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l. AMBITO DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo se encuentra en la linea de investigacion que determiné la
actividad inhibitoria de extractos y aceites esenciales de especies
condimentarias y medicinales guatemaltecas contra microorganismos causantes
de enfermedades transmitidas por los alimentos tales como Listeria
monocytogenes y Campylobacter jejuni. Se pretendié dar a conocer que el uso
de extractos vegetales y aceites esenciales de especies condimentarias, las
cuales tienen un efecto bioconservador de alimentos y puede constituir una
alternativa en el control efectivo de estos enteropatdgenos causantes de
enfermedades gastrointestinales; reduciendo de esta forma el uso de productos

quimicos que pueden causar efectos secundarios en los consumidores.



Il. RESUMEN

El presente estudio determiné la capacidad inhibitoria de extractos
diclorometanicos, metandlicos y aceites esenciales de plantas tanto medicinales
como condimentarias de procedencia guatemalteca, contra tres cepas Listeria
spp. (L. monocytogenes ATCC® 19115, L. monocytogenes HRO 634, L. innocua
ATCC® 700402). La importancia de este estudio radico en un método alternativo
para la conservacién de alimentos libres de Listeria, ya que muchos de los
compuestos que se encuentran en las plantas estudiadas han sido identificados
como antibacteriales efectivos, ademas que sus propiedades condimentarias

son comunmente utilizados en la dieta y remedios caseros.

Los extractos fueron obtenidos por percolacibn y concentracidbn en
rotaevaporador, utilizando diclorometano (disolvente apolar) y metanol
(disolvente polar). En ambos casos el mejor porcentaje de rendimiento se
obtuvo con las hojas Lippia chiapasensis 14.71% y 15.96% y Piper auritum
20.46% y 13.43%, respectivamente.

Los aceites esenciales obtenidos por hidrodestilacion utilizando el equipo de
Neoclevenger, siendo Lippia graveolens la planta con mayor porcentaje de

rendimiento con un 3.08%.

Para la evaluacion de los extractos y aceites esenciales, se siguid la
metodologia de difusion en disco, utilizando una concentracién inicial de 200ug

por disco en los extractos y de 10ul en los aceites.

Se detecto actividad inhibitoria positiva (p=0.0312) utilizando 200ug del extracto
diclorometanico obtenido de la parte aérea de T. lucida contra las tres cepas del
estudio y del extracto diclorometanico de la hoja de Eringium foetidum

solamente contra L. monocytogenes ATCC® 19115 y L. innocua ATCC®



700402. Mientras que los extractos metanodlicos utlizando la misma

concentracion, no presentaron actividad contra ninguna de las cepas en estudio.

Los aceites esenciales que presentaron actividad antibacteriana significativa
(p=0.0312) fueron Lippia graveolens, Lippia alba y Pimienta dioica contra las
tres cepas de estudio a una concentraciéon 10uL. No se encontrd correlacion
entre los extractos diclorometanicos y aceites esenciales a pesar de ser de

naturaleza apolar.



I1l. INTRODUCCION

Las bacterias son microorganismos ubicuos en el ambiente, pudiéndose
encontrar en el agua, aire y en los alimentos; muchos alimentos proporcionan
un medio adecuado para su crecimiento debido a la alta cantidad de nutrientes
presentes, lo que produce una reduccién de la calidad y disponibilidad. Son las
caracteristicas fisicas y quimicas de los alimentos las que determinan su grado
de susceptibilidad a la actividad microbiana; el uso de agentes quimicos es uno
de los métodos de conservacion mas antiguos y tradicionales que existen, sin
embargo, no cumple con el concepto de natural o seguro que los consumidores
demandan, ya que algunos de éstos son sospechosos por poseer cierto grado
de toxicidad (1).

La Organizacibn Mundial de la Salud estima que el 30% de la poblacién en
paises industrializados ha sufrido de enfermedades transmitidas a través de los
alimentos, de las cuales una gran proporciéon de muertes son atribuidas a
enfermedades diarreicas debidas al consumo de agua Yy alimentos

contaminados (2,3).

La alteracion de los alimentos se evidencia cuando cambian las caracteristicas
organolépticas (apariencia, olor y/o sabor), haciéndolas inaceptables para el
consumo. Sin embargo, en numerosas ocasiones los alimentos pueden
encontrarse contaminados con organismos patégenos y no presentar evidencia
alguna de alteracion. Una inadecuada descontaminacién y/o conservacion
permite el crecimiento de organismos patdégenos, resultando en enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETA), generalmente causadas por

microorganismos enteropatogenos, que son de alta morbilidad y mortalidad (4).

Actualmente se han identificado un gran nimero de microorganismos que
pueden causar las ETA, entre los microorganismos mas comunes y de alta

frecuencia se encuentra Listeria monocytogenes, la cual se considera uno de



los agentes mas importantes de enfermedades de transmision alimentaria,
debido a que produce listeriosis, una infeccion alimentaria de caracter
gastrointestinal que puede derivar en encefalitis, septicemia y meningitis,
afectando mayormente a poblaciones de alto riesgo como ancianos, mujeres

gestando, recién nacidos e inmunosuprimidos (5).

Una amplia variedad de productos naturales pueden ser Gtiles para extender la
vida de anaquel de los alimentos, reduciendo o eliminando bacterias patdgenas
y aumentando la calidad de los productos alimenticios. A través de la historia,
las hierbas y especias se han utilizado para saborizar los alimentos y bebidas y
también para fines médicos. Los compuestos antimicrobianos de las plantas se
encuentran generalmente en el aceite esencial obtenido a partir de hojas, flores,
bulbos, rizomas y frutos, otros compuestos obtenidos de plantas los constituyen
los compuestos fendlicos, terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas,
acidos e isoflovanoides. La mayoria de estos compuestos, son identificados
como metabolitos secundarios y enzimas hidroliticas (gluconasas, citinasas) y
proteinas que actian principalmente sobre las membranas de los
microorganismos, estos compuestos pueden ser letales para las células o

simplemente servir como inhibidores de la produccion de metabolitos (6,7).

La presente investigacion se realiz6 con el objetivo evaluar la actividad
inhibitoria in vitro de extractos y aceites esenciales de especies condimentarias
y medicinales de doce especies de plantas sobre el crecimiento de una cepa
ATCC (por sus siglas en inglés American Type Culture Collection) de Listeria
monocytogenes, utilizando la técnica de difusion en disco. Las plantas
condimentarias y medicinales de origen guatemalteco a utilizar son: Eryngium
foetidum L. (cilantro), Cornutia grandifolia (Schlecht & Cham) Schauer in DC
(jorobté), Lippia alba Miller N. E. Browne ex Brit. & Wils. (juanilamia), Lippia
chiapasensis Loes (salvia santa), Lippia graveolens Kunth. (6regano), Litsea
guatemalensis Mez. (laurel), Ocimum micranthum Willd. (albahaca), Pimenta

dioica (L.) Merrill (pimienta gorda), Piper auritum Kunth. (Santa Maria), Piper



jacquemontianum  Kunth. (cordoncillo), Psidium guajava L. (guayaba) y

Tagetes lucida Cav. (pericon).



V. ANTECEDENTES
A. Historia
En 1926 Murray aislé una bacteria corta Gram positivo, de forma bacilar, a la
gue denomind Bacterium monocytogenes, porque infectaba a los monocitos de
la sangre. En 1930 Pirie aisl6 un organismo parecido en higado de gerbos
(roedores) por lo que lo denominé Listerella hepatolytica; en 1940 se cambio
este nombre por Listeria monocytogenes debido a que Listerella habia sido

adoptada anteriormente para un grupo de mohos productores de mucilago (8,9).

Listeria monocytogenes es una bacteria patdgena oportunista que produce la
enfermedad conocida como listeriosis, la cual no es de elevada incidencia, pero
grave y a menudo fatal. Afecta con mayor frecuencia y de forma més severa a
personas pertenecientes a grupos de riesgo (ancianos, embarazadas,
inmunodeprimidos, fetos, neonatos). Las principales complicaciones son

septicemia, meningitis y aborto (10,11).

Aungue L. monocytogenes se considerd durante muchos afios un patégeno de
animales, su papel significativo como patégeno humano se hace evidente a
partir de 1980, cuando comienzan a aparecer en la literatura informes
documentados de brotes de listeriosis, detectados por consumo de alimentos
contaminados. Hoy en dia, L. monocytogenes se considera uno de los agentes

mas importantes de las ETA (10).

Las explicaciones posibles de la emergencia de la listeriosis humana transmitida
por alimentos como un asunto de maximo interés de salud publica comprenden
los cambios importantes en la produccion, procesamiento y distribucion de los
alimentos, la utilizacibn cada vez mayor de la refrigeracibn como medio de
conservacion primaria de los alimentos, los cambios en los habitos de comida

de la poblacion (particularmente respecto a la comodidad de los alimentos ya
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preparados) y un incremento del niumero de personas consideradas de alto
riesgo de sufrir la enfermedad (12,13).

