005, Mugnaioli et al., 2006).

5.2.1.2 BLEE. Son enzimas que fenotipicamente se caracterizan por conferir resistencia a
penicilinas, cefalosporinas (incluyendo tercera y cuarta generacién) y monobactames, pueden ser
inhibidas por inhibidores de beta-lactamasas, son capaces de hidrolizar las
oximainocefalosporinas (cefotaxima, el ceftazidima y la ceftriaxona) y son inhibidas por el dcido
clavuldnico. Las cepas que producen BLEE, en su mayoria son enterobacterias (en particular
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli) su transferencia ocurre a través de plasmidos. Entre
los microorganismos que producen beta-lactamasas cromosdmicas se encuentran Yersinia
enterocolitica, Klebsiella oxytoca, Citrobacter diversus, entre otros. El control genético de la
produccién de beta-lactamasas es inducido por un plasmido o cromosoma. Una gran cantidad de

plasmidos provienen de las enzimas TEM-1, TEM-2 y SHV-1 con genes mutados, estas enzimas
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confieren resistencia a penicilinas pero no a las nuevas cefalosporinas (Jones et al., 2005,

Giamarellou, 2005, Nordase, 1998, Rosales, 1997).

Bristianou et al (2008) en su trabajo “El impacto de la resistencia a multidroga y la
patogenicidad de Escherichia coli: un estudio experimental” hacen énfasis en los
resultados tan controversiales de los estudios clinicos sobre la mortalidad de la resistencia
a multiples farmacos. Emplearon monocitos aislados de donantes sanos contra cepas de
Escherichia coli (10 cepas sensibles y 10 cepas multiresistentes y productoras de BLEE).
Se indujo pielonefritis aguda en 48 conejos tras la inoculacion de 4 cepas sensibles y 4
cepas multirresistentes. Se aislaron los monocitos de la sangre y se incubaron para
estimar la liberacion ex vivo del factor de necrosis tumoral alfa y otras citoquinas pro-
inflamtorias. La conclusion del estudio fue que tanto las cepas sensibles como las
multidroga resistente de Escherichia coli estimulan la liberacion de monocitos vy

citoquinas pro-inflamatorias.

Conejo et al (2008) evaluaron la capacidad de 57 laboratorios de microbiologia de Espaia
para la deteccion y notificacion de los fenotipos de resistencia de los antibidticos betalactamicos
en Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Los laboratorios recibieron 6 aislamiento de cepas
de Escherichia coli bien caracterizados productoras de BLEE en Espaiia (4 tipo CTX-M, 1 tipo
TEM vy 1 tipo SHV), 3 aislamientos de cepas productoras de enzimas tipo AmpC (2 mediada por
plasmidos y 1 con hiperproducciéon mediada por cromosomas) y 3 cepas de control de calidad. El
90% de los laboratorios reconoce a todos las cepas productoras de BLEE correctamente, y por lo
tanto, se observaron bajas tasas de error en las pruebas de cefalosporinas y aztreonam. Las
mayores tazas de error fueron observadas con la combinacién de penicilina e inhibidores de beta-
lactamasas, aunque mds del 60% de los casos se debieron a la interpretacién hecha por los
microbidlogos. Hubo un adecuado reconocimiento de todas las cepas productoras de beta-

lactamasas tipo AmpC en solo el 47.4% de los laboratorios.
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5.3 Epidemiologia de la multiresistencia

5.3.1 Epidemiologia de las BLEA.

En 1963 se identific6 por primera vez una beta-lactamasa de tipo TEM, la TEM-1, en una cepa
clinica aislada en Grecia. En 1969 se identificé la TEM-2 y durante los 15 afos siguientes no se
encontraron nuevas TEM. Uno de los primeros paises en detectar los primeros aislamientos
clinicos de BLEA fue Alemania (1983), encontrandose Klebsiella pneumoniae y Esherichia coli
resistentes a cefalosporinas de tercera generacion y sensibles a cefoxitina. Posteriores andlisis
demostraron que la resistencia de dichas cepas era debida a la produccion de una beta-lactamasa
plasmidica transferible derivada de SHV-1 que se denomin6é SHV-2. El brote nosocomial mds
importante descrito hasta el momento, tuvo lugar entre los afos 1993-1995 en el Hospital de
Bellvitge, Espaiia, el cual fue debido a la diseminacién clonal de una cepa de Klebsiella
pneumoniae productora de BLEA. Este brote afecté a 150 pacientes, de los cuales el 69.9%

estaban ingresados en la unidad de cuidados intensivos (Ardanuy, 2004).

De 1978 a 1986 fueron desarrollados nuevos beta-lactimicos, como las cefalosporinas de
tercera generacion, los monobactames y los inhibidores de beta-lactamasas. Las enzimas TEM-1
y TEM-2 eran incapaces de hidrolizar estos nuevos sustratos. En 1984 fue descrita la TEM-3,
una variante de la TEM-2 que contiene tres cambios en su secuencia de aminoacidos y que es
capaz de hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion. Estas nuevas enzimas constituyen una
nueva clase que se conoce con el nombre de beta-lactamasas plasmidicas de espectro ampliado.
Durante los siguientes siete afios, se produjo una diversidad de beta-lactamasas de tipo TEM

(Ardanuy, 2004).

En 1990, comenzaron a aislarse variantes de TEM con menor sensibilidad a los inhibidores de
beta-lactamasas (4cido clavuldnico, sulbactam y tazobactam). Tras el uso tentativo de varias
denominaciones, en la actualidad parece ampliamente aceptado el nombre de IRT (Inhibitor
Resistant TEM) para estas nuevas enzimas, durante los dltimos seis afios las IRT y TEM de

espectro ampliado han coexistido sin mezclar sus mutaciones (Ardanuy, 2004).
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En 2005 se realiz6 un estudio en Guatemala en el Instituto Guatemalteco de Seguridad Social
(IGSS) en donde se determiné que el porcentaje de BLEAs encontrado (62%) fue més de cuatro
veces mayor al porcentaje de BLEEs (14%) obtenido en el total de aislamientos, en donde
Escherichia coli fue la enterobacteria con mayor porcentaje de aislamientos positivos para BLEA

(42%) y BLEE (14%) de un total de 382 aislamientos (Ndjera, 2005).

5.3.2 Epidemiologia de las BLEE.

Las primeras cepas reportadas como productoras de BLEE pertenecian a las especies de
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli y fueron causantes de brotes de infeccién nosocomial
en los Estados Unidos de América. Estas cepas han ocasionado brotes de infeccion
intrahospitalaria con multirresistencia a los antibiéticos, dificultando el tratamiento y aumentando
la morbi-mortalidad nosocomial. Los factores de riesgo para la colonizacién o infeccién son la
duracién del tiempo de exposicion a una cepa epidémica, estancia hospitalaria prolongada,
ingreso a la unidad de cuidados intensivos, cateterizacion arterial y urinaria, administracion de
cefalosporinas de tercera generacion y la frecuencia del contacto con personal sanitario (Aliaga,

2001, Fuster et al., 2003, Gold et al., 1996).

Un estudio realizado en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Espafia, entre 1997
y 1999 demostré la presencia de enterobacterias productoras de BLEE y cefamicinasas (por el
método de disco de difusion), con los siguientes resultados: 35 cepas de Escherichia coli, 9 de
Klebsiella pneumoniae, 2 cepas de Salmonella enterica y una de Proteus mirabilis, portadoras de
las enzimas investigadas (n=13 800 cepas de enterobacterias). Las Escherichia coli productoras
de BLEE fueron 27 cepas de CTX-M-9, 6 cepas de SHV-2, 1 cepa de TEM-10y 1 cepa de TEM-
12. La CTX-M-9 actualmente predominante ha aumentado su incidencia cinco veces respecto al

trienio anterior (1994-1996) (Pérez, 1999).

Un estudio sobre cepas de Escherichia coli productoras de BLEE realizado en la comarca de
Bierzo Espafia, entre 2001 y 2002 senal6 que la frecuencia de producciéon de BLEE en
Escherichia coli encontrada en dicha drea de salud fue baja (0.6%) y similar a la media (0.5%)
obtenida en un estudio multicéntrico espafiol. Varios estudios realizados en Espafia, indican que

la incidencia ha oscilado entre un 0 y 2.4%. La mayor parte de cepas (85%) ha sido de
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procedencia extrahospitalaria, porcentaje mayor al obtenido en otros estudios. Es este sentido, en
los dltimos afios se viene observando un incremento importante en la frecuencia de aislamientos
extrahospitalarios, hecho destacable ya que inicialmente el hallazgo de estas cepas se limitaba al

ambito hospitalario (Fuster et al.,2003).

Otro estudio realizado en Perd, durante los meses de octubre y noviembre del afo 2000 se
determiné la diversidad genética de 10 aislamientos bacterianos provenientes de pacientes
hospitalizados y muestras ambientales procedentes de una unidad de cuidados intensivos de
neonatos de un hospital de Lima, utilizando el patréon de banda de ADN ribosomal y plasmidico.
Posteriormente, se caracterizé la resistencia antimicrobiana y sus principales factores utilizando
electroforesis de punto isoeléctrico, Southern blotting y PCR. Finalmente se evalué la capacidad
de transferencia de la resistencia mediante ensayos de conjugacion bacteriana. En todos los
aislamientos de Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae se observo el mismo perfil
plasmidico. Los aislamientos de Enterobacter cloacae mostraron un mismo patrén genético,
ademds se encontraron cuatro genotipos distintos de Klebsiella pneumoniae altamente
relacionados. Todos los aislamientos produjeron BLEE de tipo SHV-5 transferible a otras

especies (Aliaga, 2001).

En abril de 2001 a abril de 2002, un estudio realizado en Colombia en el Hospital
Universitario Clinica San Rafael de Bogotd, se caracterizaron microbioldgica y molecularmente
aislamientos de Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE. Se tipificaron 15 aislamientos por
electroforesis en gel del campo pulsado (PFGE) y por amplificaciéon de secuencias de ADN
repetidas (REP-PCR). La susceptibilidad antimicrobiana y la producciéon de BLEE se
determinaron de acuerdo con las normas de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
Las beta-lactamasas se evaluaron por isoelectroenfoque y PCR. EIl 80% de estos aislamientos se
asociaron con infeccidon nosocomial y de éstos, el 91.7% provenia de unidades de cuidados
intensivos. En la mayoria de los aislamientos se detecté produccién simultinea de beta-
lactamasas del tipo TEM y SHV vy el 93.3% produjo ceftazidimasa de punto isoeléctrico 8.2 del
tipo SHV-5; los 15 aislamientos fueron agrupados por PEFGE y REP-PCR en 11 y 12 patrones

electroforéticos respectivamente (Wong-Beringer, 2001).
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En Guatemala en el afio 2005 se realizé un estudio en uno de los hospitales nacionales,
Hospital General San Juan de Dios (HGSJD), en donde se detecté un alto porcentaje de cepas
productoras de BLEE, 69.6%, siendo Klebsiella pneumoniae la bacteria que se aislé6 en mayor
proporcién que Klebsiella oxytoca (5:1). Las salas en donde se presenté un mayor porcentaje de
cepas productoras de estas enzimas fueron las Unidades de Cuidados Intensivos de Neonatos
(UCIN) y la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica (UTIP), siendo las muestras en donde se

encontraban con mayor frecuencia los aspirados orotraqueales y orina (Itzep, 2005).
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5.4 Métodos de deteccion de resistencia antibidtica

Los métodos de susceptibilidad antimicrobiana o antibiogramas son métodos in vitro que
determinan la susceptibilidad de los microorganismos a una variedad de agentes antimicrobianos,
bajo condiciones de laboratorio especificas y estandarizadas. La meta principal del estudio de
susceptibilidad es proveer al clinico algunas recomendaciones sobre la terapia que puede ser mas
apropiada en pacientes con una infeccion especifica. No obstante, la correlacién exacta entre los
resultados in vitro y la respuesta clinica es muchas veces dificil de predecir, ya que existen
numerosos factores que influencian la interaccion de agentes antimicrobianos y microorganismos
en un determinado paciente. La metodologia usada para realizar el estudio de susceptibilidad
toma en consideracién algunos de estos factores para determinar mds eficientemente como un

microorganismo podria responder in vivo a un determinado antibiético (Palavecino, 1997).

5.4.1 Dilucion en agar.

Es considerado el método de referencia. En este método, placas conteniendo una determinada
concentracion de un antibidtico son inoculadas con el microorganismo en estudio y luego
incubadas por 16 a 18 horas. Después de la incubacidn, se examina si el organismo crece 0 no en
cada una de las placas, con lo cual se determina la CIM para el antibiético. Por ejemplo, si una
cepa de Staphylococcus aureus crece en una placa que contiene una concentracion de oxacilina
de 0,06 ug/ml pero no crece en una placa con una concentracién de oxacilina 0,12 ug/ml, significa
que la CIM de oxacilina que se requiere para inhibir a ese organismo es 0,12 ug/ml (Palavecino,

1997).

5.4.2 Dilucién en caldo.

En este caso, tubos (macrodilucién) o microplacas (microdilucién) contienen concentraciones
crecientes de un determinado antibidtico. El microorganismo en estudio es inoculado en los
diferentes tubos o pocillos de la microplaca y la CIM es determinada después de la incubacion, de

la misma forma descrita anteriormente para el método de la dilucién en agar (Palavecino, 1997).



23

5.4.3 Difusion en disco.

El principio de las pruebas de difusién por disco ha sido utilizado por mds de 70 afios en los
laboratorios de microbiologia. Los doctores Bauer, Kirby, Sherris y Turck en 1966 publicaron su
estudio cimero describiendo la prueba que se usa en la actualidad. EI CLSI adoptd los pasos
basicos del procedimiento descritos en el estudio de Bauer como el método de referencia para

difusion por disco (Coyle, 2006).

Lamy et al (2004) indican que las pruebas de sensibilidad antibidtica en disco deben ser
eficaces ya que en un contexto clinico deben predecir el régimen de antibidticos eficaces para la
bacteria. Este enfoque implica que la prevalencia de susceptibilidad afecta el valor predictivo de
susceptibilidad reportada. Por lo que se cuantificé la influencia de la prevalencia de
susceptibilidad con respecto al rendimiento del método de difusién en disco. Sin embargo, las
consecuencias sobre la determinacion de éstos resultados se discuten. Los investigadores
sugieren examinar con mayor rigor la prevalencia de susceptibilidad en los estudios en la
determinacion del didmetro de la zona de inhibicidn, volver a evaluar la consistencia de punto de
interrupciéon de difusiéon en disco y la estimacién de las consecuencias de un consenso

internacional sobre la prediccion de un punto de corte basado en calidad y la gestion adecuada.