B. Listeria monocytogenes

1. Clasificacién

El género Listeria pertenece a la sub-rama de Clostridium sp. junto con
Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Lactobacillus sp. y Brochothrix sp. Se
compone de seis especies divididas en dos lineas de descendencia; la
presencia de cualquiera de estas especies es considerada como un indicador
de higiene deficiente (8,10,14,15):

i) L. monocytogenes

ii) L. ivanovii (pueden invadir células de mamiferos en cultivo de tejido y pueden
difundirse de célula a célula, carece de citotoxinas por lo que puede explicar su
menor virulencia)

iii) L. innocua

iv) L. welshimeri

V) L. seeligeri

vi) L. grayi

Los determinantes antigénicos mas caracterizados de L. monocytogenes son el
antigeno O (somético) y antigeno H (flagelar) que permiten la clasificacion en
diferentes serotipos. Hasta la fecha se han descrito 13 serotipos (1/2a, 1/2b,
1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, y 7). La mayoria de enfermedades es
debida a los tipos 4b, 1/2a y 1/2b mientras que en alimentos predominan otros

serotipos diferentes (16,17).

2. ldentificacion molecular

El género es definido por un contenido de 36-38% de ADN G+C, una pared
celular tipica de bacterias Gram positivo con una capa de peptidoglicano y
mureina, conteniendo acido meso-diaminopimélico (meso-DAP) adherido a la

membrana celular por acidos lipoteicoicos y acidos poliribitol teicoicos asociados
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a la membrana. Estudios genéticos indican que los organismos de Listeria
exhiben la relacion filogenética mas cercana al género Brochothrix (organismo
del ambiente) (16).

3. Descripcion general

Las bacterias del género Listeria son bacilos pleomoérficos, Gram positivo, de
0.5-2um por 0.5um, pueden presentarse como cocobacilos en cadenas cortas o
en parejas parecidas a Streptococcus sp. Son moviles, microaerofilicos y no
forman esporas. Tienen cuatro flagelos, los que se pierden cuando ingresan al
ser humano (16).

Macroscopicamente se observan colonias pequefas (0.5-1.5cm), translicidas.
En agar sangre producen colonias similares a Streptococcus sp. Las cepas
patdgenas producen un halo estrecho de B-hemdlisis; frecuentemente es
necesario remover las colonias para visualizar la hemolisis. Cuando crecen en
agar nutritivo y examinarlas bajo luz oblicua (un angulo de 45°), se observan las
colonias de un color azul verdoso. Su crecimiento es estimulado con presion de
O, y CO, del 5 al 10%. De las seis especies, solo tres de ellas producen -
hemolisis en agar sangre: L. monocytogenes, L. seeligeri y L. ivanovii; esta
Ultima especie produce una zona amplia de hemodlisis, L. monocytogenes
produce zonas estrechas que generalmente no exceden el borde de la colonia
(20).

Nutricionalmente no son bacterias exigentes. Su crecimiento 6ptimo es de 30 a
37°C pero puede crecer en un rango de 4 a 40°C. Esta caracteristica fisioldgica
es util para su aislamiento selectivo, ya que otras bacterias de interés médico no
son capaces de desarrollarse a tan bajas temperaturas (técnica de
enriquecimiento en frio). Por otra parte, le confiere a la bacteria una ventaja ya
gue es capaz de desarrollarse en alimentos refrigerados y asi dar origen a

infecciones a partir del consumo de los mismos (16-19).
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4. Factores de virulencia

Listeria monocytogenes es un patdégeno intracelular facultativo que puede
sobrevivir dentro de las células de mamiferos incluyendo macréfagos y muchas
lineas celulares de cultivo de tejido humano. Entra en el cuerpo a través del
tracto gastrointestinal con la ingestion de alimentos contaminados; el patégeno
es fagocitado, crece en el interior de los fagocitos, los lisa y se extiende por las
células de los alrededores. La inmunidad frente a L. monocytogenes es
principalmente mediada por células T ayudadoras, es por estas que
generalmente las personas en grupos de riesgo son mas susceptibles de
contraer la infeccioén (7,17,20).

La bacteria produce una proteina de superficie de 80-kDa llamada internalina, la
cual facilita que una variedad de células (macrofagos, células endoteliales) la
fagociten. La internalina interacciona con el receptor de adhesion celular
llamado E-cadherina (glicoproteinas transmembranales de 110 kDa que estan
relacionadas estructuralmente y son especificas del tejido) en células epiteliales
humanas, provocando la induccién de fagocitosis. Una vez internalizada, L.
monocytogenes puede escapar de la vesicula fagocitica y multiplicarse en el

citoplasma (12,20).

Ya separados dentro de los fagosomas, los organismos producen listeriolisina O
y varias fosfolipasas que facilitan la disolucion de las membranas celulares,
permitiendo que L. monocytogenes se extienda a células no infectadas. La
listeriolisina O actia uniéndose al colesterol de la membrana y luego se inserta
a si misma en la membrana blanco, provocando la formacién de poros
transmembranales. La listeriolisina O es codificada por el gen hly y es similar a
la estreptolisina O del grupo A de estreptococos. Los mutantes que no tienen el
gen hly son avirulentos y no pueden escapar de la vacuola internalizada. Estos
mecanismos permiten al organismo moverse directamente de célula a célula sin
exposicion a factores inmunes solubles como anticuerpos y complemento. Los

mutantes que no tienen fosfolipasas (PIcB) y fosfolipasas fosfatidilinositol
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especificas (PIcA) de amplio rango demuestran alrededor de la mitad de la
eficiencia en escapar de los fagosomas de los macrofagos (16,20).

5. Patologia

Dentro de las diferentes especies, L. monocytogenes es el principal
microorganismo de este género implicado en la produccion de ETA produciendo
listeriosis. En infecciones severas produce septicemia, meningitis, encefalitis,
infeccion del sistema nervioso central y muerte; estas complicaciones pueden
ser precedidas por sintomas como nauseas, vomito, diarrea, fiebre o dolor de
cabeza (20,21).

a. Patogénesis: En humanos L. monocytogenes se comporta como un agente
oportunista, produciendo infeccion en neonatos, ancianos, adultos

inmunocomprometidos y embarazadas (16).

El tracto gastrointestinal es la entrada principal para esta bacteria. En el
intestino, atraviesa la mucosa (con la ayuda de la endocitosis activa de los
microorganismos por las células endoteliales). Una vez en el torrente
sanguineo, se puede producir la diseminacién hematoégena hacia cualquier sitio,
posee una predileccion especial hacia la placenta y el sistema nervioso central
(20,23).

En humanos, la respuesta celular usual en casos de infeccion bacteriana
diseminada es una leucocitosis de polimorfonucleares con formacién de
microabscesos. Sin embargo, debido a un componente de superficie de L.
monocytogenes que tiene la habilidad de movilizar monocitos al torrente

sanguineo y sitios infectados, ocurre una marcada monaocitosis (20).
b. Sindromes clinicos: La listeriosis no presenta una sucesion Unica de sintomas

ya que el curso de la enfermedad depende del estado inmunoldgico del

hospedador. EI resultado mas comdn de la adquisicion del organismo es un
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estado de portador gastrointestinal transitorio asintomético, que usualmente
resulta de la ingestibn de comida contaminada. Durante este tiempo el

organismo puede ser excretado en las heces (16).

Se ha descrito un sindrome de gastroenteritis febril en brotes causados por
comer alimentos contaminados con L. monocytogenes. Este sindrome incluye
diarrea sin sangre, nausea y vomitos, acompafado por fiebre, fatiga, escalofrios
y mialgias. Usualmente autolimitada, pero puede ocurrir enfermedad invasiva en
pacientes inmunocomprometidos y en aquellos con otras infecciones

gastrointestinales bacterianas o virales subyacentes (16,23).

A menudo ocurre infeccion sintomatica aguda con este organismo durante el
embarazo, generalmente durante la Ultima mitad del embarazo (segundo o
tercer trimestre), la enfermedad en la madre se presenta con sintomas
parecidos a la influenza (fiebre, garganta irritada, mialgia, malestar, dolor
abdominal, y dolor de espalda). Ocasionalmente hay flujo vaginal, diarrea y
sintomas del tracto urinario. Puede presentarse leucocitosis periférica, y los
hemocultivos tomados durante la fase aguda de esta enfermedad transitoria

pueden ser positivos (16).

Durante la infeccion en el embarazo puede ocurrir bacteriemia oculta y
transmision transplacental del organismo, llevando a una infeccién intrauterina
del feto. La Infeccién en el Utero puede inducir trabajo de parto, provocando
parto prematuro de un feto infectado o muerto. Los sintomas en la madre
generalmente remiten seguido del parto del infante infectado y la placenta. La
supervivencia del feto es parcialmente determinada por la duracién de la
gestacion; el aborto espontaneo que ocurre cuando la infeccion es adquirida en
etapa temprana del embarazo y la infeccion neonatal que resulta cuando la

infeccion es adquirida mas tarde (16).
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Los neonatos pueden ser categorizados con enfermedad de aparicion temprana
o de aparicion tardia:

e Enfermedad de aparicion temprana: Los recién nacidos que son infectados
dentro del Utero generalmente presentan sepsis aguda, tienen enfermedad
diseminada, con lesiones pustulares en la piel y granulomas en cerebro, higado,
rinones, pulmones y bazo que contienen L. monocytogenes. El tejido placentario
generalmente muestra evidencia de corioamnionitis aguda. El indice de
mortalidad de la listeriosis de aparicion temprana es alto, pero las infecciones
neonatales fatales son mas comunes entre nifios inmunocomprometidos (16).

e Enfermedad de aparicion tardia: El infante es expuesto al organismo
durante el parto vaginal a través del canal de parto; tragar al organismo en este
entorno es el modo probable de adquisicion del organismo y la infeccion. Los
infantes que presentan este cuadro clinico tienen generalmente de 3 a 5 dias de

edad, y la enfermedad aparece 7 a 14 dias después del nacimiento (16).