5.4.4 Determinacion de la CIM por la técnica de microdilucién en placa.

La CIM es la minima concentracion del agente antimicrobiano que inhibe la multiplicacién y
produccion de un crecimiento visible de una cepa bacteriana dada en el sistema de prueba. Se
determina la concentracion en el laboratorio incubando una cantidad conocida de bacterias con
diluciones definidas del agente antimicrobiano. Utilizando los criterios de interpretacion del
CLSI y los resultados son interpretados como susceptible, intermedio o resistente. Las pruebas
de la CIM pueden ser realizadas usando como medios de cultivo en caldo o agar, pero la

microdilucién en caldo es el método mds utilizado en los laboratorios clinicos (Coyle, 2006).

Existen varios estudios en donde se ha utilizado este método para determinar la actividad
antibacteriana, incluyendo estudios con plantas, entre estos se pueden mencionar los siguientes:
e Torres-Rodriguez et al (1997) analizaron la sensibilidad in vitro de 40 cepas

pertenecientes al género Candida y 10 de Hansenula anomala determinando las CIM con el E-
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test y con el micrométodo de referencia en medio liquido estandarizado segin las
recomendaciones del CLSI y utilizando cepas de referencia como control de calidad. Utilizaron
microplacas de 96 pocillos, estériles y de fondo plano. El medio de cultivo utilizado fue el RPMI
+ 2% de glucosa. Las concentraciones de los antifingicos fueron de 0,03 a 64 pg/ml excepto en
el pocillo numero 12 que fue utilizado para el control de crecimiento. Se emplearon cultivos de
24 h en medio de agar glucosado de Sabouraud y se realiz6 suspension en solucién para una
densidad equivalente al 0,5 de la escala McFarland. Las placas se incubaron a 3701C y las
lecturas se hicieron a las 24 y 48 h en un espectofotometro a 492 nm para los azoles y 5-
fluorocitosina y a 610 nm para la anfotericina B. Las CIMs se determinaron como el 80% de
crecimiento en relacion al pocillo control. Todas las pruebas se efectuaron por duplicado. En este
estudio se comprobd que la concordancia entre el micrométodo de referencia y el E-test es
elevada pero variable dependiendo del antifingico y la especie de levadura considerada. En un
nimero importante de cepas las CIM del E-test resultaron inferiores a las proporcionadas por el

micrométodo de dilucién en medio liquido.

e Morales et al (2001) determinaron la susceptibilidad antibidtica de Streptococcus
pneumoniae por medio de la técnica de microdilucién en placa. Este estudio fue descriptivo de S.
pneumoniae, se evaluaron cepas aisladas de nifilos menores de 5 afios procedentes de diferentes
hospitales del pais. La CIM se realizé para penicilina, cloranfenicol y cotrimazol siguiendo las
pautas establecidas por la CLSI. Se observé susceptibilidad disminuida a penicilina en 26.7%,
sensibilidad intermedia en 13.3% y resistenca alta en 13.3%. En 21 aislamientos (70%) observd
resistencia a dos antimicrobianos y multiresistencia en 2 (6.7%); por lo que al finalizar el estudio
determinaron la presencia de cepas de S. pneumoniae resistentes a penicilina y a otros

antimicrobianos, lo que nos obliga a mantener su vigilancia epidemioldgica.

e Zampini et al (2007) evalu6 la actividad antimicrobiana de plantas medicinales argentinas
sobre bacterias antibidtico resistentes, en donde el propdsito del estudio fue determinar la
potencia antimicrobiana de extractos alcohdlicos de plantas utilizadas popularmente en Argentina
como antisépticos y antiinflamatorios: Dasyphyllum diaconthoides, Erythrina cristagalli, Larrea
cuneifolia, Larrea divaricata, Phytolacca dioica, Pithecoctenium cynanchoides, Prosopanche

americana, Schinus molle, Schkuhria pinnata, Senna aphylla y Solidago chilensis. La inhibicién
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del crecimiento bacteriano se determiné a través de ensayos de difusion en agar, macrodilucién
en medio s6lido y microdilucion en medio liquido frente a 47 aislamientos clinicos
multirresistentes a antibidticos, obtenidos de pacientes de un hospital de Tucumén, Argentina:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens, Morganella morganii, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,

Stenotrophomonas maltophilia.

Por el método de microdilucién en medio liquido se determinaron los valores de CIM vy
concentracion bactericida minima (CBM) de los fitocomplejos en estudio contra los organismos
de prueba, siguiendo recomendaciones del CLSI 2006. Los extractos fueron transferidos a
pocillos de policubetas estériles de modo de obtener una dilucién seriada al doble (25 a 1.000 pug
de compuestos fendlicos/mL). 100uL de cada suspensién bacteriana (5x10° UFC) se colocaron
en cada uno de los pocillos. Se realizaron controles de esterilidad, viabilidad bacteriana,
controles positivos con los agentes antimicrobianos comerciales y controles negativos. Las
placas se incubaron aerébicamente a 35°C durante 16-20 h. Al término de la incubacién, el
crecimiento bacteriano fue evaluado espectrofotométricamente midiendo los valores de
absorbancia a 625 nm mediante un lector de ELISA (BioRad). Los valores de CIM fueron
determinados para levofloxacina, piperacilina/tazobactan, imipenem, meropenem, ceftriaxona,
cefotaxima, ceftazidima, cefuroxima, cefepima, amikacina y ampicilina/sulbactam frente a

bacterias gram negativas.

De acuerdo con los valores de CIM, tres de las once especies ensayadas fueron las mads
activas: Larrea divaricata, Larrea cuneifolia, y Senna aphylla (CIM de 25 a 200 ug/mL). Proteus
mirabilis, Acinetobacter baumanni y Stenotrophomonas maltophilia fueron las cepas mads
susceptibles con valores de CIM entre 25 y 50 pg/mL seguido por Pseudomonas aeruginosa con

valores de CIM de 50 a 100 ug/mL

e Pesewu er al (2008) publican la actividad antibacteriana de plantas utilizadas como
medicina tradicional en Ghana con particular referencia a Staphylococcus aureus meticilina
resistente (MRSA), en donde un estudio etnobotédnico realizado en el distrito de Akwapim-norte

de la Republica de Ghana, reporta que 25 especies de plantas son utilizadas en medicina
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tradicional para tratar enfermedades de la piel. Utilizaron extractos acuosos, cloroférmicos y
etandlicos y realizaron las pruebas de difusion, CIM y CBM. De los 13 extractos utilizados
inhibieron uno o mas de las bacterias evaluadas (MRSA, Staphylococcus aureus sensible,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Proteus vulgaris) y 11 de

estos 13 extractos inhibio el crecimiento de 3 o mds cepas clinicas de MRSA.

® Muraina et al (2009) desarrollaron un método reproducible para la determinacion de la
CIM de extractos de plantas contra micoplasmas de crecimiento lento en donde los micoplasmas
son microorganismos exigentes que requieren medios especializados para su crecimiento,
aislamiento e identificacion. No existen pruebas estandarizadas para evaluar la susceptibilidad in
vitro de los micoplasmas a los extractos de plantas medicinales. Se realizé la determinacién de la
CIM adaptada y evaluada contra un extracto ceténico de Anoigeissus leiocarpus contra
aislamientos de Mycoplasma mycoides subsp. mycoides 'y se desarrollo el método que hace

posible evaluar los extractos de varias especies de plantas contra la actividad antimicoplasmal.

e Bir et al (2009) publicaron su investigacion en donde desarrollaron un método répido
para la determinacion de la CBM de antibi6ticos por medio de la técnica de la microdilucién en
placa con fluorescencia. Ellos utilizaron cepas de referencia de Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, ademés de aislamientos clinicos de las mismas especies
de bacterias. Tomaron el método de la guia de la CLSI modificado por Hacek er al en 1999.
Tomaron 100 pl de cultivo fresco de bacterias los cuales fueron afiadidos en cada pozo en una
concentracién de 2.5x10° UFC. Se incubé la microplaca por toda la noche. Las UFC fueron
determinadas mediante la diluciéon de cada pozo en diluciones “tenfold”. De cada dilucién, se
tomaron alicuotas y se transfirieron a placas de agar y se incubaron durante la noche. Al dia
siguiente, se evalu6 el nimero de colonias, fue evaluado y calculado retrospectivamente por las
UFC iniciales. En donde determinaron que este método si es comparable con el de referencia,

excepto en algunos antibidticos para cepas de Escherichia coli.

e Askun et al (2009) determinaron la composicién fendlica de 2 especies de tomillo
Lamiaceae), Origanum minutiflorum O. Schwarz y P.H. Davis y Thymbra spicata L. var. spicata.

Evaluaron su actividad antibacteriana y antimicobacteriana en donde la actividad de los extractos
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de metanol de estas plantas se da por primera vez y se realizé la determinacién de la CIM por el
método de microdilucién de acuerdo con las directrices de la norma del CLSI y Koo et al (2000),
se utilizaron microplacas estériles 96 pozos para el ensayo. Thymbra spicata var spicata mostrd
un alto nivel de actividad frente a Mycobacterium tuberculosis (CIM 196 1g/ml), y actividad
moderada (CIM 640 lg/ml) contra Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Enterobacter
aerogenes 'y Staphylococcus epidermidis. Carvacrol, &cido rosmarinico, hesperidina y
naringenina fueron identificados como los principales compuestos fendlicos para Thymbra
spicata var spicata. Carvacrol, rosmarinico 4cido, eriodictiol y luteolina fueron identificados

como los principales compuestos fendlicos para Origanum minutiflorum.

e Coutinho et al (2009) realizaron la evaluaciéon de terapia natural asociada a la terapia
antibidtica como una potenciacion de la actividad antibidtica contra MRSA utilizando Turnera
ulmifolia L. Utilizaron un extracto etandlico de Turnera ulmifolia y del aminoglucésido
clorpromazina para comprobar su actividad independiente o combinada frente a las cepas de
MRSA. La sinergia del extracto etandlico y los aminoglucésidos fueron verificados por el
método de microdilucién utilizando caldo BHI y suspensiones bacterianas de 105 UFC/ml y un
rango de concentracién de las drogas de 1024 a 1 mg/ml (duplicado). Se encontré un efecto
sinérgico del extracto con la kanamicina y la gentamicina. Del mismo modo, se demostré un
efecto potenciador de la clorpromazina sobre la kanamicina, gentamicina y la neomicina, lo que
indica la participacién de un sistema de bombas de eflujo para la resistencia a los
aminoglucésidos. Por lo que se sugiere que los extractos de Turnera ulmifolia podria utilizarse

como una fuente natural que modifican la actividad de la resistencia de estas bacterias.

5.4.5 Pruebas para la deteccién o identificacion de beta-lactamasas.

La mayoria de los métodos descritos para detectar bacterias productoras de BLEE han sido
disefiados para enterobacterias y se fundamentan en el cardcter inhibible de estas enzimas por el
acido clavulanico u otros inhibidores de beta-lactamasas. Existen también otros métodos basados
en bioensayos, en el andlisis del perfil de substrato o en técnicas moleculares, aunque son mas

propios para su caracterizacion (Oliver et al., 2000).
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5.4.5.1 Métodos de deteccion basados en la utilizacion de inhibidores de beta-lactamasas. Son
los métodos més sencillos y més difundidos en los laboratorios clinicos, el cual es denominado
aproximacion de discos o también de doble difusién con discos. Consiste en la disposiciéon de un
disco convencional de amoxicilina/acido clavuldnico (20/10 pg) en el centro de una placa a una
distancia de 20 mm de otros con ceftazima (30 pg), cefotaxima (30 pg), ceftriaxona (30 pg),
aztreonam (30 pg) y cefepima. La ampliacion de alguno de los halos de inhibicién manifiesta la

produccién de la BLEE (Itzep, 2005, Livermore, 1995, Machado et al., 2005).

5.4.5.2 Diferentes sistemas comerciales basados en la utilizacién de inhibidores de beta-
lactamasas.

e Pruebas de detecciéon “Tamizaje” de BLEE. Para identificar potenciales productoras de
BLEE utilizando los nuevos limites de difusiéon por disco y CIM (Abarca et al., 2001, Camacho-
Molina et al., 2004).

¢ Pruebas confirmatorias de BLEE. Las potenciales productoras de BLEE son analizadas
tanto con cefotaxima y ceftazidima solas en combinacién con 4cido clavulanico (Itzep, 2005,

Machado et al., 2005, Mulvey et al., 2005).

e Tiras de E-test®. Contienen en una parte de ellas concentraciones decrecientes de la
cefalosporina y en la otra la misma cefalosporina con una concentracion fija de dcido clavuldnico

(2 ng) por cada concentracién (Abarca et al., 2001, Camacho-Molina et al., 2004)

e Sistemas automadticos. Determinan la sensibilidad a los antimicrobianos que han recogido
esta experiencia y tienden a incluir simultdneamente cefotaxima y ceftazidima con é&cido

clavulanico (Oliver et al., 2000).

e Prueba de Masuda. Consiste en la disposiciéon de un microorganismo indicador sensible
(Escherichia coli ATCC 25922) a los substratos hidrolizados (cefotaxima, ceftazidima o
aztreonam) por la beta-lactamasa que se pretende detectar. Estos substratos se colocan en un
disco (sirven los discos comerciales) y en las zonas marginales del halo de inhibicién, discos de

papel impregnados con el extracto, generalmente obtenido por sonicacion, del microorganismo a
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estudiar. La distorsion de halo de inhibicién en el microorganismo censor nos indica la presencia

de la BLEE (Oliver et al., 2000).

e Método tridimensional. Es engorroso de realizar pero tiene la ventaja de utilizar
diferentes substratos, este hecho permite, al menos cualitativamente, determinar el perfil de
substrato del enzima presente en el microorganismo a estudiar. La distorsiéon de los halos de

inhibicién nos indicara el perfil de substrato de la enzima (Oliver et al., 2000).
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5.5 Tratamiento de infecciones con quimioterapia antibacteriana

Desde el siglo XVII se emplean farmacos para el tratamiento de enfermedades infecciosas, sin
embargo la quimioterapia como ciencia se inicié con Paul Erlich en el primer decenio del siglo
XX. Ehrlich formul6 los principios de la toxicidad selectiva e identifico relaciones quimicas
especificas entre microorganismos patégenos y farmacos, el desarrollo de la resistencia a

farmacos y la funcion terapéutica combinada (Hardman et al., 2003).