La listeriosis de aparicion tardia generalmente se presenta como meningitis
neonatal, con signos y sintomas de fiebre, irritabilidad, y fontanelas
protuberantes presentes. En estos infantes, una tincion de Gram del liquido
cefalorraquideo (LCR), mostrara leucocitos polimorfonucleares y generalmente,
en mas del 50% de los casos seran vistos los bacilos Gram positivo de L.
monocytogenes; las pruebas bioquimicas del LCR revelaran indices de
proteinas altos e indices de glucosa bajos. En casos de enfermedad de
aparicion tardia, la madre, generalmente, ha tenido un embarazo sin

complicaciones, sin signos presentes de infeccion o sepsis (16).

En las personas adultas no embarazadas, L. monocytogenes tiene un tropismo
especifico hacia el sistema nervioso central, estos pacientes se presentan con
sepsis aguda, meningitis subaguda, meningoencefalitis, o rombencefalitis.
Adultos con sepsis listerial aguda, generalmente tienen enfermedades

subyacentes o0 estan inmunocomprometidos. Se observa generalmente
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hemocultivos positivos y un cuadro clinico similar a la sepsis asociada con

bacteriemia por Gram negativos (16).

En algunos pacientes, el organismo cruza la barrera hematoencefalica,
provocando una infeccion de las meninges y del cerebro. La meningitis
subaguda se desarrolla por varios dias y es caracterizada por fiebre, dolor de
cabeza y rigidez del cuello. En la presentacion subaguda, los conteos de células
del LCR son generalmente mas bajos y los organismos a menudo son

observados en las tinciones de Gram del LCR (8,16).

La meningoencefalitis causada por L. monocytogenes esta asociada con varias
caracteristicas Unicas. La rigidez de cuello es menos comun, siendo encontrada
en 80-85% de adultos. Los desordenes motores como ataxia, temblores,
paralisis de los nervios craneales, y actividad epiléptica, son mas comunes con
infeccion listerial que con otros agentes etioldégicos de meningoencefalitis. Otra
manifestacion clinica en estos pacientes es un estado mental fluctuante. En
algunos casos, la infeccién del sistema nervioso central puede progresar a
incluir participacion del tallo cerebral y los estudios de imagenes usualmente
muestran microabscesos en el diencéfalo y cerebelo. Los abscesos cerebrales,
unicos y multiples, pueden ocurrir como complicaciones de meningoencefalitis
listerial. El diagnéstico de meningoencefalitis y rombencefalitis es establecido
por cultivo de muestra de LCR y sangre. El desarrollo de la enfermedad puede

ocurrir entre 3 a 70 dias después de la exposicion (8,16)

Las infecciones focales causadas por L. monocytogenes incluyen infecciones
cutaneas, abscesos, artritis, peritonitis (incluyendo peritonitis bacterial
espontanea), abscesos de higado y bazo, colecistitis, endoftalmitis, infecciones
de las protesis de articulaciones/injertos vasculares, osteomielitis, miocarditis y
endocarditis. La mayoria de estas complicaciones estdn asociadas con
diseminacion hematdogena y generalmente ocurre en huéspedes

inmunocomprometidos (16).
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La endocarditis por L. monocytogenes resulta de bacteremia y usualmente
involucra valvulas adrticas/mitrales nativas o protesis de valvulas dafadas. Es
comun que ocurra embolia séptica y formacion de abscesos en lugares
distantes. En pacientes trasplantados, diabéticos e individuos con cirrosis u
otras enfermedades hepaticas pueden presentarse abscesos hepéticos y
esplénicos, hepatitis, granulomas hepaticos, y peritonitis espontanea (16).

Las infecciones del liquido pleural con L. monocytogenes han sido mas
documentadas en pacientes donde la infeccion pleural ocurrié por insercion
hematogénea de efusiones pleurales malignas, que secundario a procesos
parapneumonicos. L. monocytogenes es también capaz de causar infecciones
en pacientes con didlisis peritoneal ambulatoria continua y en aquellos con
vélvulas ventriculoperitoneales. Individuos con infecciéon con VIH tienen mayor

riesgo de desarrollar infecciones como meningitis o bacteriemia (16).

6. Epidemiologia

La listeriosis invasiva es una enfermedad relativamente poco comun pero
habitualmente grave; con una frecuencia tipica de 3 a 8 casos por cada millén
de personas y tasas de mortalidad del 20 por ciento al 30 por ciento de los

pacientes hospitalizados (22).

La listeriosis evoluciona bajo la forma de casos esporadicos que a veces se
incrementan en pequefios brotes y aun hasta en verdaderas epidemias. La
mayoria de los casos de listeriosis humana son esporadicos y en este tipo de
casos, la fuente y la via de infeccion generalmente no se conocen, aunque se
considera que los alimentos contaminados son la principal via de transmision.
La listeriosis invasiva es una enfermedad relativamente rara pero a menudo
grave, por lo general con tasa de incidencia de 4 a 8 casos por 1,000,000

personas (16).
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Todas las especies de Listeria pueden ser aisladas del ambiente (suelo, agua,
vegetacion) y en animales, pero sélo L. monocytogenes es patdgeno en
animales y humanos. El reservorio es fundamentalmente animal y se conocen
hasta el momento unas 40 especies entre mamiferos (rumiantes, equinos,
felinos, roedores, etc.) pajaros y peces. Los ovinos son los animales mas
frecuentemente afectados. Estos animales padecen la enfermedad con formas
clinicas variadas, pero la bacteria se ha aislado de animales portadores de las
secreciones nasales o heces. Ademas se ha aislado a partir de ratones

capturados en granjas, donde existian animales con listeriosis (20).

También es un contaminante comun en productos alimenticios. Puede crecer en
biofilms en la superficie de varios alimentos y la refrigeracibn aumenta el
crecimiento posterior del organismo, debido a su habilidad para crecer a 4°C
(criotolerancia). Por su ubicuidad en alimentos, los humanos tienen contacto con
estos organismos a diario, y, como resultado, algunos individuos se convierten

en portadores fecales del organismo (16).

L. monocytogenes estad presente como un contaminante en muchos tipos de
productos alimenticios incluyendo leche sin tratar, vegetales crudos, pescados,
aves de corral, y tanto carne fresca como procesada. En comida contaminada,
el conteo de colonias del organismo puede exceder 10° unidades formadoras de
colonia (UFC)/g de comida, que es la cantidad que se requiere para producir

infeccion clinica, segun estudios (23).

La leche puede contaminarse con L. monocytogenes al pasar por la ubre de la
vaca. El organismo puede recuperarse de leche sin pasteurizar y quesos
preparados de leche sin pasteurizar. Un brote fue ubicado en repollo y ensalada
de col contaminados. El repollo implicado en estos brotes fue cultivado en suelo
contaminado con deposiciones fecales de ovejas infectadas. En 1985, un gran
brote en el condado de Los Angeles, California involucr6 a mas de 181
personas, incluyendo 93 casos perinatales y provocé un indice de fatalidad de
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33%. El alimento implicado fue un queso suave estilo mexicano que habia sido
preparado de leche no pasteurizada (16,24-26).

También ha sido implicado helado contaminado, carnes crudas y productos
procesados provenientes de carnes y pescado. En 1994, un brote originado de
alimentos ocurrié en 10 de 36 personas (incluyendo 2 mujeres embarazadas)
gue asistieron a una fiesta en la ciudad de Nueva York. En este brote, el
camaron fue implicado como el alimento contaminado. Otro brote entre 45
personas que habian asistido a un picnic en lllinois se ubicé en leche con

chocolate contaminada (16).

Puede convertirse en constituyente transitorio de la flora intestinal humana y
puede ser excretado en las heces. La listeriosis humana ocurre principalmente
durante la primavera y el verano. Los casos esporadicos (fuera de los brotes
provenientes de alimentos) ocurren en tasas anuales de menos de 1 caso por
100,000 personas, siendo la infeccibn mas comun en infantes (10 casos por
100,000 personas) y ancianos (1.4 casos por 100,000 personas). La infecciéon
sintomatica es relativamente rara, sin embargo debe sospecharse en

infecciones de huéspedes inmunocomprometidos (15).

La listeriosis es una enfermedad de baja morbilidad, pero alta letalidad (20-30%
de los casos), y es la tercera causa mas frecuente de meningitis bacteriana en
recién nacidos, tras la originada por estreptococos del grupo B y Escherichia
coli. (4).

7. Aislamiento de L. monocytogenes de muestras clinicas
a. Muestra: L. monocytogenes puede ser aislada de sangre, liquido
cefalorraquideo, secreciones urogenitales, liquido amniético, y muestras de

biopsia derivadas de tejido materno/fetal (16).
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b. Cultivo: L. monocytogenes crece bien en agar sangre de carnero (ASC),
produciendo colonias blancas grisdceas que se parecen bastante a las del
grupo B B-hemolitico de estreptococos. Después de 18-24 h de incubacion a
37°C, las colonias pueden mostrar una zona delgada de B hemdlisis que no se
extienden muy lejos més alla del borde de la colonia. Antes de este tiempo, la
hemdlisis puede notarse solamente directamente debajo de la colonia después
de remover el crecimiento de la colonia de la superficie del agar con un hisopo.
En incubacion mas prolongada, o en areas de la caja que han sido inoculadas

por pinchadas, la B hemdlisis del organismo se vuelve mas obvia (16).

Entre las otras especies, las subespecies de L. ivanovii producen zonas anchas
o hasta zonas multiples de B hemdlisis en medios que contienen sangre de
carnero o de caballo, mientras que L. seeligeri produce zonas hemoliticas que

son mas delgadas que las de L. monocytogenes (16).

Las colonias de L. monocytogenes tienen un crecimiento caracteristico en
diferentes medios de cultivo, en agar Oxford se observan colonias redondas,
con una pequefia depresion en el centro, con un didmetro aproximado de 2mm,
de color gris azulado, rodeadas por un halo negro debido a la hidrdlisis de la
esculina. La mezcla de los diversos antibiéticos (cicloheximida, colistina sulfato,
acriflavina, cefotetan y fosfomicina) inhibe en gran medida la flora acompafante
en el cultivo selectivo de Listeria; en agar Palcam las colonias se observan
redondas, con una pequefia depresion en el centro, con aproximadamente 1 6
2mm de diametro, de coloracion verde grisaceo a negro, rodeadas de un halo
negro debido a la hidrélisis de la esculina. La mezcla de los 3 antibidticos:
Polimixina B sulfato, Ceftazimida y Acriflavina, inhibe en gran medida la flora

acompafante en el cultivo selectivo de Listeria (10).
c. ldentificacion: Con la tincion de Gram de muestras clinicas y hemocultivos,

el organismo puede aparecer como un bacilo Gram positivo regular o como un

cocobacilo gordo corto. Si estan presentes células polimorfonucleares o
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mononucleares, los organismos son encontrados tanto intracelular como
extracelularmente. Debido a las variaciones en la morfologia en la tincion de
Gram que se observan con este microorganismo, los morfotipos de L.
monocytogenes pueden ser confundidos por difteroides o estreptococos,
particularmente S. pneumoniae, enterococos y algunos estreptococos viridans
(16).

Dentro de las pruebas bioquimicas el organismo es catalasa positivo, fermentan
azucares como glucosa, manosa y ramnosa, pero no manitol (a diferencia de
otras especies no patdgenas) son acido tolerantes a sales; también hidrolizan la
esculina. La movilidad se puede determinar en preparaciones en fresco,
después de una incubacién de 2 horas a temperatura ambiente. Cuando se
siembran en medios semisdlidos en tubo y se incuban a 25°C, muestran una
movilidad caracteristica en aspecto de “sombrilla®, la cual no se observa cuando
se incuba a 37°C. El organismo es fermentativo, produciendo &cido de la
glucosa, y produce acetoina, resultando positiva la reaccion de Voges-
Proskauer (7,17-19).

La prueba de CAMP también ha sido usada para identificar a L.
monocytogenes. Con las especies de Listeria, la prueba de CAMP es realizado
con una cepa de Staphylococcus aureus productora de B-lisina y con una cepa
de Rhodococcus equi. La hemdlisis sinergistica es observada entre S. aureus y
la cepa putativa de L. monocytogenes y L. seeligeri, mientras que una hemolisis
aumentada es vista entre R. equi y cepas putativas de L. ivanovii. Con L.
monocytogenes, un test de CAMP positivo con S. aureus es indicado por
hemolisis aumentada en la region entre las dos estrias de crecimiento no
intersectadas en angulo recto una de la otra, mientras que aquella vista entre R.
equi y L. ivanovii aparece como un area de hemolisis aumentada con forma de
pala. Esta prueba puede ser dificil de interpretar, pues algunos investigadores
han reportado reaccion sinergistica hemolitica entre L. monocytogenes y R.

equi. No hidroliza estos compuestos (D,L-alanina-B-naftilamida o D,L-alanina-p-
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nitroanilida) por la ausencia de arilamidasas especificas, mientras todas las
demas especies, incluyendo L. innocua, son alanil o glicil arilamidasa positivo
(16).

También se han desarrollado enfoques moleculares para la identificacion de
especies de Listeria. Un ensayo de alta sensibilidad y ADN quimioluminiscente
especifico -el AccuProbe Listeria- y un ensayo de ADN espectrofotométrico -el
GeneTrak Listeria- estan disponibles para identificacion rapida de L.

monocytogenes de colonias crecidas de un medio de aislamiento primario (16).

8. Tratamiento de infecciones y susceptibilidad antimicrobiana

L. monocytogenes es generalmente susceptible a penicilina, ampicilina, los
aminoglicésidos, eritromicina, tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol, e
imipenem. Las cefalosporinas (primera, segunda y tercera generacién) y las
fluoroquinolonas no son activas contra L. monocytogenes. La ampicilina con o
sin un aminoglicésido es considerada la terapia de eleccién para infecciones
sistémicas. En pacientes alérgicos a la penicilina, se cree que el trimetoprim-
sulfametoxazol con o sin rifampin es el mejor agente alternativo para tratar
infecciones por L. monocytogenes, amoxicilina con trimetoprim-sulfametoxazol
se encontro efectivo en un estudio retrospectivo. La vancomicina es apropiado
para bacteriemia primaria sin embargo no cruza la barrera hematoencefélica
eficientemente como para ser (til en tratamiento para meningitis. No se ha
reportado resistencia de alto nivel a vancomicina que ocurra naturalmente. Para
prueba de susceptibilidad antibiética de Listeria, contra penicilina y ampicilina el
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) recomienda utilizar método de
microdilucion en caldo Mueller Hinton suplementado con 2-5% de sangre de
caballo (16,27).

9. Prevencidn

Las medidas de prevencion incluyen la limitacion de la contaminacion de los

sitios de procesamiento. Dado que L. monocytogenes es sensible al calory a la
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radiacion, los alimentos crudos y los utensilios que se emplean deber ser
apropiadamente descontaminados. Sin embargo, el riesgo de contaminacién no
puede ser eliminado debido a la amplia distribucion del patégeno. Individuos
inmunocomprometidos deben evitar consumir productos lacteos no
pasteurizados y poner especial atencion en las fechas de caducidad cuando se

ingieren productos procesados listos para el consumo (7).

El Centro de Control y Prevencion de Enfermedades ha promulgado guias para
la prevencion de listeriosis originada en alimentos. Las guias que se aplican a
todos los individuos incluyen:

e Cocinar completamente la comida cruda proveniente de fuentes animales.

e Lavar rigurosamente los vegetales crudos antes de comerlos.

e Mantener la carne sin cocinar separada de los vegetales, comida cocinada y
comida “lista para comer”.

e Evitar el consumo de leche sin procesar

e Lavar rigurosamente manos, cuchillos, tablas de picar, etc.

Para personas con alto riesgo a la infeccién:

e Evitar quesos suaves.

e Las sobras o la comida rapida debe ser calentada hasta hervir antes de
comer.

e Evitar carnes frias o calentar antes de comer (16).

C. PLANTAS DEL ESTUDIO

Actualmente existe una creciente preocupacion entre los consumidores por el
uso de aditivos sintéticos en los alimentos que pueden causar efectos negativos
en la salud humana. Esto ha llevado a la busqueda de nuevas alternativas
naturales que tengan un sabor y olor agradable combinado con la capacidad de
evitar deterioro de los alimentos (dafio por microorganismos, oxidacion,
deterioro de lipidos) para evitar ETAs y proporcionarles elevada seguridad,
calidad y vida util (28-33).
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Las especias se han usado tradicionalmente para preservar alimentos, asi como
para resaltar o mejorar el sabor y olor de los mismos. Muchos compuestos
naturales (moléculas aromaticas sustituidas como carvacrol, timol, eugenol,
cinamaldehido, etc.) que se encuentran en variedad de especias utilizadas
comunmente en la dieta y en remedios caseros; se han identificado en estudios

de todo el mundo, como efectivos antibacteriales (28-33).

Estudios realizados demuestran la utilidad de extractos y aceites esenciales de
plantas contra el crecimiento de L. monocytogenes. Un estudio realizado por Lin
Y.T. et al en Estados Unidos, demostro la actividad inhibitoria de los extractos

combinados del orégano y ardndano contra L. monocytogenes (29).