Los antibidticos son sustancias producidas por diversas especies de microorganismos que
suprimen el crecimiento de otros microorganismos. El uso comtn a menudo extiende el término
antibidtico para incluir antimicrobianos sintéticos, como sulfonamidas y quinolonas. Los
antibiéticos muestran diferencias notables en sus propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas,

asi como en sus espectros de accion y mecanismos de acciéon (Hardman et al., 2003).

Un antimicrobiano ideal muestra toxicidad selectiva. Este término indica que el antibidtico es
nocivo para un parasito sin dafiar al huésped. La toxicidad selectiva casi siempre es relativa y no
absoluta; esto significa que un farmaco en concentracion tolerada por el huésped puede danar a

un microorganismo infectante (Hardman et al., 2003).

La clasificaciéon mds comun se ha basado en la estructura quimica y el mecanismo de accion

propuesto y asi se consideran:

e Afectan la sintesis de pared celular: entre ellos estdn penicilinas y cefalosporinas, que
guardan semejanza estructural.

¢ Inhibicion de las funciones de la membrana celular: afectan su permeabilidad y permiten
la fuga de compuestos intracelulares, entre ellos estdn los detergentes, como polimixina y los
antimicoticos poliénicos.

¢ Inhibicion de la sintesis de las proteinas: afectan las subunidades ribosdmicas 30S o 50S y
causan inhibicién reversible de la sintesis proteinica.

e Inhibicién de la sintesis de los Acidos nucleicos: como las rifampicinas que bloquean a la

polimerasa ARN, y las quinolonas que inhiben a las topoisomerasas (Hardman et al., 2003).
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5.5.1 Antibacterianos que afectan la sintesis de pared celular.

Los antibidticos beta-lactdmicos son productos dutiles que se recetan frecuentemente y
comparte una estructura y un mecanismo de accién comunes, es decir, la inhibicién de la sintesis
de la pared de peptidoglucano de la bacteria. Entre sus clases importantes cabe referir a las
penicilinas G y V, muy activas contra cocos Gram positivo sensibles; penicilinas resistentes a
penicilinasa como la nafcilina, con efectos contra Staphylococcus aureus productores de
penicilinasa. Las cefalosporinas se clasifican por “generaciones”; la primera incluyo compuestos
con actividad contra microorganismos Gram positivo, pero moderada contra Gram negativo; la
segunda comprendié productos con actividad un poco mayor contra Gram negativo y algunos
medicamentos con efectos contra anaerobios; la tercera tiene compuestos con menor actividad
contra Gram positivo y posee acciéon mucho mads intensa contra Enterobacteriaceae, y un
subgrupo activo contra Pseudomonas aeruginosa; la cuarta generacion tiene entre sus miembros
productos con un espectro semejante al de la tercera, pero una mayor estabilidad a la hidrélisis
por beta-lactamasas. La resistencia bacteriana a los betalactdmicos sigue en aumento con un
ritmo impresionante. Entre los mecanismos de resistencia estdn, no solamente la produccién de
beta-lactamasa que destruyen los antibiéticos, sino alteraciones en las proteinas que se ligan a
penicilina, lo mismo que disminuciones de: a) la penetracion activa del antibiético a la célula, y

b) la salida activa de la misma (Brooks, 1999, Hardman et al., 2003).

5.5.1.1 Penicilina. Las penicilinas constituyen uno de los
0] S
grupos de antibidticos de mayor importancia. Desde que " / \ CH
3
fue posible contar con la primera penicilina, han surgido | R—C—NH—CH—CH ¢
.. . . . . B A CH
otros antimicrobianos, pero sigue siendo uno de los mas ’
importantes y de mayor uso, y se siguen sintetizando O — N CH COOH

nuevos derivados del niicleo penicilinico basico. La estructura bdsica de las penicilinas, incluye
un anillo de tiazolidina unido a otro anillo betalactdmico que esta unido a una cadena lateral. El
propio nucleo de penicilina es el elemento estructura fundamental de actividad bioldgica; la
transformaciéon metabdlica de la alteracién quimica de esa parte de la molécula hace que se pierda
toda accidn bacteriana importante. Se han producido por penicilinas naturales con base en la

composicion quimica del medio de fermentacién utilizado en el cultivo de Penicillium. La
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penicilina G (bencilica) es la que presenta mayor actividad antimicrobiana de todas y la Unica

penicilina natural que se utiliza en clinica (Hardman et al., 2003, Murria, 1995).

5.5.1.2 Cefalosporinas. Son compuestos beta-lactdimicos con nucleo de d4cido 7-
aminocefalosporano, las cefalosporinas naturales tiene poca actividad antibacteriana. El
mecanismo de accién de accién de las cefalosporinas es andlogo al de las penicilinas:

¢ Unién a PBPs especificas sobre las bacterias que sirven como receptores del farmaco.

¢ Inhibicion de la sintesis de la pared celular al impedir la transpeptidaciéon de los
peptidoglucanos.

e Activacion de las enzimas autoliticas en la pared celular que pueden provocar lesiones

mortales para la bacteria (Hardman ez al., 2003).

Las cefalosporinas tienden a ser resistentes a las beta-lactamasas producidas a los
estafilococos y las bacterias Gram negativo comunes que hidrolizan e inactivan muchas

penicilinas (Hardman et al., 2003).

Para referirse con facilidad a las cefalosporinas se les clasifica en 3 grupos principales o

generaciones:

e (Cefalosporinas de primera generacion: Aparecieron en la década de los 60 (1964-1969).
Son muy activas contra cocos Gram positivo, excepto enterococos y estafilococos resistentes a la
meticilina, y moderadamente activos contra algunos bacilos Gram negativo.

e C(Cefalosporinas de segunda generacion: Aparecieron en la década del 70 (1970-79). Todas
son activas contra microorganismos susceptibles a firmacos de la primera generacién pero tiene
mayor cobertura contara bacilos Gram negativo.

e (Cefalosporinas de tercera generacion: Aparecieron en la década del 80 (1980- 89).
Algunas muestran menor actividad contra los cocos Gram positivo. La mayor parte de éstas son
activas contra los estafilococos pero la ceftacidima es débilmente activa. Una ventaja es su
mayor actividad contra los bacilos Gram negativo.

e C(Cefalosporinas de cuarta generacion: La cefepima es la Unica cefalosporina de cuarta

generacion de uso clinico en la actualidad. La actividad contra los estafilococos y los
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estreptococos susceptibles a la nafcilina es mayor que la ceftacidima y comparable a otros

compuestos de la tercera generacion (Hardman et al., 2003, Jawtz, 1987).

5.5.1.3 Inhibidores de beta-lactamasas. Algunas moléculas se ligan a las Beta-lactamasas, las
inactivan y asi evitan la destruccion de los antibidticos betalactimicos que sirven de substratos
para dichas enzimas. Los inhibidores de la beta-lactamasa tienen mayor accién contra Beta-
lactamasas codificadas por pldsmidos, pero son inactivas a las concentraciones que se alcanzan
en seres humanos contra beta-lactamasas cromosémicas de tipo I inducidas en bacilos Gram
negativo por medio de tratamiento con cefalosporinas de segunda y tercera generacion (Brooks et

al., 1999)

El 4cido clavuldnico tiene muy poca actividad antimicrobiana intrinseca, pero es un inhibidor
suicida de beta-lactamasas producidas por muy diversos microorganismos Gram positivo y Gram
negativo. La combinacién de amoxicilina y clavulanato es eficaz contra cepas de estafilococos
productoras de beta-lactamasas, Haemophyllus influenzae, gonococos y Escherichia coli. (Brooks

et al, 1999)

El 4cido clavuldnico es el inhibidor de B-lactamasas mas estudiado y caracterizado y tiene
escasa actividad antibacteriana. Aunque tiene buena actividad frente a Neisseria gonorrhoeae y
Legionella pneumophila, productores de penicilinasa por afinidad a las PBP2, tiene una pobre
actividad frente a miembros de la familia Enterobactiaceae, asi como frente a anaerobios y Gram
positivo. Es un buen inhibidor de las penicilinasas plasmidicas y cromosdmicas de las clases II a
la V de la clasificacion de Richmond; también es activo frente a unas pocas cefalosporinasas
producidas por Bacteroides spp., Proteus vulgaris y Pseudomonas. Tiene baja afinidad por las

enzimas de la clase I (Brooks et al, 1999).

Se han descrito fallos en el tratamiento clinico debidos a la induccién de la actividad B-
lactamasa en organismos previamente sensibles al acido clavuldnico. EI dcido clavuldnico, en
combinaciéon con la ampicilina, reduce la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de la
ampicilina para Staphylococcus aureus meticilin resistente y Staphylococcus epidermidis.

Bacteroides fragilis, Mycobacterium tuberulosis y Nocardiosis (Brooks et al., 1999).
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5.5.2 Accién antimicrobiana por inhibicién de las funciones de la membrana celular.
El citoplasma de toda célula viviente esta unida a la membrana citopldsmica que sirve como
barrera de permeabilidad selectiva y actia como transporte activo y por tanto, controla la

composicion interna de la célula (Brooks, 1999, Hardman et al., 2003).

5.5.2.1 Polimixina B y colistina. La polimixina B y colistina son semejantes, en accion y se
limitan a bacterias Gram negativo. Las polimixinas son medicamentos antipdticos tensoactivos
que contienen grupos lipdfilos y liféfobos dentro de la molécula. Interactian potencialmente con
fosfolipidos y penetran en la estructura de membranas de bacterias que finaliza en lisis. La
sensibilidad a la polimixina B depende del contenido fosfolipidico del complejo membrana-pared
bacteriana. La pared celular de algunas bacterias resistentes puede impedir la penetracion del
farmaco en la membrana. En este mecanismo, las polimixinas actian sobre las bacterias Gram
negativo, y los polienos con accién sobre hongos. Los polienos requieren enlazarse a un esterol
presente en la membrana celular del hongo pero ausente en la membrana celular de bacterias

(Brooks et al., 1999, Hardman et al., 2003).

5.5.3 Accién antimicrobiana por sintesis de las proteinas.
Se ha establecido que el cloranfenicol las tetraciclinas, aminoglucosidos, eritromicinas y

lincomicinas pueden inhibir la sintesis de proteinas en las bacterias (Hardman et al., 2003).

5.5.3.1 Aminoglucésidos. Son bactericidas rdpidos que se difunden por medio de canales
acuosos formados por porinas, proteinas que se encuentran en la membrana externa de bacterias
Gram negativo y penetran al espacio peripldsmico. La primera etapa es la unién del
aminoglucésido a una proteina receptora especifica sobre la subunidad 30s del ribosoma
microbiano. Segunda, el aminoglucésido interrumpe la actividad del complejo de inicio, de la
formacion del heptodo. Tercera: en la region del reconocimiento sobre el ribosoma el mensaje del
mRNA se lee de manera errénea, en consecuencia se introduce un aminoacido equivocado en el
péptido y como resultado se produce una proteina no funcional. Cuarto: la unién del
aminoglucésido rompe los polisomas y los separa en monosomas incapaces de sintetizar

proteinas. Estas reacciones ocurren de manera casi simultdnea. Y el efecto total en general es un
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efecto irreversible: la muerte de la bacteria. Las alteraciones de estas moléculas afectan
sobremanera la unién y accion ulterior de dicho antibidtico. Los aminoglucésidos perturban el
ciclo normal de la funcién ribosémica al interferir en el inicio de la sintesis proteinica y asi se
acumulan complejos anormales de inicio o0 monosomas de estreptomicina. Otro efecto de estos
antibidticos es su capacidad de inducir lectura erronea de la plantilla de ARNm, ya que con ello
se incorporan aminodcidos incorrectos en las cadenas polipetidicas en crecimiento. Entre los
aminoglucésidos mds comunes se encuentran: gentamicina, estreptomicina, tobramicina,
amikacina, neftilmicina, kanamicina y neomicina (Brooks et al, 1999, Hardman et al., 2003,

Jawetz, 1987).

5.5.3.2 Tetraciclinas. Tienen una gran gama de accién contra bacterias Gram negativo y Gram
positivo aerobias y anaerobias. Son también eficaces contra algunos microorganismos resistentes
a antimicrobianos activos contra la pared bacteriana. Inhiben la sintesis de proteina al ligarse al
ribosoma bacteriano 30S e impedir la adhesién del RNA aminoacilo cargado por tanto evitan
introduccién de aminodcidos nuevos a la porcidon naciente del péptido. Entran a las bacterias
Gram negativo por difusion pasiva a través de los canales hidréfilos formados por porinas,
proteinas de la membrana externa del patégeno y transporte activo por un sistema que depende de
energia y que bombea todas las tetraciclinas a través de la membrana citoplasmdtica. En
concentraciones elevadas alteran la sintesis de proteinas en células de mamiferos. La resistencia
en las tetraciclinas se debe a cambios en la permeabilidad de la envoltura de la célula microbiana

(Brooks et al., 1999).

5.5.3.3 Cloranfenicol. Inhibe la sintesis de proteinas en bacterias y en menor grado en células
eucariotas. Penetra facilmente a la célula, tal vez por difusion facilitada y actda al unirse de
manera reversible a la subunidad ribosémica 50s que interfiere con la unién de nuevos
aminodcidos sobre la cadena naciente del péptido, principalmente por que inhibe la
peptidiltransferasa. Este evita la unién del extremo con el aminodcido al sitio aceptor en la
subunidad ribosémica 50S. De esta manera no produce la interaccién entre la peptidil transferasa
y su aminodcido que actia como sustrato y tampoco se forma el enlace peptidico. El

cloranfenicol es bacteriostético y el crecimiento de los microorganismos se reestablece cuando se
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interrumpe la administracion del farmaco. Los microorganismos resistentes producen la enzima

cloranfenicol aciltransferasa que suprime su actividad (Brooks et al., 1999).

5.5.3.4 Macrdlidos. Son compuestos bacteriostaticos que inhiben la sintesis de proteinas al
ligarse en forma reversible a subunidades ribosomicas 50S de microorganismos sensibles.
Pueden interferir con la formacién de los complejos de inicio para la sintesis de las cadenas del
péptido o con las reacciones de translocacidn del aminoacilo. Las bacterias resistentes carecen del
receptor asociado sobre el ribosoma, esto puede estar bajo control del pldsmido o de ribosomas.