1. Eryngium foetidum L.

a. Familia: Apiaceae.

b. Sinonimia: No se encontrd informacion en bibliografias consultadas.

c. Nombres comunes: Culantro, cilantro, zamat (34).

d. Distribucién geografica: Se encuentra en bosques humedos subtropicales y
en Guatemala en los departamentos de Baja Verapaz, Alta Verapaz, Petén e
Izabal (34).

e. Descripcion botanica: Hierba perenne, fuertemente aromatica, de hasta
60cm de alto, tallo solitario o varios, simples o ramificados, con o sin hojas, sus
hojas, generalmente todas basales (a veces algunas sobre el tallo),
oblanceoladas, de hasta 30cm de largo y hasta 5cm de ancho (generalmente
mas chicas), angostandose hacia la base, con los margenes dentados (los
dientecillos con una corta espina amarillenta en el apice). Su inflorescencia es
terminal, generalmente muy ramificada, compuesta por numerosas cabezuelas
cilindricas, de aproximadamente 1cm de largo y hasta 5mm de ancho, de color
verde amarillento, que en su base presentan 5 o 6 bracteas (el involucro)
lanceoladas, de hasta 4cm de largo, puntiagudas, con los margenes enteros o

espinuloso-aserrados. Sus flores son pequeiias, blancas a azules o moradas; el
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caliz es un tubo (cubierto por grandes escamas) que hacia el apice se divide en
5 Iébulos lanceolados a triangulares, de hasta 1mm de largo; la corola de 5
pétalos libres, caedizos, eliptico-oblongos, de menos de 1mm de largo, con el
apice largo y curvado hacia el centro de la flor; estambres 5; ovario infero. El
fruto es globoso, lateralmente comprimido, de hasta 2mm de diametro, cubierto
por abundantes vesiculas globosas amarillentas; en la madurez el fruto se
separa en 2 frutillos (mericarpos), cada uno conteniendo una semilla. La raiz es
carnosa (34).

f. Agrotecnologia: No se encontrd informacion en bibliografias consultadas.

g. Usos medicinales: Se utiliza contra infecciones respiratorias y fiebres. Se usa
para eliminar toxinas y abscesos biliosos. Las hojas y las raices son usadas en
té para estimular el apetito, mejorar la digestién, combatir el célico, calmar el
dolor estomacal (34).

h. Otros usos: Su uso es comun en el trépico, generalmente a nivel casero, en
sustitucion del culantro europeo (Coriandrum sativum L.), el cual no prospera
bien en el tropico. Su uso puede ser fresco para ensaladas o cocido; en la
cocina guatemalteca es utilizado también como condimento (35).

i. Farmacologia: Antihipertensivo, febrifugo, aperitivo, afrodisiaco, abortivo
(fuerte), emenagogo, laxante, antiescorbutico, bactericida, antiséptico,
antirreumatico, anticonvulsivante, antiemético, antidiarreico y carminativo (34).

j. Composicion quimica: Las hojas contienen vitamina A, B1, B2 y C, riboflavina,
carotenos, calcio y hierro. El aceite esencial de la hoja es rico en aldehidos
alifaticos, la mayor parte son a,b-insaturados. El compuesto principal es E-2-
dodecenal (60%), ademas 2,3,6-trimetilbenzaldehido (10%), dodecanal (7%) y
E-2-tridecenal (5%) han sido identificados (34).

k. Farmacognosia: No se encontr6 informacion en bibliografias consultadas.
2. Cornutia grandifolia (Schlecht & Cham) Schauer

a. Familia: Verbenaceae.

b. Sinonimia: No se encontré informacion en bibliografias consultadas.
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c. Nombres comunes: Joro’kté, jorobté, lirio tropical, lirio africano, lirio
jamaiquino (36,37).

d. Distribucion geografica: Nativa de Centroamérica (36).

e. Descripcidn botanica: Arbusto o arbol pequefio de hasta 3m de alto, con
ramas densamente cubiertas por pelos esparcidos. Las hojas con peciolos
gruesos, tienen forma ovada, ovado-eliptica u oblongo ovada. El apice es
acuminado y la base atenuada o decurrente. Por lo general son pubescentes o
vellosas en ambas superficies. Miden de 7-30cm de largo y de 5-19cm de
ancho. Las inflorescencias son paniculas terminales, de 15-40cm de largo, con
numerosas flores de color lila pélido 6 purpura. Miden aproximadamente de 1-
1.5cm de largo, los frutos globosos, pubescentes, son muy pequefios de
aproximadamente 5mm de diametro. (36,38).

f. Agrotecnologia: No se encontro informacién en bibliografia consultada.

g. Usos medicinales: Es utilizada como antirrbico, cura contra la erisipela y el
asma (37).

h. Otros usos: No se encontré informacion en bibliografias consultadas.

i. Farmacologia: No se encontré informacion en bibliografias consultadas.

j. Composicion quimica: No se encontré informacién en bibliografias
consultadas.

k. Farmacognosia: No se encontré informacion en bibliografias consultadas.

3. Lippia alba (Miller) N.E. Brown ex Brit. & Wils.

a. Familia: Verbenaceae.

b. Sinonimia: Lippia geminata HBK, L. geminata var. microphylla Griseb, L.
lantonoides Coult, Lantana Alba Mill, Lippia germinata HBK.

c. Nombres comunes: Salvia sija, juanilamia, mastranto, salvia santa, pronto
alivio, orégano albo, orégano silvestre, menta americana, anis de Espafia, poleo
(39).

d. Distribucién geogréfica: Nativa de América crece en México, Sur América y el
Caribe en laderas a la orilla de caminos y riveras de los rios en alturas hasta de

1,800msnm. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Chimaltenango,
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Chiquimula, Escuintla, Guatemala, Huehuetenango, Sacatepéquez, Solola y
Suchitepéquez (39).

e. Descripcion botanica: Arbusto aromatico de 1-2m de alto, ramas largas,
cayentes densamente puberulentas o estregosas. Hojas opuestas, oblongas
de 2-8cm de largo, peciolos 2-14mm de largo, arrugadas, festonadas, cubiertas
con pelillos cortos venas prominentes en la cara externa; pedunculos solitario.
Flores tubulares 4-5mm de largo bracteas puberulentas, ovandas, acuminadas
las inferiores micronadas; cabezas florales redondas u oblongas 8-12mm de
largo, en pares en pequefios tallitos en las hojas axilares, caliz viloso, corola lila,
purpura o blanca (39).

f. Agrotecnologia: La planta se adapta a diferentes climas, aunque es de
esperar que sus principios activos y calidad de aceite esencial varien. De modo
general, las temperaturas mas altas tienden a favorecer un mayor desarrollo
vegetativo de la planta. No soporta encharcamientos. Crece en suelos
arcillosos, francos y arenosos. Bajo cultivo se desarrolla mejor en suelos franco
y franco arenosos. Las temperaturas adecuadas de cultivo estan entre 15 y
25°C (40).

g. Usos medicinales: Regularmente las hojas y flores han sido utilizadas
popularmente por sus actividades antiespasmoddica y sedativa, propiedades
terapéuticas atribuidas a la composicion de sus aceites esenciales,
especialmente B-cariofileno y geraniol. El cocimiento de hojas y flores se usa
por via oral para el tratamiento de afecciones hepéticas, gastrointestinales
(colico, colitis, diarrea, dispepsia, estomatitis, indigestion, flatulencia, nduseas y
vomitos) y respiratorias (asma, catarro, laringitis, resfrio, tos), diabetes, fiebre,
insomnio, enfermedades venéreas, gota, artritis, dolores musculares y de
muelas, hipertension y atencion del parto. Por via topica las hojas machacadas
se inhalan para inducir el suefio, la infusion se aplica en afecciones
dermatomucosas vy flujo vaginal. Experimentalmente en el sistema de piel y
mucosas se probd la accion antifungica y antibacteriana (40-42).

h. Otros usos: Las hojas se utilizan para sazonar comidas (41).
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i. Farmacologia: La tintura de las hojas es activa contra S. aureus, S.
pneumoniae, Salmonella typhi. El aceite esencial es activo contra Candida
albicans y Trichophyton mentagrophytes y el extracto etandlico contra
Neurospora crassa. Las hojas han demostrado actividad contra hongos
(fitopatdgenos Drechslera oryzae, Fusarium moniliforme) y contra insectos en
granos almacenados. El aceite volatil presente en hojas y tallos tiene un efecto
pectoral. Se ha encontrado efecto antioxidante. Mostro cierta actividad antiviral y
se ha reportado actividad citostatica (40-43).

j. Composicién quimica: En las hojas se han detectado esteroides, taninos,
flavonoides, saponinas, aminoacidos, alcaloides desconocidos y aceite esencial,
compuesto mayoritariamente por carvona, citral, geraniol, cymol, pineno,
ademas flavonoides y acidos fendlicos, entre otros (42).

k. Farmacognosia: La materia vegetal usada como medicina son hojas frescas o
secas, que debe reunir las mismas caracteristicas fisicoquimicas y sanitarias de
la materia usada para la elaboracidbn de productos fitofarmaceuticos. La
actividad astringente y antiséptica justifica su uso efectivo en el tratamiento
postparto. El aceite volatil (1.2%) esta compuesto de geraniol (34%), B-
aurofileno (6%), geranol (4.1%) boneol (2.6%), 6xido de ceriofleno (2.5%) allo-
aromadendreo (2.4%) cis a-bisaboleno (2.1%) germacreno D (2%), nerol (1.6%)
linalool (1.1%) citronelal (0.7%) limoneno (0.4%), isobutirato de geranilo (0.4%),
cubenol (0.3%) transocimeno (0.2%), butirato de geranilo (0.2%) eugenol
(0.2%), 1-octen-3-ol (3%) y copaenol (0.1%) (41).