Los diferentes macrélidos son eritromicina, claritromicina y azitromicina (Murria et al., 1995).

5.5.4 Accién antimicrobiana por inhibicion de la sintesis de los dcidos nucleicos.

5.5.4.1 Rifampicina. Son un grupo de antibiéticos macrdciclicos complejos con estructuras
semejantes a las producidas por Streptomyces mediterranei. Un derivado semisintético es la,
rifampicina B. La rifampicina inhibe el crecimiento bacteriano al enlazar fuertemente a la ARN
polimerasa dependiente de ADN de la bacteria, asi se inhibe la sintesis de ARN bacteriano. El
sitio de accién de la rifampicina es la subunidad beta de este complejo enzimdtico. Este
antibidtico bloquea la sintesis de ARN en la mitocondria de mamiferos, pero se necesitan
concentraciones mucho mayores para inhibir la enzima bacteriana. Es bactericida para
microorganismos intra y extracelulares. La resistencia a la rifampicina se debe al cambio en la
RNA polimerasa causado por una mutacién cromosomita muy frecuente (Jawetz, 1987 Murria et

al., 1995).

5.5.4.2 Quinolonas y fluoroquinolonas. Todas las quinolonas y fluoroquinolonas inhiben la
sintesis de ADN microbiano al bloquear la ADN girasa. Estos antibidticos estan dirigidos contra
la ADN girasa y la topoisomerasa IV bacterianas. Para muchas bacterias la topoisomerasa IV es
la actividad primaria inhibida por las quinolonas. En contraste, para muchas bacterias Gram
negativo la girasa de ADN es el blanco primario de la quinolona. Entre las quinolonas se
encuentran la ciprofolxacina y la ofloxacina. Estos productos tienen pequefia importancia por su
limitada utilidad terapéutica y la apariciéon rdpida de resistencia bacteriana. El uso de

fluoroquinolonas al parecer se acompafia de un numero relativamente menor de efectos adversos
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y la resistencia microbiana por su accién no surge con rapidez (Brooks et al., 1999, Coyle, 2006,

Hardman et al., 2003).

5.5.4.3 Sulfonamidas. Fueron los primeros quimioterapetticos eficaces que se utilizaron por via
sistémica para evitar y curar infecciones bacterianas en seres humanos. Las sulfonamidas pueden
entrar en la reaccidon y competir por el centro activo de la enzima. Son andlogos y antagonistas
competitivos del 4cido para-aminobenzoico (PABA) e impiden que la bacteria utilice de manera
normal el PABA en la sintesis de dcido félico. Las sulfonamidas son inhibidores competitivos
de la sintetasa de dihidropteroato, la enzima bacteriana que incorpora el PABA en el acido
dihidropteroico, precursor del 4cido félico. La bacteriostasis inducida por sulfonamidas es
antagonizada en forma competitiva por PABA. Las sulfonamidas no afectan las células de
mamifero por este mecanismo porque estas células necesitan dcido félico preformado y no lo
sintetizan; por tal razén, son similares a las bacterias no sensibles a sulfonamidas que utilizan

acido folico preformado (Brooks et al., 1999, Hardman et al., 2003).

5.5.4.4 Trimetroprim sulfametoxazol. El trimetroprim inhibe la acido dihidrofolicoreductasa, que
reduce el acido dihidrofolico a tetrahidrofélico, una etapa en la secuencia que conduce a la
sintesis de las purinas y en ultimo termino de ADN. Las sulfonamidas y el trimetroprim pueden
usarse por separado para inhibir crecimiento bacteriano. La actividad antimicrobiana de la
combinacion de trimetroprin sulfametoxasol es consecuencia de su accién en dos fases de la via
enzimatica en la sintesis de 4cido tetrahidrofélico. La sulfonamida inhibe la incorporacién de
PABA en el 4cido folico y el trimetroprim evita la reduccion del dihidrofolato a tetrahidrofolato
que es esencial para las reacciones de transferencia de un solo carbono (Brooks et al., 1999,

Hardman et al., 2003).
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5.6 Plantas medicinales con actividad antibacteriana
5.6.1 Byrsonima crassifolia (L.) HBK.

5.6.1.1 Otros nombres cientificos: Byrsonima cinerea, Byrsonima cubensis, Birsonima

karwinskiana.

5.6.1.2 Nombre comunes: Chi, Carbo, Nanche, Tapal.

5.6.1.3 Descripcién boténica: Arbol de 3-10 m de alto, copa redondeada o extendida e irregular,
tronco recto, corteza café que se desprende en placas cuando adulto, rugosa y rosada por dentro.
Ramillas nuevas con pubescencia herrumbrosa. Hojas siempre verdes, opuestas, ovaladas o
elipticas, 5-20 cm de largo, puntiagudas, con el envés pubescente. La nerviaciéon es marcada y la
textura es coridcea. Racimos terminales erectos de 5-15 cm de longitud, con el eje tomentoso.
Flores de 5 pétalos, amarillas o anaranjadas, 1-2 cm de ancho con pétalos unguiculados.,
numerosas en grupos. Frutos con drupa carnosa 8-22 mm de didmetro, con el cdliz persistente,
portados aisladamente o en racimos de 2-15, piel delicada, amarilla, carnaza blanca, gruesa,
jugosa, dcida y olor peculiar. Semilla negra y muy dura (Céaceres, 1996, Standley; Steyermank,

1946).

5.6.1.4 Habitat: 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, Baja Verapaz, Chiquimula, El
Progreso, Quiche, Escuintla, Huehuetenango, Izabal, Jalapa, Jutiapa, Peten (Caceres, 1996,

Standley; Steyermank, 1946).

5.6.1.5 Usos populares: El cocimiento de cortezas y flores se usa por via oral para tratar
afecciones respiratorias, digestivas, dolor de muelas, hemorragias, mordeduras de serpiente,
parasitos y favorece el parto y la expulsion de la placenta. Por via tépica se usa para tratar
afecciones dermatomucosas (estomatitis, leucorrea, piodermia, tinea, dlcera, vaginitis), tumores y

apretar los dientes (Céceres, 1996, Germosén-Robineau, 2005).
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El fruto se come fresco, el mesocarpio representa hasta el 40% del fruto y se prepara en

numerosas formas (dulce, jalea, helado y refresco) (Berger, 1971).

Se le atribuye propiedad acaricida, antifingica, antineurdlgica, antitusiva, astringente,
cicatrizante, desinflamante, digestiva, emenagoga, febrifuga y ténica (Céceres, 2006, Tebd,

1993).

5.6.1.6 Farmacologia: La actividad antibacteriana in vitro demuestra que el extracto acuoso de
hojas, corteza y raiz es activo contra Escherichia coli, y Sthaphylococcos aureus. La tintura de
corteza es activa contra Shigella flexneri, Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Streptococcus
pneumonie, Streptococcus pyogenes, Candida albicans, Candida krusei (Céceres, 1993, Caceres,
2006) con una CIM de 1-2 mg/kg. Los mejores disolventes son etanol y acetona. La decoccién es
activa contra Epidermophytum floccosum, Microsporum cannis, Microsporum gypseum,
Trichophytum mentagrophytes y Trichophytum rubrum (Céceres, 1991). El extracto metandlico
de hojas es activo contra trofozoitos de Giardia lamblia (Clsy 15ug/ml) (Peraza-Sanchez et al.,

2005)

De 5 6rganos del 4rbol se demostré que la corteza es las mds activa contra bacterias y el etanol
es el mejor disolvente por bioactividad y rendimiento (6.8%), las bacterias mas sensibles fueron
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Shigella flexneri y Streptococcus pyogenes

(Caceres, 1996).

5.6.1.7 Composicion quimica: La corteza contiene grasa, taninos (20-30%), acido oxalico (2.7%),
glucésidos, flavanoides, saponinas, sesquiterpenlactonas y triterpenos (B-amirina). Las hojas
continene saponinas, esteroles insaturados (P-sitosterol), cardendlidos, bufadiendlicos,
flavonoides (catechina, apicatechina, guayaverina, viperina, quercetina, galoilgalactésido),
leucoantocianinas, taninos, polifenoles, triterpenoides (dirsonimol); terpenos (betulinaldehido,
betulina, lupeol), éster aromatico (metilgalato) y glicolipidos (Béjar; Malone, 1993, Ciceres,

1996, Glasby, 1991, Rastrelli, 1996)
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5.6.1.8 Toxicologia: A la corteza se le atribuye cierta toxicidad, pero no hay estudios especificos.
Los extractos acuoso y etandlico de hojas, corteza y raiz son téxicos a peces del genero

Mollinesia. La infusion de corteza por via oral en ratén no tiene toxicidad aguda en dosis de 1-5

g/Kg (Caceres, 2006, Duke, 1985)



41

5.6.2 Gliricida sepium (Jacq.) Steud.

5.6.2.1 Otros nombres cientificos: Robinia rosea, Robinia veriegata, Londhocarpus maculatus

5.6.2.2 Nombre comunes: Madrecacao, Kante, Canisima, Madera negra, Madriado, Matasarna.

5.6.2.3 Descripcién botdnica: Arbol de 10 m de alto, copa extendida o piramidal, tronco de 30 cm
de didmetro, corteza café obscuro, ramas puberulentas de jévenes, luego grabas. Hojas deciduas,
lanceoladas, 3-7 cm de largo, pinnadas 2-15 foliolos, verde en la parte superior y mancha purpura
en la inferior, muy aromdtica. Hojas deciduas, lanceoladas, 3-7 cm de largo, pinnadas, 2-15
foliolos. Flores en racimo, 5-10 cm de largo, densamente floreado, cdliz purulento o glabro,
corola de 1.5-2 cm de largo, rosadas a blancas. Vaina de la semilla café oscuro, glabra, oblonga
plana, 10-12 cm de largo y 1-2 cm de ancho. Semillas lenticulares, café obscuro (Caceres, 2006,

Standley; Steyermank, 1946).

5.6.2.4 Hébitat: Nativo de la América tropical, crece en laderas hasta 1,600 msnm, se ha
introducido y se cultiva en todo el mundo tropical. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz,
Baja Verapaz, Chiquimula, Escuintla, Huehuetenango, Izabal, Jalapa, Jutiapa, Peten, Retalhuleu,

Zacapa, Santa Rosa y Suchitepquez (Standley; Steyermank, 1946).

5.6.2.5 Usos populares: El cocimiento de las hojas y corteza se usan por via oral para tratar
afecciones gastrointestinales, respiratorias, de la piel (erupciones, erisipela, impétigo, gangrena,
granos, jiote, gonorrea, quemaduras, picaduras de insectos, ulceras), paludismo y paperas. La
decoccion de hojas se usa en el tratamiento de hipertension (Morton, 1981, Ronquillo et al.,

1988).

El cocimiento de las raices se toma para aliviar el dolor de garganta, afecciones del rifion,
ictericia y edema. Toépicamente las hojas y corteza, frescas o cocidas, se aplican como lavados,
compresas, emplastos o sobados sobre empeines, erisipela, impétigo, intertrigo, jiote, granos,
raspones, salpullido, sarna, dlcera y otras enfermedades de la piel; como bafios se aplica para el

tratamiento de alergias (Céceres, 1996, Nelson, 1986).
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Se le atribuyen propiedades antihistaminicas, antimaldrica, antiséptica, antiftingica,

cicatrizante, diurética, expectorante, febrifuga, hipotensora e insecticida (Caceres, 1996).

5.6.2.6 Farmacologia: La actividad antibacteriana demuestra que el extracto hidroalcohdlico de
hojas (25 pg/ml) es inactivo contra microorganismos patdgenos (Candida albicans, Cryptococcos
neoformans, Escherichia coli y Staphylococcus aureus. La tintura de hojas y corteza no inhibe
enterobacterias patégenas (Escherichia coli y Salmonella typhi). La tintura de las hojas es activa
contra Neisseria gonorroheae con un espectro de inhibicion de 80% de cepas patdgenas; la
decoccién contra M. canis 'y Trichophytom mentagrophytes con actividad fungicida y
fungiestatica. Los érganos con mayor actividad son la corteza, flores y raiz; el mejor disolvente

es el etanol (Caceres, 1991, Rahalison et al., 1993).

5.6.2.7 Composicién Quimica: Las hojas y corteza contienen flavonoides (2’-o-metilsepiol,
sepiol, robinetina), carbohidratos (pinitol), cumarinas y 4cido o-cumarinico y melilético (Glasby,

1991, Rastrelli et al., 1998a).

5.6.2.8 Toxicologia: El extracto acuoso de semillas no es toxico a peces dorados; sin embargo, la
canavanina de las semillas es toxica a mamiferos. L-canaverina induce ciertos cambios
hematolégicos y anormalidades serolégicas en monos que asemejan el lupus eritematoso

sistémico. La corteza, raiz y semillas son toxicas a ratones pero no a ratas (Dhawan et al., 1977).
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5.6.3 Lippia graveolens HBK.

5.6.3.1 Otros nombres cientificos: Lantana origanoides, Lantana berlandieri

5.6.3.2 Nombre comunes: Mejorana, orégano de monte, orégano mexicano

5.6.3.3 Descripcion botdnica: Arbusto delgado hasta de 2 m de alto, ramas con pubescencia
cortamente pilosa. Hojas en peciolos 5-10 mm de largo, oblongadas o elipticas, 2-4 cm de largo,
obtusas o redondas en el dpice, subcordadas a la base, densamente pilosas, suaves al tacto,
densamente tomentosas. Flores subglobosas a oblongas, 4-12 mm de largo, bricteas ovado-
lanceoladas, agudas; cdliz 1-2 mm de largo, glandular, corola blanca, 3-6 mm de largo (Céceres,

1996, Standley; Steyermank, 1946).

5.6.3.4 Habitat: Es nativa del sur de Texas a Nicaragua, se encuentra en bosques secos y montes
espinosos subtropicales, en pendientes pedregosas muy secas, en matorrales himedos o secos y
planicies hasta 350 msnm. En Guatemala se ha descrito en El Progreso, Petén y Zacapa

(Standley; Steyermank, 1946).

5.6.3.5 Usos populares: La decoccién o infusién de hojas se usa para tratar anemia, afecciones
gastrointestinales (amebiasis, cdlico, diarrea, disenteria), afecciones respiratorias (asma,
bronquitis, catarro), hidropesia, ictericia, amenorrea, dismenorrea y reumatismo. La decoccion
en leche se usa para tratar asma y bronquitis; un jarabe de las hojas se usa para tratar la diabetes,

disenteria, catarro y resfrios (Martinez, 1992, Ocampo; Maffioli, 1987, Ronquillo, 1988).

Toépicamente la decoccidén se aplica para combatir la tinea y en la cicatrizaciéon de heridas,
llagas e inflamacion 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, cdncer y tumores; en fricciones y bafios se usa como calmante. La planta

fresca macerada en aceite se aplica a los dolores reumaticos (Caceres, 2006)
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Se le atribuye propiedad antioxidante, antiséptica, aromdtica, calmante, carminativa,
desinflamante, digestiva, diurética, emenagoga, espasmolitica, estimulante, expectorante,

pectoral, sudorifica y ténica (Céaceres, 1996).

5.6.3.6 Farmacologia: La tintura e infusiéon de hojas son activas contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus,

Streptococcus pneumoniae 'y Streptococcus pyogenes (Dominguez, 1989, Salgueiro, 2003).

La actividad antibacteriana in vitro demuestra que la tintura de las hojas es activa contra
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae 'y Streptococcus pyogenes pero inactiva contra Haemophilus
influenzae; la infusion de las hojas demostrd activad contra los mismos microorganismos. La
CIM del extracto diclorometanico contra bacterias es de 10 mg/ml y del etanol es 1.75 mg/ml

(Caceres, 1996)

5.6.3.7 Composicién quimica: Las hojas contienen aceite esencial (1.8%), glucésidos
saponinicos, taninos Yy triterpenos, celulosa, pigmento y elementos minerales; la corteza y raiz
contienen glicdsidos saponinicos, aceite esencial y taninos. Las hojas contienen ademas
flavononas (pinocembrina, naringenina), lapachenol e iridioides (loganina, sacologanina, dcido

carioptésido y logénico, lippidsido) (Rastrelli et al., 1998b)

5.6.3.8 Toxicologia: Los extractos acuosos y etandlico de hojas (500 ppm) presentan cierta
toxicidad dosis-dependiente contra peces del género Mollinesia. El lapachenol tiene actividad

carcinogénica y podria explicar cierta actividad antifertilidad atribuida (Mena, 1994).
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5.6.4 Croton guatemalensis Lotsy

5.6.4.1 Otros nombres cientificos: Croton eluterioides

5.6.4.2 Nombre comunes: Copalchi, Sangre de Drago, Caché, Chul, Guanacaste, Hoja amarga,

Perexcutz, Quina, Sasafras, Zicché

5.6.4.3 Descripcion botédnica: Es un arbol o arbusto delgado hasta 8 m de alto. Hojas firmes
membranosas, en largos o cortos peciolos delgados, ovadas o anchamente triangulares, 7 — 15 cm
de largo. Acuminadas, cordadas o truncadas en la base, enteras, verdes en la superficie superior,
glabradas con el tiempo, densamente lepidotas por debajo, plateado blanquecinas (Leinmuller,

1991, Linares et al., 1999, Standley; Steyermank, 1946).

5.6.4.4 Habitat: Nativo de Mesoamerica en bosques secos o himedos, frecuentes en colinas
pedregosas hasta 1,800 msnm, a veces lantados como rompevientos en plantaciones de café. En
Guatemala se puede encontrar en Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula,
Escuintla, Guatemala, Quetzaltenango, Quiché, Retalhuleu, Sacatepquez, Santa Rosa y

Suchitepquez (Caceres, 1996, Standley; Steyermank, 1946).

5.6.4.5 Usos populares: Se siembra como sombra del café. La corteza se utiliza para darle sabor
a una bebida de maiz. Sus hojas secas se venden con fines medicinales, la decoccidn se usa como
desinflamarte. Se le atribuye propiedad analgésica, antimaldrica, desinfectante, diurética,

emoliente, febrifuga y tonica (Rzedowski et al., 2001).

5.6.4.6 Farmacologia: Generalmente se usan la corteza y las hojas secas. De la corteza se ha
aislado un alcaloide (copalchoidina) al que se le atribuyen propiedades similares a la quinina

como antimaldrico y ténico (Céceres, 1996).

5.6.4.7 Composiciéon quimica: Las hojas y corteza contienen alcaloides, aceites esenciales,

taninos, triterpenos y mucilago, y la raiz contiene alcaloides (Céceres, 1996).
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5.6.4.8 Toxicologia: Los extractos acuosos y etandlicos de hojas y corteza (50 ppm) son téxicos a
peces del género Mollinesia se recomienda no ingerir el latex. La administracion oral de 3 g/Kg

de la infusién acuosa al 10% liofilizada no produjo ningtn efecto téxico (Caceres, 1996).
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5.6.5 Tagetes lucida Cav

5.6.5.1 Otros nombres cientificos: No presenta

5.6.5.2 Nombre comunes: Pericén, I’y4, Jolomocox, Uca

5.6.5.3 Descripcion boténica: Hierba perenne aromatica, glabra, erecta, 30-95 cm de alto, se
levanta desde una base corta, gruesa y lefiosa, cimosamente ramificada; ramas escasas, resinosa
al secarse. Hojas opuestas, sésiles, oblongo-lanceoladas, puntiagudas, dentadas, con numerosas
glandulas oleosas. Flores amarillas en pequenas cabezuelas terminales; receptaculo cilindrico; 5-7
filarios tubulados en el dpice. Aquenios estriados, papus escamoso (House et al., 1995, Nash,

1976).

5.6.5.4 Habitat: 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 puede
encontrar en Chimaltenango, El Quiché, Jalapa, Guatemala, Huehuetenango, Petén,

Quetzaltenango, Sacatepéquez y San Marcos (Nash, 1976).

5.6.5.5 Usos medicinales y populares: La infusién de flores y hojas se usa por via oral para aliviar
el parto, tratar anemia, inflamacién de los ojos, afecciones nerviosas, gatrointestinales y
respiratorias, dolor menstrual, hepatitis, paludismo, reumatismo, retencién urinaria, afecciones
nerviosas, tumores y ulcera. El humo de las hojas y flores se utiliza para ahuyentar mosquitos.
Las flores y hojas se usan para aromatizar los elotes conocidos (Logan, 1973, Ortiz; Brower,

1985).

Se le atribuye propiedad antiinflamatoria, antioxidante, antiséptica, aromadtica, carminativa,

digestiva, diurética, espasmolitica y galactogoga (Ortiz; Brower, 1985, Neher, 1968).

5.6.5.6 Farmacologia: La tintura y el extracto acuoso de hojas son activos contra Escherichia

coli, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Salmonella typhi, Streptococcus pneumoniae,
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Streptococcus pyogenes, Candida albicans y Neisseria gonorrhoea. Diversos extractos inhiben

el crecimiento de Vibrio cholerae (Caceres, 1991, Caceres, 1996).

5.6.5.7 Composicién quimica: Las hojas y flores contienen aceites esenciales (limoneno, [-
cimeno, B-cariofileno, mirceno, anetol, alilaisol, esdragol, metieugenol, linalool), alcaloides
cuaternarios, flavonoides (quercetagetina, patuletina, isorrhamnetina), saponinas, taninos,
leucoantocianinas, dcido gélico, poliacetilenos, glicdsidos cianogénicos, cumarinas (herniarina o
7-metoxicumarina), derivados de tiofeno, a tertienilo, poliacetilenos, goma, dextrina, grasas,

pectina, resinas dcidas y sales minerales (Abdala, 1999Céceres, 1999, Martinez, 1992).

5.6.5.8 Toxicologia: La DLsy del extracto con actividad espasmolitica por via oral es >100
mg/Kg de peso. El o-tertienilo puede ser fototéxico en presencia de luz ultravioleta cercana y
producir una fotodermatitis por n mecanismo que no depende de la peroxidacién lipidica de la

membrana (Yamamoto, 1984).

Se le atribuye propiedad abortiva. El extracto alcohdlico provoca en algunas personas
sintomas cardiovasculares. El alfa tertienilo puede ser fototéxico en presencia de la luz

ultravioleta y puede producir una fotodermatitis (Caceres, 1996).
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5.6.6 Smilax domingensis Willd

5.6.6.1 Otros nombres cientificos: No presenta

5.6.6.2 Nombre comunes: Bejuco de membrillo, Zarzaparrilla

5.6.6.3 Descripcién botédnica: Bejucos lefiosos, dioicos, trepando por zarcillos; mas de 200
especies, varias usadas en medicina. Se distinguen dos grupos, de rizoma lefioso y raiz filiforme.
Es glabra, tallo rollizo con aguijones recurvados. Hojas 1-6 veces mds largas que anchas, ovadas,
5 nervios desde la base. Umbelas estaminadas y postiladas solitarias, pedinculo mds corto que el

peciolo. Bayas 7-10 mm, rojas. Rizoma lefiozo (Standley; Steyermark, 1952).

5.6.6.4 Habitat: En Mesoamérica existen unas 26 especies y en Guatemala al menos 12 especies,
las cuales se usan indistintamente con fines medicinales. Nativa de las Antillas y desde México
hasta Panama en bosques himedos y espesuras hasta de 2,100 msnm. Existen varios herbarios
con estos especimenes en Colombia, Ecuador y Perd. En Guatemala, se han descrito en Alta
Verapaz, Guatemala, Huehuetenango, Izabal, Jutiapa, Peten, Quetzaltenango, Retalhuleu, Santa

Rosa, Suchitepéquez y Zacapa (Standley; Steyermark, 1952).

5.6.6.5 Usos populares: Por via oral el cocimiento se usa para tratar anemia, afecciones
digestivas, hinchazén, malaria, dolor de rifiones, enfermedades de la sangre y venéreas, hepatitis,
reumatismo y tumores. Se aplica tOpicamente para tratar afecciones dermatomucosas (alergias,

eccema, liquen plano, tinea y psoriasis) (Caceres, 1996).

Las raices de este género se han utilizado como colorantes de refrescos o como componentes
de arreglos florales. Se les atribuye propiedades antiinflamatorias, antifingicas, antipruriticas,

antirreumaticas, antiséptica, cicatrizante, depurativa, sudorifica y ténica (Caceres, 1996).

5.6.6.6 Farmacologia: Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de las raices son activas
contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae,

Shigella flexneri y Streptococcus pyogenes, e inactiva contra Vibrio cholerae. Estudios del
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espectro de inhibicién bacteriana en 20 cepas provenientes de pacientes demuestran que inhibe el
85% de cepas de Pseudomonas aeruginosa, 80% de Salmonella Typhi y 70% de Staphylococcus
aureus. La actividad antimicrobiana se atribuye a las saponinas, en particular a sarsasapogenina

y parillina (Céceres, 1996, Pérez, 2003).

5.6.6.7 Composicion quimica: Contienen alcaloides, aceite esencial, esteroles insaturados,
glicésidos esteroidales (saponinas, cardendlidos, bufadiendlicos), flavonoides, leucoantocianinas,
taninos, polifenoles, resinas, azucares y grasas; ademads agliconas esteroidales (parrillita,
sarsapogenina, smilagenina), B-sitosterol, stigmasterol, dcido sarsdpico, polinas tanina y acido

paroapdrico (Bérdy et al., 1982)

5.6.6.8 Toxicologia: La administracion de 0.5-3.0 mg/Kg de extracto no produce efectos t6xicos
en ratones, la administracion crénica 100 mg/Kg durante 90 dias produjo sintomas de toxicidad ni
cambios sanguineos sugestivos de toxicidad. En dosis inusualmente grandes puede causar dafio,

aunque esta aprobado su uso como alimento por la FDA (Céceres, 1996).
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5.6.7 Rhizophora mangle L.

5.6.7.1 Otros nombres cientificos: No presenta

5.6.7.2 Nombre comunes: Mangle Rojo, Candel6n, Mangle, Mangle colorado, Mangle dulce,
Mangle tinto, Tabché, Tapché, Xtabché.

5.6.7.3 Descripcion botdnica: Su forma es de arbol o arbusto perennifolio, haléfilo, de 4 a 10 m
de alto, en el tronco se encuentran apoyadas numerosas raices aéreas simples o dicotdmicamente
ramificadas con numerosas lenticelas, la corteza es de color olivo pdlido con manchas grises, sin
embargo en el interior es de color rojizo, su textura es de lisa a levemente rugosa con apariencia
fibrosa. Las hojas son simples, opuestas, pecioladas, de hoja redondeada, elipticas a oblongas,
estas se aglomeran en las puntas de las ramas, su color es verde oscuro en el haz y amarillentas en
el envés. Las flores son pequeiias, de 2.5 cm de didmetro con cuatro sépalos lanceados, gruesos y
coridceos. La flor tiene cuatro pétalos blancos amarillentos. Tiene de dos a cuatro flores por tallo
o pedinculo. Los frutos se presentan en forma de baya de color pardo, coridcea, dura, piriforme,
farinosa. El desarrollo de las semillas se lleva a cabo en el interior del fruto por viviparidad, los
propagulos son frecuentemente curvos, de color verde a pardo en la parte inferior y presentan
numerosas lenticelas y por udltimo sus raices son filcreas, ramificadas, curvas y arqueadas

(Fleitas, 2001).

5.6.7.4 Habitat: Especie caracteristica de los litorales donde forma a menudo masas puras en las
zonas intermareales de lagunas costeras y esteros con influencia de agua salada. Crece en
ambientes de continuo movimiento de agua y salinidad variable (hipersalino a salobre). Su mejor
desarrollo es en litorales someros, con poca pendiente donde la marea entra con mayor facilidad.
Se desarrolla en los sitios protegidos contra la accidon del oleaje fuerte. Los manglares mas
productivos se desarrollan en estuarios con lodo fino, compuesto de cieno, arcilla y alto
porcentaje de materia orgdnica. Se le encuentra a lo largo de las costas del Golfo, el Pacifico y el
Caribe, en latitudes tan extremas como Isla San Esteban en Baja California o Huixtla, en el sur de
Chiapas. En la vertiente del Golfo se presenta desde Tamaulipas hasta Yucatdn y Quintana Roo y

en la vertiente del Pacifico desde Baja California Sur, Sonora hasta Chiapas. Altitud: nivel del
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mar. En Guatemala se puede encontrar en Petén, Puerto Barrios, Santa Rosa, Escuintla, San
Marcos, Suchitepéquez y todas las zonas costeras del pais. Altitud Nivel del Mar (Machorro,

2007).