4. Lippia chiapasensis Loes.

a. Familia: Verbenaceae.

b. Sinonimia: No se encontré informacion en bibliografias consultadas.

c. Nombres comunes: Salvia santa, salviya (36).

d. Distribucion geografica: Matorrales o bosques, humedos o secos, a menudo
rocosos, frecuentemente en bosques de pino de roble, prados. Se encuentra a
una altura de 1,500-3,000msnm. En Guatemala se ha descrito en Baja Verapaz;

Huehuetenango; San Marcos; Solola y Totonicapan, México (36).
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e. Descripcion botanica: Arbustos o arboles débiles a 4m de altura, las ramas
densamente pubescentes, hojas en peciolo de 4-14mm de largo, las briznas
ovadas u ovadas-elipticas, 2-6cm de largo, 1.5-4.5cm de ancho, generalmente
agudo, a veces obtuso, generalmente con forma de cufia (raras veces
redondeado) en la base, escabroso por encima, generalmente es densamente y
suavemente pubescente por debajo, venacion prominente, margenes dentados
a serrados; pedunculos 2-4 en cada axil, densamente pubescentes, 1.5-2.5cm
de largo, las espigas de las flores 8-9mm de ancho, en frutas a 13mm de ancho,
denso y muy floreado; bracteas ovadas en antesis, 4-5mm de largo, 3-6mm de
ancho, reniforme al envejecer, 6-9 mm. venoso, ciliado; céliz 2-3 mm, largo,
hirsuto; corola amarilla, dos veces mas largo que el caliz, generalmente
puberuloso en el apex y sin cuello (36).

f. Agrotecnologia: No se encontro informacién en bibliografias consultadas.

g. Usos medicinales: Esta planta es usada por el grupo étnico quiché, que vive
en la regibn de Totonicapan, como aromatica en el tratamiento de
enfermedades respiratorias, dermatomucosas y nerviosas (44).

h. Otros usos: Preparacion de atoles y alimentos propios del altiplano
guatemalteco (45).

i. Farmacologia: No se encontr6 informacién en bibliografias consultadas.

j. Composicion quimica: De las hojas se obtienen monoterpenos (79.3%) que
representan la mayor fraccion del aceite, particularmente los oxigenados
(62.7%) y sesquiterpenos en bajo porcentaje (12.6%), cuyo componente
principal es el B-cariofileno (3.0%). Los principales monoterpenos son trans-
dihidrocarvone (14.2%), geranial (10.1%), neral (7.3%) y 1,8-cineole (7.2%).
También se obtiene limoneno (5.2%) y canfeno (2.8%) (44).

k. Farmacognosia: No se encontr6 informacion en bibliografias consultadas.

5. Lippia graveolens Kunth
a. Familia: Verbenaceae.
b. Sinonimia: Lantana oreganoides Mar & Gal (1844); L. berandieri Schuer

(1847); Goniostachyum graveolens Small (1903).
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c. Nombre comuan: Orégano, orégano de monte, orégano mexicano (39).

d. Distribucion geografica: Es nativa de Guatemala, se encuentra en pendientes
pedregosas muy secas, en planicies o matorrales humedos o secos, es
endémica en la aldea Casas de Pinto, Rio Hondo, Zacapa y forma rodales
densos en los cerros de la aldea Paso de los Jalapas, de El Jicaro, El Progreso.
Se reporta también al sur de Texas, México y Nicaragua (39).

e. Descripcidn botanica: Arbustos delgados de 2m de alto, las ramas con
pubescencia cortamente pilosa. Hojas: el peciolo usualmente de 5-10mm de
largo, los limbos oblongos o eliptico y ovalado a ovalado-oblongo, de 2-4cm de
largo, usualmente obtusos o redondeados en el apice algunas veces agudos,
redondeados o subcordados en la base, densamente pilulosos en el haz,
suavemente al tacto, glandular y densamente tormentosos o pilosa en el envés,
los margenes finamente crenados. Flores: espigas subglobosas a oblongas de
4-12mm de largo, bracteas en 4 filas, ovaladas a lanceoladas agudas, glandular
y densamente pilosas. Céliz: de 1-2mm de largo, glanduloso y velludo. Corola
blaca: el tubo estrigoso, de 3-6mm de largo (39).

f. Agrotecnologia: Se desarrolla en climas secos, en las zonas de vida bosque
seco subtropical y monte espinoso subtropical. En condiciones naturales crece
en suelos arcillosos pesados y pedregosos. Bajo condiciones de cultivo
desarrolla bien en suelos franco y franco arenosos. Temperatura 20-25°C.
Precipitacion de 400-900mm anuales, distribuidos de mayo a octubre. Se
produce follaje mas rdpidamente entre un corte y otro (46).

g. Usos medicinales: La decoccion de las hojas se toma como un eficaz
antiespasmaodico en colicos estomacales, vomitos como expectorante y en
forma de bafos para la gripe. La planta en cocimiento con sal y aplicada en
forma de lienzos es muy usada para los golpes. Se utiliza para afecciones
gastrointestinales  (amebiasis, colico, diarrea, disenteria, dispepsia,
estrefiimiento, indigestion) y respiratorias (asma, bronquitis, catarro, influenza,
laringitis, pleuresia, resfrio, tos), hidropesia, amenorrea, dismenorrea, ictericia y

reumatismo (la planta fresca macerada en aceite se aplica a los dolores
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reumaticos). Topicamente: cicatrizacion de heridas, llagas e inflamaciones de la
garganta (47,48).

h. Otros usos: Por su sabor aroma y valor nutritivo las hojas secas se usan para
sazonar carne, pescado, embutidos, ensaladas, guacamol, pozol, salsas y
licores; se usa como planta de jardin aromatica. Su aceite esencial es poco
explotado en la industria (48).

i. Farmacologia: In vitro, estudios antibacterianos demuestran que la tintura de
hojas es activa contra E. coli, Pseudomonas aeruginosa, S. typhi, Shigella
flexneri, S. aureus, S. pneumoniae y S. pyogenes pero inactiva contra
Haemophylus influenzae; la infusion de hojas demostré actividad contra los
mismos microorganismos. Estudios antifungicos demuestran que los extractos
con diclorometano y etanol son activos contra C. albicans, Aspergillus flavus,
Epidermophyton floccosum, Microsporum gypseum y Trichophyton rubrum, pero
inactivos contra Cryptococcus neoformans. La concentracidon inhibitoria minima
(CIM) del extracto diclorometanico contra bacterias es 10mg/ml y del etandlico
es 1.75mg/mL. La CIM de la actividad contra M. gypseum es 2.5mg/mL.
Estudios antiparasitarios demuestran que la decoccién de la planta es activa
contra Giardia lamblia (49,50).

j. Composicién quimica: El tamizaje fitoquimico de las hojas contiene: aceite
esencial (1.8%), glicésidos saponicos, taninos vy triterpenos, celulosa, pigmento
y elementos minerales, la corteza y raiz contienen glicédios saponinicos aceite
esencial y taninos. Las hojas contienen ademas flavononas y lapachenol. El
fraccionamiento bioguiado del extracto metandlico con actividades
antimicrobianas demuestra en la fraccion activa la presencia de flavanonas y
glicésidos iridoides, identificados como &cido carioptosidico y lippésido | Y II. El
aceite esencial tienen densidad 0.890-0.922 indice de refraccion 1.479-1.498
contiene timol (20-60%) p-cimeno (7.7-28%) 1,8 cineol (4-14%) carvacrol (3.1-
25%), yterpineo (3.1-3.9%), metiltimol (2.4-3.8%) mirceno (0.9-2.5%), A3-careno
(0.9-1.5%) cariofileno (0.8-2.0%) linalool (0.7-1.3%) y al menos 34 elementos
mas en menores cantidades. Estudios realizados en Guatemala y México

demuestran que existen varios quimiotipos (51).
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k. Farmacognosia: No se encontré informacion en bibliografia consultada

6. Litsea guatemalensis Mez.

a. Familia: Lauraceae.

b. Sinonimia: No se encontré informacion en bibliografias consultadas.

c. Nombre comun: Laurel (52).

d. Distribucion geografica: L. guatemalensis es endémica de Guatemala crece
en bosque abiertos de pino y matorrales de 1,500-3,150msnm. Se ha descrito
en Chimaltenango, Guatemala, Jalapa, Sacatepéquez y Solola (52).

e. Descripcién botanica: Es un arbol pequefio hasta 6m de alto, ramas
delgadas, cafés. Hojas coriaceas, peciolo 1.5cm de largo, eliptico-lanceoladas,
8cm de largo, agudas en la base, lustrosas glabras (52).

f. Agrotecnologia: Se obtiene por recoleccién en los campos de crecimiento
silvestre en las regiones frias y montafiosas del altiplano del pais. Si bien es
una planta relativamente frecuente en el pais, raramente se encuentra en forma
abundante en una localidad determinada. Se propaga por semilla, no existen
cultivos establecidos en el pais; florea de febrero a junio (52).

g. Usos medicinales: El cocimiento de hojas por via oral se usa para el
tratamiento de afecciones respiratorias (amigdalitis, males de la garganta, tos,
tos ferina) y gastrointestinales (diarrea, cdlico, ulcera), carencia de leche en la
madre e hinchazon. Tépicamente se usa en lavados y bafios de cansancio,
Ulceras, piernas hinchadas y epilepsia. Se le atribuye propiedad aromatica,
antiséptica astringente, balsamica, carminativa, emenagoga, emoliente,
estimulante espasmolitica, febrifuga y pectoral (52).

h. Otros usos: Las hojas aromaticas son muy empleadas como condimento en
la preparacion de platillos como sopas, guisos y reposteria, se usa en forma
similar a Laurus nobilis. De las hojas se extrae un aceite etéreo con aplicacién
en la industria de cerveza y salchichas (52).

i. Farmacologia: Estudios antifungicos demuestran que la tintura de hojas de L.
guatemalensis tiene moderada actividad contra C. albicans, el extracto presenta

actividad insecticida contra hormigas (52).
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j. Composicion quimica: Por su olor caracteristico similar a L. nobilis, se asume
gue tiene un aceite esencial rico en derivados terpénicos y glicéridos de los
acidos laurico, oleico, palmitico y linoleico. El tamizaje fotoquimico de L.
guatemalensis indica: alcaloides cuaternarios y no cuaternarios, saponinas,
esteroles insaturados, cardendlicos, butadiendlicos, quercitina, estilbina y
taraxon, el aceite esencial contiene limoneno y citral (52).

k. Farmacognosia: El material médico son las hojas secas, las que deben tener
las caracteristicas botanicas, fisicogquimicas y organolépticas que caracterizan a
la especie oficial. La presencia de limoneno en el aceite esencial reduce la
dismenorrea por inhibicién de la biosintesis de prostaglandina (52).