5.6.7.5 Usos populares: La corteza se utiliza como febrifugo, hemostatico, antidiarréico, para el
asma, hemoptisis, mordedura o picadura de animales marinos venenosos, diversas heridas,
tuberculosis, lepra, hemorragias, disenteria, elefantiasis. La hoja sirve para el escorbuto, dolor de
muelas, ulceras leprosas. La raspadura de las raices es usada por los pescadores contra
mordeduras de peces y picaduras de insectos venenosos. Los embriones son ricos en taninos y se

emplean machacados y cocidos como astringentes (Machorro, 2007).

La planta tiene efecto anti-hiperglicémico y podria llegar a usarse clinicamente en el control
de la diabetes mellitus. Se utiliza en afecciones géstricas (tlceras), antiséptico y como promotor

de cicatrizacion (Leinmuller et al., 1991).

Rhizophora mangle es la especie de mangle mdas usada en la actualidad en programas de
reforestacion. Se ha utilizado como adhesivo en la fabricacion de triplay. Se usa para la
fabricacion de bolas de boliche o de polo y artesanias en general y articulos torneados. La corteza
produce un tinte azul para tefiir tejidos de algodon. Es usado en México por medio de extraccion
de arboles juveniles de Rhizophora mangle, por su resistencia para ser usados como travesafos en
viviendas o para la construccién de trampas para el camarén. Las hojas son empleadas en los

techos rurales (Rzedowski et al., 2001).

5.6.7.6 Farmacologia: Se pueden usar su corteza, hojas y raiz. Bacilus subtilis Staphylococcus
aureus Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Salmonella typhi, Mycobacterium smegmatis,
Candida albicans, Criptococcus neoformans. La actividad biolégica y farmacoldgica se atribuye

los taninos presentes en la planta (Fleitas, 2001)

5.6.7.7 Composicién quimica: La corteza y raiz son fuente importante de taninos. Ademds de

grupos aminos primarios y secundarios, alcaloides en pequefia proporcion (Fleitas, 2001).
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5.6.7.8 Toxicologia: No se ha reportado su toxicidad debido a que casi no se ha utilizado esta
planta como medicinal, sin embargo, se sabe que se puede usar jarabes de sus extractos tanto de
raices como de su corteza como antidiarreicos, para el asma, y para el envenenamiento con

pescados contaminados (Fleitas, 2001).
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5.6.8 Psidium guajava L.

5.6.8.1 Otros nombres cientificos: Psidium guava, Psidium pomiferum, Psidium pumilum,

Psidium pyriferum, Psidium pyriferum.

5.6.8.2 Nombre comunes: Guayabo, Guayaba manzana, Shori.

5.6.8.3 Descripciéon botdnica: Arbol de 2-10 m de alto, perenne, corteza suave, delgada,
escamosa. Hojas verdes, opuestas, peciolo corto, elipticas, 5-15 cm de largo. Tallo erecto y
ramificado con madera dura. La corteza gris se descama con frecuencia y presenta manchas
redondas en el dpice y en la base, multiples venas horizontales, glandulares. Las hojas son
opuestas, sencillas oblongas o elipticas de color verde claro. Flores axilares, solitarias, blancas,
3-4 cm de ancho, penacho de 275 estambres. Frutos son bayas aromadticas, piriformes, 2-10 cm de
largo, cédscara amarilla, carnaza rosada firme, al centro suave, con pulpa jugosa y semillas color
café, 3-5 mm de largo, redondas y duras (Ministry of Health of Indonesia, 1982, Standley;
Williams, 1964).

5.6.8.4 Habitat: Nativo de América tropical, en bosques himedos y secos; sembrado
comercialmente en zonas célidas de Africa y Asia hasta 1,800 msnm. Se han descrito variedades
en todo el pais, especialmente en Baja Verapaz, Chiquimula, Jutiapa y Santa Rosa (Standley;

Williams, 1964).

5.6.8.5 Usos populares: La decoccién de hojas y corteza se usa por via oral en afecciones
digestivas (amebiasis, diarrea, disenteria, c6lico); anemia, asma, diabetes, hemorragia, hincha-
z6n, uretritis y resfrio. Por via tépica se aplica en bafos y lavados para enfermedades

dermatomucosas y en enjuages para lengua inflamada (Germosén, 1996, Girén et al., 1991).

Se les atribuye propiedad antibacteriana, antiemética, antiinflamatoria, antihelmintica,
antiséptica, antitusiva, astringente, carminativa, espasmolitica y ténica (Caceres, 1996, Argueta et

al., 1994).
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5.6.8.6 Farmacologia: La tintura de hojas es activa contra Shigella dysenteriae, Salmonella typhi,
Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans; la decoccién contra
Epidermophytum floccosum, Trichomonas vaginalis (Caceres, 1996) y rotavirus de simios
(Gongalves, 2005); el extracto etandlico contra Escherichia coli enterohemorrigica
(Voravuthikunchai et al., 2004); el extracto polar y apolar contra Plasmodium falciparum y es

citotéxico contra lineas KB y P338 (Weenen, 1990).

5.6.8.7 Composiciéon quimica: La planta es rica en taninos. Las hojas contienen grasa, [-
sitosterol, dcido maslinico y eldgico, aceite esencial, triterpenoides (B-cariofileno, B-bisaboleno,
aromadendreno, cineol, eugenol), dcidos orgédnicos (guayavolico), flavonoides de quercetina
(guayaverina y avicularina). La corteza contiene ademds elagitaninos (telimagrandina,

peduncularina, casuarinina) (Germosén, 1997).

La actividad antibacteriana se atribuye a los flavonoles acidicos (avicularina, guayaverina y
quercetina); la antiprotozoo, al 4cido psididlico que ademads es activo contra M. phlei (Céceres,

2006).

5.6.8.8 Toxicologia: Los extractos etandlico y acuoso de hojas, raices y tallos son ictiotéxicos.
La infusion de corteza y hojas ensayadas en ratones por via oral en dosis de 1-5 g/kg no presenta

toxicidad aguda. Al fruto se le atribuye actividad abortiva.
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5.6.9 Piper jacquemontianum Kunth

5.6.9.1 Otros nombres cientificos: Piper aeruginosibaccum

5.6.9.2 Nombre comunes: Cordoncillo, Pooczuyaax

5.6.9.2 Descripcion botédnica: Arbusto cominmente de aproximadamente 2 m de altura, las ramas
jovenes densamente hispidulosas o hirtulas, algunas veces glabras con la edad u ocasionalmente
casi glabras desde el principio; peciolos mayormente de 1 cm de largo o menos, algunas veces
mas largo en las hojas bajas, rigidos, densamente hispidulosos o raramente glabrados; laminas de
las hojas ovado-oblongadas u ovado elipticas, mayormente de 12 a 20 cm de largo y de 4.5 a 9
cm de ancho, dpice abruptamente acuminado o largamente acuminado, muy desigual en la base y
mds o menos oblicua, usualmente redondeado o mas o menos cordado en un lado y obtuso en el
otro, un lado mas decurrente que el otro, gruesas y firmes, muy lustrosas en el haz y con
frecuencia lustrosas en el envés, un poco mds palidas en el envés, cuando se secan se tornan
verde grisdcea o lagunas veces negruzca, con puntos peldcidos finos, glabras en el haz, suaves al
tacto, hispidulosas en el envés, especialmente en los nervios, con pelos sérdidos subadpresos,
asperos al tacto, penninervadas, usualmente 3 nervios en cada lado, nervios arqueados,
ascendentes, los superiores nacen en o por arriba de la mitad de la ldmina, las venas son
prominentes en el envés, laxamente reticuladas; pedinculos cortos, gruesos, densamente
puberulentos o hispidulosos; espigas erectas, mayormente de 5 a 7 cm de largo y de 3 a 4 mm de

grosor, obtusas, gruesas; las brateas con pubescencia densa (Hernandez, 2007).

5.6.9.3 Hébitat: Bosques o matorrales humedos o lluviosos, algunas veces en bosque de pino o en
pantanos de Mancaria. Crece a 900 msnm o menos. Su distribucién geografica es Campeche,
Guatemala y Belice. En Guatemala se ha descrito en los departamentos de Alta Verapaz, Petén e

Izabal (Hernandez, 2007).

5.6.9.4 Usos medicinales y populares: En Guatemala se utiliza para bajar la fiebre, para granos,
para la tos y para aliviar el dolor de cabeza y de cuerpo, para el dolor del corazén, para la presion

(Hernandez, 2007).
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5.6.9.5 Farmacologia: Estudios farmacoldgicos demuestran que el aceite esencial a 0.1 mg/ml
tiene actividad contra Mycobacterium smegmatis y Bacillus subtilis, actividad citotéxica contra
Artemia salina a 0.5 mg/ml y actividad insecticida contra Anopheles albimanus y Anopheles
aegypti hasta el tercer estadio. Presento actividad antiinflamatoria in vivo a dosis de 750 y 1000

mg/Kg peso (Herndndez, 2007)

5.6.9.6 Composicioén quimica: Se identifico en el aceite esencial a-pineno, B-pineno, d-3-careno,

bornileno, 6-elemeno, 1,5 ciclodecadieno, B-cariofileno, D-germacrano (Hernandez, 2007).
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

6.1.1 Contribuir en alternativas de tratamiento antibidtico natural en infecciones causadas por

enterobacterias productoras de beta-lactamasas de espectro extendido.

6.2 Objetivos Especificos

6.2.1 Estandarizar la técnica de micrométodo para la actividad antibidtica en bacterias.

6.2.2 Evaluar enterobacterias fermentadoras multiresistentes clinicas contra extractos de plantas
medicinales con actividad antibidtica demostrada.

6.2.3 Determinar la concentracion inhibitoria minima de los extractos que presenten actividad

antibidtica.
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7. HIPOTESIS

Al menos una de las especies vegetales investigadas tiene actividad antibacteriana satisfactoria

contra cepas clinicas de enterobacterias productoras de beta-lactamasas de espectro extendido.
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8. MARCO METODOLOGICO

8.1 Poblacion
Todas las plantas medicinales nativas estudiadas que posean actividad antibidtica contra

diferentes bacterias.

8.2 Muestra
Se analiz6 los extractos de plantas medicinales con actividad antibacteriana comprobada con

una concentraciéon minima inhibitoria menor a 250 mg/dl.

8.3 Materiales y equipo
8.3.1 Equipo
e Agitador Vortex
® Autoclave
e (Campana bacterioldgica
¢ Computadora con procesador de datos
e (Congelador a -20°C
e [Impresora
® Incubadora a 34°C
® Mechero de Bunsen
¢ Incinerador para asas bacterioldgicas
e Refrigerador a 4°C
® Micropipetores automaticos unicanal
e Micropiperotes automaticos multicanal
® Espectrofotometro tipo lector de ELISA con diferentes longitudes de

onda.

8.3.2 Materiales
e Asaen argolla
e (ajas de petri 100 x 15 mm
¢ Erlenmeyer de 250ml y 500mL



8.3.3. Reactivos

Gradillas

Guantes desechables

Hisopos estériles

Hojas de papel bond tamafio carta
Papel mayordomo

Papel parafilm

Pinzas

Tubos de ensayo

Tubos ependorf 1.5 mL

Placas de 96 pozos estériles

Aceite mineral

Agar Mac Conkey

Agar Miiller Hinton

Caldo Miiller Hinton

Agar Sangre de Carnero

Caldo tripticasa soya

Agua desionizada estéril

Alcohol

Cepa de Escherichia coli ATCC 25922
Extractos de plantas a investigar
Estdndar de MacFarland 0.5

Estandar de ampicilina

Etanol al 70%

Reactivo MTT (bromuro de
difeniltetrazolium)

Hipoclorito de sodio

Solucidn salina
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3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
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8.4. Métodos

8.4.1 Estandarizacion de la técnica de microdilucion en placa: para bacterias utilizando cepas

de referencia y antibidtico sintético.

8.4.1.1. Preparacion del estdndar de ampicilina:

e Del estiandar liofilizado de ampicilina se realizé6 una soluciéon Stock con una
concentracion 10mg/ml.

e A partir de la solucién Stock, se realizé la dilucion mas alta de antibidtico, siendo ésta de

64ug/ml.

8.4.1.2 Realizacién de la suspension de bacterias:

e Se utilizé la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 con 24 horas de incubacién para la
realizacion del estdndar de MacFarland 0.5

e Se tomaron de 2 a 3 colonias de la bacteria y se suspendieron en tubos con caldo Muller
Hinton.

e Se ajustd la turbidez a un estdndar de MacFarland 0.5 por medio de un turbidimetro
(rango de turbidez 0.09-0.10)

¢ Se utilizé inmediatamente después de preparado para evitar proliferacién bacteriana.

8.4.1.3 Preparacioén de revelador:

e Seutilizé MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium) como
revelador.

e Se utilizé una concentracién de 0.4 mg/ml de MTT disuelto en un buffer de fosfatos
(PBS).
¢ Se utiliz6 inmediatamente después de preparad para evitar que reaccionara con la luz.

8.4.1.4 Inoculacién de las microplacas (ver anexo 1):

¢ Se elaboré un esquema de inoculacién, con la cepa de Escherichia coli ATCC 25922,
colocando un control de crecimiento bacteriano y un control de esterilidad del caldo Muller
Hinton en placas con fondo en U (distribuidas en filas designadas con letras de la AalaHy 12

columnas numeradas).
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e Se afiadieron 200uL de caldo Muller Hinton en la columna 1 (de la 1A ala 1H).

e Se agregd en todos los pozos 100uL de caldo Muller Hinton, con excepcién en la
columna 3 (de la 3A ala 3H).

e Se agregé en la columna 3 200uL de la dilucién mas alta de ampicilina (64ug/ml).

e Se arrastrd de los pozos de la columna 3 (posicién 3A a la 3H) 100 uL a los pozos de la
columna 4 (posiciones 4A a la 4H) y asi sucesivamente hasta llegar a los pozos de los de la fila
12 (NOTA: no cambiar punta de pipeta entre cada una de las diluciones).

¢ Finalmente tomar 100 uL de los pozos de la fila 12 y descartarlo. De esta forma se
obtendran diluciones seriadas del antibiético estdndar con un volumen total de 100 uL.

e Se afiadieron 100 uL de la suspension de bacterias a todos los pozos de las filas 2 a la 12.

e Seincub6 a 35°C por 16-18 horas.

e Se agregaron 50 uL de la soluciéon de MTT a todos los pozos de la placa.

e Se incubd por 2 horas a 35°C en camara hiimeda y se ley6 la absorbancia a 492nm.

8.4.1.5 Curva de calibracién de concentracion bacteriana:

¢ Se elaboré un esquema de inoculacién, con la cepa de Escherichia coli ATCC 25922,
colocando un control de esterilidad del caldo Muller Hinton en placas con fondo en U
(distribuidas en filas designadas con letras de la A ala H'y 12 columnas numeradas).

e Se afiadieron 200uL de caldo Muller Hinton en la columna 1 (de la 1A ala 1H).

e Se afiadieron 100uL de caldo Muller Hinton de la columna 2 (de la 2A a la 2H) a la
columna 12 (de la 12A ala 12H).

e Se afiadieron 100 uL de la suspension de bacterias a todos los pozos de las filas 2 a la 12.

e Se arrastré de los pozos de la columna 2 (posicién 2A a la 2H) 100 uL a los pozos de la
columna 3 (posiciones 3A a la 3H) y asi sucesivamente hasta llegar a los pozos de los de la fila
12 (NOTA: no cambiar punta de pipeta entre cada una de las diluciones).

¢ Finalmente se tomaron 100 puL de los pozos de la fila 12 y se descartaron. De esta forma
se obtendran diluciones seriadas de la bacteria con un volumen total de 100 pL.

e Se agregaron 50 uL de la solucién de MTT a todos los pozos de la placa.

e Seincubd por 2 horas a 35°C en cdmara hiimeda y se ley6 la absorbancia a 492nm.
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8.4.2 Obtencién de extractos vegetales: Se utilizaron los extractos de las plantas seleccionadas
encontrados en la Coleccién de extractos del Laboratorio de Bioensayos del departamento
de Citohistologia de la Escuela de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala.

8.4.3 Obtenciodn de cepas bacterianas: Se escogieron cepas de enterobacterias fermentadoras de
lactosa aisladas de muestras clinicas en el Laboratorio Clinico del HGSID,
fenotipicamente productoras de enzimas tipo BLEE, ademds de poseer diferente fenotipo
antibidtico entre cada una de las especies elegidas. Las cepas se recolectaron durante el

primer semestre del afio 2009.

8.4.4 Determinacion de la concentracién inhibitoria minima por la técnica de microdilucién en

placa.

8.4.4.1 Preparacion de extractos.
Los extractos a trabajar presentaron una concentraciéon de 100 mg/ml, es decir, se pesan
0.100g de extracto en balanza analitica con 1 ml de PBS, para obtener una solucién madre.

Posteriormente se realiz6 la dilucién més alta a evaluar de cada uno de los extractos (200 pg/ml).

8.4.4.2 Realizacién de la suspension de bacterias:

e Se utilizé la cepa con 24 horas de incubacién para la realizacion del estindar de
MacFarlan 0.5

e Se tomaron de 2 a 3 colonias de la bacteria y se suspendieron en tubos con caldo Muller
Hinton.

¢ Se ajusto la turbidez a un estindar de MacFarlan 0.5 por medio de un turbidimetro (rango
de turbidez 0.09-0.10)

¢ Se utilizé inmediatamente después de preparado para evitar proliferacion bacteriana.

8.4.4.3 Preparacion de revelador:

e Seutilizé MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium) como
revelador.
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e Se utiliz6 una concentracion de 0.4 mg/ml de MTT disuelto en un amortiguador de
fosfatos (PBS).
Se utilizé inmediatamente después de preparad para evitar que reaccionara con la luz.

8.4.4.4 Inoculacion de las microplacas (ver anexo 2):

e Se elaboré un esquema de inoculacién, con las cepas clinicas utilizadas , colocando un
control de crecimiento bacteriano, un control de esterilidad del caldo Muller Hinton y un control
de esterilidad de extracto, en placas con fondo en U (distribuidas en filas designadas con letras de
la A alaHy 12 columnas numeradas).

e Se afiadieron 200uL de caldo Muller Hinton en la columna 1 (de la 1A ala 1H).

e Se agregd en todos los pozos 100uL de caldo Muller Hinton, con excepcién en la
columna 4 (de la 4A ala 4H).

e Se agregé en la columna 4 200uL de la dilucién madre de extracto (200 pg/ml).

e Se arrastrd de los pozos de la columna 4 (posicion 4A a la 4H) 100 uL a los pozos de la
columna 5 (posiciones 5A a la SH) y asi sucesivamente hasta llegar a los pozos de los de la fila
12 (NOTA: no cambiar punta de pipeta entre cada una de las diluciones).

¢ Finalmente tomar 100 uL de los pozos de la fila 12 y descartarlo. De esta forma se
obtendran diluciones seriadas del extracto con un volumen total de 100 pL.

e Se afiadieron 100 puL de la suspensién de bacterias a todos los pozos de las filas 2 a la 12.

e Seincub6 a 35°C por 16-18 horas.

e Se agregaron 50 uL de la soluciéon de MTT a todos los pozos de la placa.

e Se incubd por 2 horas a 35°C en cdmara hiimeda y se ley6 la absorbancia a 492nm.

8.4.4.5 Interpretacion de resultados:

® Presencia de actividad antibacteriana: absorbancia > -0.020 + 0.04 nm

® Ausencia de actividad antibacteriana: absorbancia <-0.293 + 0.04 nm (punto de corte)

¢ (Concentracién minima inhibitoria: concentracion de extracto a la que tiene presencia de
actividad antibacteriana.

e Rechazo de corrida: cuando haya oxidacién del MTT (coloracién morada) en los pozos de

control de esterilidad de medio y control de esterilidad de extracto.
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8.5 Disefio de investigacion
8.5.1 Poblacién
Todas las plantas medicinales nativas estudiadas que posean actividad antibidtica contra

diferentes bacterias.

8.5.2 Tamafio de muestra
Se analizaron 9 extractos de plantas medicinales nativas con actividad antibacteriana

comprobada.

8.5.3 Disefio de muestreo
No probabilistico, intencional. Los extractos de plantas medicinales tuvieron una

concentracion minima inhibitoria menor a 250 mg/dl de actividad antibacteriana.

8.5.4 Andlisis estadistico
Se utiliz6 regresion lineal para la calibracion de la curva de concentracion de bacterias vivas
utilizando como revelador MTT. Se realiz6 por cuadriplicado y se utilizé6 la media de los

resultados para realizar la curva.
Para la estandarizacion del método de microdilucion en placa para bacterias se realizd una
curva de acumulacién de medias. Se realizaron 8 corridas diarias de la metodologia por 7 dias y

se determino la estabilidad, repetibilidad y reproducibilidad del método.

La evaluaciéon de la actividad antibacteriana de cada uno de los extractos se realizé por

triplicado y los resultados se expresaron por medio de medias en tablas.

Se utilizé el programa de computacién SPSS para el andlisis de los datos.
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9. RESULTADOS

Dentro del procedimiento de estandarizacion de la técnica para la determinacién de la
concentracion minima inhibitoria por medio de la microdilucién en placa se realiz6 una curva de
calibracién utilizando como caldo de enriquecimiento caldo Muller Hinton y la cepa de
Eschericha coli ATCC 25922. Para dicha determinacién se realizaron 8 corridas idénticas las
cuales se les realiz6 la media de cada una de las lecturas y posteriormente se sometié a un andlisis
de regresion lineal en donde se determin la ecuacién de la curva de calibracién (y = -7x107°X +

0.0183 con una r* = 0.9953 (Grafica 1).

Grafica 1. Curva de calibracién de bacterias utilizando MTT como revelador.
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La estandarizacién del método se realizaron 8 corridas diarias (segin el esquema descrito en el
Anexo 1) durante 7 dias diferentes, en donde se obtuvo la media de cada uno de los dias con sus
respectivas desviaciones estdndar y luego se realiz6 una acumulacién de medias por los 7 dias
que se realizé el ensayo. Se utilizé una cepa de Escherichia coli ATCC 25922 para realizar la
estandarizacion contra un estdndar de amplicilina (concentracién 64 pg/ml). Se determiné que la
absorbancia del punto de corte para determinar actividad antibacteriana positiva es -0.020 + 0.04

nm (Tabla 1)
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Tabla 1. Estandarizacién de la determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CIM) utilizando el método de microdilucién en

placa con MTT como revelador.

Ctl
Ctl
64
32
16

N B

1

0.5
0.25
0.125

dia 1 dia 2 dia3 dia 4 dia5s dia 6 dia7
FD media DS media DS media DS media DS media DS media DS media DS Prom DS
Medio 0.039 0.00 0.037 0.00 0.041 0.00 0.036 0.01 0.040 0.00 0.039 0.00 0.038 0.00 0.039 o0.00
MOO -0.315 0.02 -0.186 0.02 -0.167 0.03 -0.306 0.03 -0.177 0.02 -0.232 0.03 -0.173 0.07 -0.222 0.06
11 0.015 0.02 0.026 0.00 0.028 0.00 0.027 0.00 0.030 0.00 0.029 0.00 0.027 0.00 0.026 0.01
1/2 0.018 0.00 0.028 0.00 0.034 0.00 0.035 0.00 0.042 0.01 0.039 0.00 0.035 0.00 0.033 0.01
1/4 0.001 0.01 0.024 0.01 0.024 0.00 0.028 0.01 0.036 0.00 0.042 0.00 0.019 0.00 0.025 0.01
1/8 -0.050 0.04 0.013 0.01 -0.020 0.01 -0.017 0.01 0.006 0.00 0.015 0.01 -0.089 0.02| -0.020 0.04
116 -0.359 0.01 -0.318 0.02 -0.295 0.02 -0.276 0.02 -0.289 0.03 -0.275 0.01 -0.236 0.05 -0.293 0.04
132 -0.402 0.02 -0.311 0.03 -0.101 0.07 -0.190 0.03 -0.128 0.03 -0.094 0.03 -0.121 0.04 -0.192 0.12
1/64 -0.365 0.03 -0.266 0.03 -0.184 0.03 -0.281 0.04 -0.186 0.02 -0.098 0.01 -0.226 0.02 -0.229 0.09
1/128 -0.350 0.04 -0.288 0.03 -0.174 0.08 -0.305 0.03 -0.182 0.01 -0.147 0.05 -0.201 0.08 -0.235 0.08
1/256 -0.358 0.04 -0.275 0.03 -0.207 0.05 -0.311 0.03 -0.193 0.01 -0.183 0.03 -0.254 0.02 -0.254 0.07
1/512 -0.336 0.03 -0.291 0.03 -0.201 0.04 -0.295 0.04 -0.173 0.01 -0.188 0.02 -0.231 0.02 -0.245 0.06

FD: Factor de dilicuén; Ctl: control; MOO: microorganismo; DS: desviacién estdndar; Prom: Promedio
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Luego de tener estandarizada la técnica, se procedié a evaluar 18 cepas de enterobacterias
productoras de BLEE asiladas de muestras clinicas. Las cepas evaluadas fueron 6 Escherichia
coli, 6 Klebsiella pneumoniae y 6 Enterobacter cloacae. Dentro de las caracteristicas de cada
una de las especies poseen diferente origen de muestra y diferentes fenotipificaciéon de
sensibilidad antibidtica (anexo 3). Dichas cepas se evaluaron frente a extractos de 9 plantas
medicinales diferentes con actividad antibacteriana demostrada por medio de la técnica de
macrométodo de la determinacién de la CIM. Las plantas evaluadas fueron Byrsonima
crassifolia, Gliricidia sepium, Lippia graveolens, Croton guatemalensis, Tagetes lucida, Smilax
dominguensis, Rhizophora mangle, Psidium guajava y Piper jacquemontianum (tabla 2).
Después de evaluar cada uno de los extractos contra las 18 cepas de enterobacterias se determiné
que ninguno de los extractos evaluados (concentracién maxima de 200 pg/ml) present6 actividad

antibacteriana contra cepas productoras de BLEE.

Tabla 2. Plantas medicinales con actividad antibacteriana evaluadas contra cepas clinicas de
enterobacterias productoras de BLEE por medio de la técnica de microdilucion en placa para la

determinacion de CIM.

Nombre de la planta Nombre Parte utilizada | Solvente | Tipo de extracto
(parte) comiin
1. Croton guatemalensis Copalchi Corteza Etanol Crudo
2. Tagetes lucida Pericon Hoja Etanol Particién
3. Smilax domingensis Zarzaparrilla Hoja-rizoma Etanol Crudo
4. Rhizophora mangle Mangle rojo Corteza Etanol Crudo
5. Byrsonima crassifolia Nance Corteza Etanol Crudo
6. Gliricidia sepium Madre cacao Hoja Etanol Crudo
7. Lippia graveolens Mejorana Hoja Etanol Crudo
8. Piper jacquemontianum | Cordoncillo Hoja Etanol Crudo
9. Psidium guajava Guayaba Hoja Etanol Crudo

Datos obtenidos de la coleccién de extractos del departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, USAC.
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10. DISCUSION

La estandarizacion del método para la deteccion de la CIM por medio de la microdilucion en
placa es una herramienta muy importante para la deteccion, siendo esta técnica en donde se
determina el agente antimicrobiano que inhibe la multiplicacién y produccién de un crecimiento
visible de una cepa bacteriana dada en el sistema de prueba (Coyle, 2006). Ademads, este es el
método ideal por el cual se puede determinar si un agente con posible actividad antibidtica y que
concentracion es la minima necesaria para que tenga efecto y asi proponerlo o utilizarlo como
una opcion terapéutica. Por esta razén fue de gran valor la estandarizacién de esta técnica

realizando la modificacidn para su lectura con un revelador de actividad celular.

El MTT es un agente que se reduce por la accion del sistema succinato deshidrogenasa
mitocondrial de células vivas para producir cristales morados de formazan insolubles en agua los
cuales se solubilizan y pueden ser medidos espectrofotométricamente. La cantidad de formazan
producido es directamente proporcional al nimero de células activas en un cultivo. Este reactivo
ha sigo ampliamente utilizado para evaluar la viabilidad celular en procesos de proliferacion y
citotoxicidad celular (Peng, 2005). Se probd utilizar el MTT como agente reductor, basandose en
su principio de actividad. A pesar que las bacterias no poseen organelas, dentro de ellas
mitocondrias, se pretendia demostrar que la membrana celular de las bacterias por ser el érgano
que realiza la actividad oxidativa en las mismas tiene la capacidad de reducir el MTT siempre y

cuando las bacterias estuvieran viables.