7. Ocimum micranthum Willd.

a. Familia: Lamiaceae.

b. Sinonimia: Ocimum americanum L.

c. Nombres comunes: Albahaca, albahaca cimarrona, albahaca de monte,
albahaca blanca, basen, cacaltun (52).

d. Distribucidn geogréfica: Es nativa de América tropical, se cultiva en jardines y
huertos a casi todas las alturas del pais (52).

e. Descripcion botanica: Es una hierba anual, 50cm de alto, erecta, ramificada,
tallos puberulentos o glabros. Hojas delgadas ampliamente, ovaladas 2-7cm de
largo, agudas redondeadas a la base, aserradas, casi glabras, densa y
finamente glandular, palidas al envejecer. Inflorescencia con numerosos
verticilios florales, separados, en alargada panicula, racimosas, pedicelos 4-
7mm de largo, recurvado; caliz de 7-8mm de largo, verdes, puberulentos o
glabros, corola blanca (52).

f. Agrotecnologia: Se obtiene por recoleccion en las regiones de crecimiento
silvestre. Se recomienda iniciar actividades de manejo, domesticacion y cultivo
para garantizar su disponibilidad. Empiricamente se multiplica por esquejes que
se enraizan en suelo cernido y se trasplanta a filas de 40cm. Las hojas se

secan a la sombra (52).
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g. Usos medicinales: El cocimiento en infusion se usa oralmente para tratar
afecciones gastrointestinales (diarrea, disenteria, gastralgia, parasitismo),
respiratorias (bronquitis, catarro, fiebre, resfrio, tos) y nerviosas, dolor de oido y
cabeza, halitosis, vértigo, infeccidon renal y reumatismo. Tdpicamente se usa en
bafos, cataplasmas para tratar afecciones dérmicas (llagas, polipos, Ulceras,
verrugas), tumores y parésitos del ganado; la tintura se usa para hacer
fricciones en gota y reumatismo; la hoja fresca machacada se aplica para
eliminar miasis nasal del género lucila; el polvo de hojas secas se aspira para
congestion nasal y el jugo de hojas frescas para lavado de ojos (52).

h. Otros usos: Las hojas frescas y secas se usan para sazonar comidas y
ensaladas. El olor de las hojas frescas es repelente para larvas de insectos y
mosquitos, razon por la que se cuelgan ramas frescas en las viviendas; tiene
uso aromatico, ornamental y cosmeético. Por su actividad aperitiva, digestiva y
espasmolitica esta indicada por via oral en el tratamiento de inapetencia,
digestiones lentas, meteorismo, espasmo gastrointestinal, vomitos, dolor de
estomago, tos convulsiva y jaqueca. Para la aplicacion topica estan indicados
las lociones, esencias y el polvo en el tratamiento de heridas, eczema y dolores
musculares (52).

i. Farmacologia: Estudios antimicrobianos demuestra que el extracto acuoso de
hojas es activo contra bacterias, la tintura es poco activa contra bacterias Gram
positivo y Gram negativo e inactiva contra C. albicans. El aceite esencial es
activo contra patdgenos humanos como bacterias (E. coli, P. aeruginosa, S.
typhi, S. aureus) y hongos (A. flavus, C. albicans, C. neoformans, Histoplasma
capsulatum, Microsporum canis, M. gypseum, Mycobacterium tuberculosis, T.
mentagrophytes, T. rubrum), hongos fitopatdgenos (Alternaria sp., Dipoplia
natalensis, Lenzites trabea, Penicillium digitatum, Polyborus versicolor) (52).

j. Composicion quimica: La composicion quimica varia segun las condiciones
climaticas y genéticas. O. micranthum contiene triterpenos y aceite esencial. El
aceite esta presente en toda la planta, los compuestos mayoritarios son: en
hojas, eugenol (20%), 1,8-cineol (20%), B-cariofileno (19%), y-elemeno (16%);
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en flores, y-elemeno (41%), B-cariofileno (19%), B-salineno; en tallos, y-elemeno
(32%), B-cariofileno (20%), B-salineno (11%) y 1,8-cineol (10%) (52).

k. Farmacognosia: La materia médica son las hojas secas. Microscopicamente
son hojas quebradas, tallos delgados y algunas flores; olor fuerte, aromatico,
sabor ligeramente amargo. La actividad biologica se atribuye principalmente a
su aceite esencial que le confiere propiedad aromatica, antiséptica, (bacterias,
micobacterias, parasitos), aperitiva, digestiva, carminativa, espasmolitica,

insecticida y sedante (52).

8. Pimenta dioica (L.) Merrill

a. Familia: Myrtaceae.

b. Sinonimia: Pimenta officinalis Lindl., Myrtus dioica L.

c. Nombres comunes: Pimienta, pimienta gorda, ixnabacuc (maya) (53).

d. Distribucion geografica: Bosque humedo subtropical y en los departamentos
del Petén, Belice, Quiché, Alta Verapaz, lzabal, desde el Sureste de México,
Peninsula de Yucatan, hasta Panama y Antillas e Indias Occidentales (53,54).

e. Descripcion botanica: Arbol de hasta con mas de 20m de altura, 30-40cm de
didmetro a la altura del pecho, tronco liso y recto con corteza de color café
palido desprendiéndose en escamas delgadas o grandes laminas, ramillas
creciendo vigorosamente y 4 anguladas, los angulos terminando distalmente en
la posicion de las estipulas, ramillas, inflorescencias y follaje joven
cerradamente apresado-pubescente con pelos blanco-amarillentos o sérdidos;
flores colocadas sobre paniculas axilares de 6-12cm de largo, ramas cinosas
finamente pubescentes con muchas flores, pétalos 4 de 2 a 2.5mm de largo,
fruto aromatico, generalmente subgloboso, una baya de 10mm de largo por
5mm de ancho, apice aplanado, verrugosa, caliz persistente, semillas
suborbiculares, 1 a 2 pequefas, lateralmente comprimidas, embrion formando
una espiral doble (53,54).

f. Agrotecnologia: No se encontro informacion en bibliografia consultada.

g. Usos medicinales: Tonico estimulante, astringente, mejora digestion y es

odontoldgico, las hojas se fuman como tabaco. La semilla en decoccion, con
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sal y agua, por via oral, se usa como vomitiva y para la diarrea y disenteria. Las
semillas machacadas y en infusién, para dolores de cabeza, estomaticas,
antiinfluenza, carminativas y antidiabéticas. La decoccion de la planta es apta
para bafios y lavados en caso de reumatismo. Se usa para colicos e infecciones
estomacales, para calmar dolores de todo tipo: dolores menstruales, dolores de
parto, es abortivo; para dolor de musculos, dolor de cabeza, dolor de muelas y
sofocacion (53,55-58).

h. Otros usos: Es muy usado como condimento en los paises americanos y
europeos, y se vende generalmente en los mercados de Guatemala. La
pimienta se usa molida o en aceite destilado, para varias preparaciones (carnes,
reposteria). Los frutos se recogen aun verdes y puestos a secar dan una
especie apreciada que en inglés recibe el nombre de “all spice” porque su sabor
recuerda a la vez la canela, el clavo y la nuez moscada. El fruto la Guayabita,
también se usa como condimento, en postres y dulces, tales como platanos y
otros y en bebidas, en los llamados caratos, de arroz o de maiz y otros en
ponches. La hoja se usa como condimento, principalmente en platos salados y
se destila un aceite utilizado en la industria alimenticia y en perfumeria
(54,56,59).

i. Farmacologia: Esta planta presenta una notable actividad antifangica in vitro,
en especial el aceite esencial extraido de la hojas y frutos contra Lentinus
lepideus, Lenzites trabea y Malassezia furfur (55,60).

j. Composicion quimica: El fruto seco recolectado antes de la madurez contiene
2-5% de aceite esencial, con alrededor de 35% de eugenol, 40-45% de eugenol-
metil-éter, cariofileno y cineol, acidos grasos, una resina, almidon, acido malico,
oxalato de calcio y taninos, flavonoides ramndsidos y xilésido de quercetin e
isoquercetin. También se ha identificado el componente fenilico coniferaldehido
(51, 54, 59). De las hojas se obtiene un aceite esencial en el que se han
identificado los monoterpenos delta-cadineno, 1-8-cineol, para-cimeno,
limoneno, linalol, cis- y trans-beta-ocimeno, alfa felandreno, alfa-pineno,
saboneno, terpin-1-en-4-ol, gama-terpineno y terpinoleno; los sesquiterpenos

beta-caricineno, alfa-copaeno, alfa-gurjeno, alfa-humuleno, alfa-muroleno y alfa-
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selineno; y los componentes ferulicos coniferaldehido, eugenol, su éter metilico
e isoeugenol (53,56,61).

k. Farmacognosia: No se encontré informacion en bibliografia consultada.