Es importante que la técnica se realice con los pardmetros y condiciones con los que se
plantean en el estudio debido a que se pueden alterar los resultados si se realizan variaciones muy
drésticas. Se encontraron dos puntos criticos cuando se realiz6 la estandarizacién del método, el
primero fue la concentraciéon de MTT a utilizar, ya que se probaron varias concentraciones de
MTT para hacer reaccionar a la bacteria y mientras més concentrada estaba la soluciéon de MTT
menor reduccion del mismo se lograba por lo que la concentracién en donde se obtuvo la mejor
curva de calibracion fue utilizando la concentracién de 0.4 mg/ml de PBS; ademds se evalu6 la
actividad del MTT utilizando como diluyente agua desmineralizada y se obtuvieron resultados
similares, sin embargo se utilizé el PBS para no afectar la osmolaridad del medio y evitar que la

bacteria sufriera alguna alteracion por diferencia de concentraciones a pesar que el caldo Muller
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Hinton utilizado ademads de ser un caldo nutritivo también sirve como amortiguador dentro del

ensayo.

El segundo punto critico fue el tiempo de incubacién, en donde se debe realizar la incubacion
dentro del rango de 16 a 18 horas tinicamente ya que se encontr6 que si se excedia de las 18 horas
de incubacion al realizar la lectura con el MTT este formaba un precipitado que alteraba la
lectura de la absorbancia, mientras que al realizarla dentro del rango antes mencionado se logré
una suspensién homogénea de las sales de MTT reducido y permitié una lectura adecuada de la

absorbancia de la enterobacteria utilizada para la estandarizacion.

Las enterobacterias productoras de las enzimas beta-lactamasas de espectro extendido, son
bacterias que tienen la capacidad y facilidad de generar multiples mecanismos de resistencia por
lo que se vuelven cepas multirresistentes a diferentes familias de antibidticos. Dentro de los
hospitales nacionales se expone de manera extrema al paciente a una gran cantidad de
antibidticos para aliviar la infeccidon por este tipo de bacterias. Sin embargo, se han reportado
casos en donde las bacterias producen los mecanismos de resistencia segin el antibidtico al que
se ven expuestas y no se logra resolver la infeccion del paciente y se estdn buscando tratamientos
alternos para poder dar opcidn a los médicos para que tengan una mejor opcion terapéutica para

esta situacion.

Una opcién muy prometedora para diversos tipos se acontecimientos patoldgicos es la
medicina derivada de productos naturales, entre ellas estdn las plantas que tienen actividad
antibacteriana demostrada en varios estudios al rededor del mundo. En Guatemala se han
realizado diversas investigaciones en donde se ha demostrado la actividad bactericida de plantas
nativas de la region y se han obtenido resultados satisfactorios; sin embargo, estos estudios han
determinado la CIM bacteriana por medio de la técnica de macrométodo en agar, método que no
es tan preciso, ni exacto y no tiene tanta cobertura de diluciones como la técnica de microdiluciéon

en placa.

En este estudio se evalud la actividad antibacteriana de 9 extractos alcohdlicos (metanol y

etanol) de plantas nativas con actividad antibacteriana demostrada tanto para cepas de bacterias
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Gram negativo como de Gram positivo (Cdceres, 1993, 1996, 1999). Estos extractos se
enfrentaron contra cepas clinicas de enterobacterias productoras de BLEE, para dar una opcién
terapéutica para el tratamiento de las infecciones causadas por las mismas. Sin embargo, los

resultados fueron negativos para los diferentes extractos evaluados.

Posibles razones por lo que se obtuvieron estos resultados es que las bacterias con las que se
enfrentaron los extractos son cepas que se encuentran expuestas a una cantidad de agentes
nocivos hacia las mismas que permite que éstas produzcan cambios o mutaciones en su
informacién genética y puede expresar moléculas con la capacidad de atacar a estos agentes
nocivos o producir cambios en la pared celular que no permiten la unién de los mismos a las

bacterias.

Las BLEE son enzimas que fenotipicamente se caracterizan por conferir resistencia a
peniclinas, cefalosporinas (incluyendo tercera y cuarta generacién) y monobactames, pueden ser
inhibidas por inhibidores de beta-lactamasas, son capaces de hidrolizar las oximinocefalosporinas
(cefotaxima, el ceftazidima y la ceftriaxona) y son inhibidas por el dcido clavuldnico. En su
mayoria son enterobacterias (en particular Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli) en donde la
naturaleza de estas enzimas es plasmidica (Abarca, 2001, Morales, 2004, Rosales, 1997, Ramos,
2006). Entre los microorganismos que producen beta-lactamasas cromosdémicas se encuentran
Yersinia enterocolitica, Klebsiella oxytoca, Citrobacter diversus y entre otros (Casellas,2005,
Machado, 2005, Nordase, 1998, Giamarellou, 2005) . Por lo tanto, el control genético de la
produccion de beta-lactamasas es inducido por un plasmido o cromosoma y una gran cantidad de
pldsmidos provienen de las enzimas TEM-1, TEM-2 y SHV-1 con genes mutados, estas enzimas

le confieren resistencia a penicilinas pero no para las nuevas cefalosporinas (Jones, 2005).

Las primeras cepas reportadas como productoras de BLEE pertenecian a las especies de
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli y fueron causantes de brotes de infeccién nosocomial
en los Estados Unidos de América. [Estas cepas han ocasionado brotes de infeccion
intrahospitalaria con multirresistencia a los antibidticos alrededor del mundo, dificultando el
tratamiento y aumentando la morbi-mortalidad nosocomial. Los factores de riesgo a los cuales se

les atribuye el desarrollo de este tipo de resistencia son la duracién del tiempo de exposicion a
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una cepa epidémica, estancia hospitalaria prolongada, ingreso a la unidad de cuidados intensivos,
cateterizacion arterial y urinaria, administracion de cefalosporinas de tercera generacion y la

frecuencia del contacto con personal sanitario (Aliaga, 1996, Gold, 1996).

En 2005 se realizaron dos estudios en Guatemala, el primero en Instituto Guatemalteco de
Seguridad Social (IGSS) en donde reportaron un mayor porcentaje de BLEA (62%) que de BLEE
(14%), en donde la bacteria con mayor porcentaje de aislamientos fue Escherichia coli (BLEA
42% y BLEE 14%) (Najera, 2005). El segundo estudio se realiz6 en el Hospital General San
Juan de Dios (HGSJD), en donde se detectd un alto porcentaje de cepas productoras de BLEE,
69.6%, en donde Klebsiella pneumoniae fue la bacteria que se aisldé en mayor proporcién con
respecto a Klebsiella oxytoca (5:1). Las salas més afectadas fueron las Unidades de Cuidados

Intensivos de Neonatos (UCIN) y la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica (UTIP) (Itzep, 2005).

En un estudio realizado por Castro (2009) se evaluaron cepas de enterobacterias provenientes
de tres hospitales nacionales, en donde se encontré una frecuencia de producciéon de BLEE para
Klebsiella pneumoniae del 52%, Enterobacter cloacae del 33% y Escherichia coli del 15%. En
donde la caraterizaciéon fenotipica fue igual para enzimas tipo cefotaximasa como para

ceftazidimasa (40% para cada tipo).

Debido a que los extractos de plantas son un complejo de metabolitos y no un compuesto
quimico unico y especifico dirigido a cierto lugar de las bacterias, era posible que tuviera una
accion positiva como antibidtico, sin embargo no se presentd de la forma esperada la actividad.
Esto se puede deber a que las bacterias que se someten por periodos muy largos a tratamientos
antibidticos y ademads se encuentran en un ambiente nosocomial tienen a estar preparadas a todo
tipo de agente que las pueda danar. Producen cambios genéticos, ya sea tipo cromosomales o por
plasmidos, que las protegen de cualquier agente; asimismo, tienen la capacidad de trasmitir su
informacién de forma vertical (de una generacién a la siguiente) o de forma horizontal (de una
bacteria a otra por medio de uniones celulares) y asi la mayor parte de la poblacién bacteriana

nosocomial puede tener un pool de informacién contra cualquier tipo de agente nocivo.
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Esta es la posible razén por la cual las plantas evaluadas no presentaron actividad
antibacteriana contra cepas nosocomiales productoras de BLEE; sin embargo, pueden haber
muchos factores que también influyeron en los resultados como la concentracién a la cual se
evaluaron los extractos pudo ser muy baja para las mismas ya que en este estudio se utilizé una
concentracion de 200ug/ml y en los estudios previos con la técnica de macrodilucién en agar se
utilizé 1mg/ml de concentracién. El motivo por el cual se utilizé dicha concentracién es que para
que se pueda proponer una nueva opcion de droga terapéutica de sintesis se debe utilizar in vitro
una concentracioén de 64ug/dl y utilizar una concentracion tan baja con los extractos pudo ser una
razén de la falta de actividad por lo que se sugiere que se realicen estudios utilizando
concentraciones mds altas de extracto para su evaluacidn por este método. Otra limitacidn con la
que se contd al realizar esta investigacion fue el tiempo ya que se pudo haber realizado la
evaluacién de la CIM utilizando concentraciones més altas y con una muestra mas grande de

bacterias nosocomiales.

Sin embargo, estos resultados no le restan validez a los estudios anteriores en donde se
demostré su actividad antibacteriana de las plantas utilizadas en este estudio. Por el contrario,
estos resultados hacen inspirar nuevas ideas de alternativas terapéuticas como por ejemplo
realizar la evaluacién antibacteriana de combinaciones de extractos de plantas que con
anterioridad hallan presentado actividad antibacteriana o evaluar si existe algun tipo de sinergia
entre alglin antibidtico de sintesis junto con un preparado de plantas medicinales y asi potenciar
efectos y proponer nuevas alternativas menos toxicas y mads eficaces para contrarrestar las

infecciones causadas por las bacterias multirresistentes.

Por otro lado, se recomienda que la técnica de determinacion de la CIM por medio del
macrométodo se realice como una prueba de tamizaje de actividad antibacteriana y no como una
prueba definitiva ya que con ella no se realizan una cantidad de diluciones seriadas para la
determinacion real de la concentracién a la cual tiene actividad el extracto. Posterior a este

tamizaje realizar la evaluacién por medio de la técnica que se estandarizé en este estudio.

Es importante continuar con investigaciones futuras con una poblacién mds grande asi como

de otro tipo de bacterias nosocomiales, tanto Gram negativo fermentadoras como no
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fermentadoras asi como bacterias Gram positivo. Ya que el problema en salud publica de las
infecciones nosocomiales se va incrementando cada dia mds y se estd extendiendo las infecciones
comunitarias por el mal uso de antibidticos por parte de los médicos como de la poblacién en
general y que mejor utilizar recursos naturales que Guatemala posee para proponer nuevas

opciones terapetticas con base cientifica para mejorar la salud de la poblacion.
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11. CONCLUSIONES

1. El punto de corte para la determinaciéon de la CIM por la técnica de microdilucién en
placa es de -0.020 £0.04 nm a una longitud de onda de 492 nm utilizando como revelador

MTT.

2. La membrana bacteriana tiene la capacidad interactuar con MTT y asi demostrarse la

viabilidad bacteriana.

3. Ninguno de los 9 extractos evaluados presentd actividad antibacteriana contra cepas

clinicas de enterobacterias productoras de beta-lactamasa de espectro extendido.
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Anexo 1. Esquema de inoculacién de microplacas para estandarizacién de la concentracion minima inhibitoria por la técnica de
microdilucién en placa con MTT como revelador de crecimiento bacteriano.
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Anexo 2. Esquema de inoculacién de microplacas para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria por la técnica de
microdilucién en placa con MTT como revelador de crecimiento bacteriano.
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Anexo 3. Susceptibilidad de cada una de las enterobacterias productoras de BLEE evaluadas contra los extractos de plantas.
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< < - S s .§ o
Muestra Origen Servicio g 2 g é £ 8 é é ::5 g E 5 g = z gg
E 5§ E E £ 2 ¢ £ E E 8§ : 59 5 ES
S & ¢ & & E 8 = = Z £€ £ £E<f £ E£7
Escherichia coli
Ecol Area cruenta CH R - - - S R R I R - S - S R R
Eco2 Tejido MH R - R R S S R - - - S - - R R
Eco3 LCR ucCcC R - R R R S R - - - I - - I R
Eco4 LP CT R - - - R S R S R - R - I R R
Eco5 Secrecién EMA R - - - S S R S R - S - S R R
Ecob6 Urocultivo COEX R S R R R - R - - S S R I R S
Klebsiella pneumoniae
Kpnl LCR UCIN S - - - R S S S S - S - I R S
Kpn2 Herida operatoria SEPTICO R I R R S S R - - - R - - R S
Kpn3 AOT ucCp S - - - R S S S S - S - - R R
Kpn4 Secrecion UCI R - - - R S R - - - R - R R R
Kpn5 AOT UCIN I - - - S S S S S - R - R R R
Kpn6 Herida operatoria ~ Nutriciéon S - S R S S - - - S - - R S
Enterobacter cloacae
Ecll Urocultivo COEX s S S S R - S - - S S R I R R
Ecl2 Tejido uv R S R R R R R - - - R - - R R
Ecl3 Secrecién ™ R I R R S S R - - - R - - R R
Ecl4 Abdomen uv S - - R - R S R R - I - R R R
Ecl5 Catéter EP R S R R R S R - - - S - - R R
Ecl6 Secrecion EP R - - - R S R S R - S - S R R

LCR: Liquido cefalorraquideo. LP: Liquido peritoneal. AOT: aspirado orotraqueal. CH: Cirugia de hombres. MH: Medicina de hombres. UCC: Unidad de cuidados coronarios.

UCP: unidad de cuidados progresivos. CT: Cirugia de térax. EMA: Emergencia de medicina de adultos. UCIN: Unidad de cuidados intensivos neonatales. UCI: Unidad de

cuidados intensivos. COEX: Consulta externa. UV: Unidad V: operados de emergencia. TM: Trauma de mujeres. EP: Emergencia de pediatria. No se incluyen los antibiéticos

betalactdmicos debido a que todas las cepas son productoras de BLEE.
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