9. Piper auritum Kunth.

a. Familia: Piperaceae.

b. Sinonimia: No se encontro informacion en bibliografia consultada.

c. Nombres comunes: Santa Maria, hoja de Santa Maria, hoja de jute, juniapra,
cafa de oro, ocaya, hierba santa, hoja de la estrella, obet, xaclipur (61,62).

d. Distribucion geografica: Nativa del sur de México hasta Colombia, cultivada y
naturalizada en Cubay el sur de la Florida. En Guatemala se le puede encontrar
en bosques humedos, a menudo como una vegetacion se encuentra en los
departamentos del Petén, Alta Verapaz, I1zabal, Zacapa, Santa Rosa y Escuintla,
Guatemala, Sacatepéquez (probablemente introducida), Chimaltenango, Solol4,
Suchitepéquez, Retalhuleu, Quetzaltenango y San Marcos (61).

e. Descripcion botanica: Hierba suculenta, grande, gruesa, con ramas
esparcidas o raramente lefiosas y viniendo a ser arbol, comiinmente de 2m de
alto, pero ocasionalmente puede medir 6m; las ramas firmes son
esparcidamente pubercentos o glabras, las hojas son cortas o elongadas y
firmes peciolos, usualmente de color verde-amarillento brillante; la inflorescencia
es una espiga de color verde pélido, de 4mm de grosor, cominmente de 20-
25cm de longitud; el fruto es una baya muy pequefia ovoide o globosa; las
semillas son pequefias con una testa membranosa, el endospermo copioso y
con el embrién pequefio (61).

f. Agrotecnologia: No se encontré informacion en bibliografia consultada.

g. Usos medicinales: La infusion de las hojas puede usarse en malestares
estomacales. Un extracto de las hojas se usa como anestésico local. Sus hojas
son empleadas como emolientes analgésicos antiinflamatorios y combinadas
con aceite son colocadas en el area del higado en caso de cdlicos. Se utiliza la
decoccion de las hojas por via oral para la presion alta y dolor de ovario
(61,62).
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h. Otros usos: En Guatemala las hojas se usan para condimentar las carnes y
alimentos que contienen el caracol llamado “jute” (Ampullaria sp.) (61).

i. Farmacologia: No se encontro informacion en bibliografia consultada.

j. Composicion quimica: No se encontré informacion en bibliografia consultada.

k. Farmacognosia: No se encontr6 informacion en bibliografia consultada.

10. Piper jacquemontianum Kunth.

a. Familia: Piperaceae.

b. Sinonimia: No se encontré informacion en bibliografia consultada.

c. Nombres comunes: Cordoncillo, pooczuyaax (63).

d. Distribucion geografica: Bosques o matorrales humedos o lluviosos, algunas
veces en bosque de pino o en pantanos de Mancaria, ubicado a unos 900
msnm. En Guatemala se ha descrito en los departamentos de Alta Verapaz,
Petén e Izabal (58,59).

e. Descripcion botanica: Arbusto de aproximadamente 2m de altura, peciolos
mayormente de 1cm de largo o menos, algunas veces mas largo en las hojas
bajas, apice abruptamente acuminado o largamente acuminado, muy desigual
en la base y mas o menos oblicua, usualmente redondeado o0 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 mas pélidas en el envés, cuando se secan se tornan verde
grisacea o lagunas veces negruzca, con puntos pelicidos finos, glabras en el
haz, suaves al tacto, hispidulosas en el envés, especialmente en los nervios
(63).

f. Agrotecnologia: No se encontré informacion en bibliografia consultada.

g. Usos medicinales: 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
corazoén, para la presion (64).

h. Otros usos: No se encontré informacion en bibliografia consultada.

i. Farmacologia: Estudios farmacologicos demuestran que el aceite esencial a

0.1 mg/mL tiene actividad contra Mycobacterium smegmatis y Bacillus subitilis,
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actividad citotoxica contra Artemia salina a 0.5mg/mL y actividad insecticida
contra Anopheles albimanus y A. aegypti hasta el tercer estadio (64).

j. Composicion quimica: En el aceite esencial se identificaron los siguientes
compuestos: alfa-pineno, beta-pineno, gamma-3-careno, bornileno, 1,5
ciclodecadieno, beta-cariofileno, D-germacrano (65).

k. Farmacognosia: No se encontr6 informacion en bibliografia consultada.

11. Psidium guajava L.

a. Familia: Myrtaceae.

b. Sinonimia: Psidium pyriferum L., P. porniferum L.

c. Nombres comunes: Guayaba, Cak, Ch’amxuy, Coloc, Eanandi, lkiec, Guava,
Pata, Pataj, Pichi, Posh (48).

d. Distribucién geogréfica: Nativo de América tropical, se encuentra en bosques
himedos y secos, pastos y bosquecillos puros del arbol. En Guatemala se ha
descrito en todo el pais, particularmente en: Baja Verapaz, Chimaltenango,
Chiquimula, Jutiapa, Santa Rosa y Suchitepéquez (48).

e. Descripcion botanica: Arbol de 10m de alto, tronco 20-25cm de diametro,
corteza suave, pubescente, delgada, rojo-café, produce escamas que caen.
Hojas verdes, opuestas, peciolo corto, elipticas u oblongas, 5-15cm de largo,
redondos en el apice y en la base, multiples venas horizontales, conspicuas,
provistos de glandulas. Flores axilares, solitarias, blancas, 3-4cm de ancho,
penacho de 275 estambres. Frutos aromaticos, ovales o piriformes, 2-10cm de
largo, cascara amarilla, carnaza rosada o amarilla, por fuera granular y firme, al
centro suave, lleno de pulpa jugosa con muchas semillas color café claro, 3-
5mm de largo, redondas y duras (48).

f. Agrotecnologia: Se adapta a una gran variedad de clima, desde tropical
hamedo hasta mediterraneo; necesita 1,000-4,500mm/afio de lluvia, aunque
resiste hasta 6 meses de sequia; se adapta delde suelo arcilloso y compacto
hasta arenoso, ligeramente &cido. La propagacién puede hacerse por semillas,
acodos, injerto, estacas e hijuelo. En la descendencia se observa mucha

variacion, lo que sugiere hibridacion frecuente (48).
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g. Usos medicinales: La decoccion de hojas y corteza se usa por via oral para
tratar afecciones digestivas (amebiasis, diarrea, disenteria, célico, dolor de
estbmago, parasitismo intestinal, vomito), anemia, artritis, diabetes, hemorragia,
hinchazon, uretritis, asma y resfrio. La decoccion por via topica se recomienda
en bafios y lavados para tratar enfermedades dermatomucosas (fistulas,
leucorrea, piodermia, raspones, tine, Ulcera) y enjuages para lengua inflamada.
Las hojas y corteza contienen resina llamada “guafin” que tiene una accién
marcada contra las fiebres paltdicas. A las hojas y corteza se les atribuye
propiedad antibacteriana, antiemética, antiinflamatoria, antihelmintica,
antiséptica, antitusiva, astringente, carminativa, espasmolpitica y tdmica (66).

h. Otros usos: La fruta madura se come fresca, cocida y en jalea; el mesocarpio
es agridulce. La corteza amarilla se utiliza para curtir pieles y tefiir seda y
algodon. El arbol se siembra como sombra del café, cerco vivo y ornamento.
Con las frutas y hojas se prepara una bebida astringente, conocida en
Venezuela como guarapo (67).

i. Farmacologia: Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de hojas es
activa contra E. coli, S. aureus, S. pneumoniae, S. typhi, Shigella dysenteriae, S.
flexneri y P. aeruginosa; es inactiva contra Vibrio cholerae y Neisseria
gonorrhoeae. La tintura inhibe 80% de cepa de E. coli, S. typhi, S. dysenterieae
y S. pyogenes; el mejor disolvente es etanol y la CIM 5mg/mL para S. typhiy S.
aureus. Estudios antifungicos demuestran que la tintura de hojas es activa
contra C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis y C. stellantoidea con una CIM de
1-2mg/mL (67).

j. Composicion guimica: La planta es rica en taninos (hojas 9-10%, corteza 12-
30%). Las hojas contienen grasa (6%), B-sitosterol, &cido maslinico y elégico,
aceite esencial (0.1-0.3%), triterpenoides (B-cariofileno, [B-bisaboleno,
aromadendreno, cadaleno, cineol, eugenol, limoneno, nerelidol, B-selineno,
acidos organicos (oleandlico, ursolico, crategolico y guayavélico), flavonoides
derivados de quercitina como guayaverina (3-a-arabospirandsido) y avicularina
(3-arabindsido). El analisis proximal de 100 g de hojas contiene: proteina (11.7
g), grasa (8.7 g), carbohidratos (71.9 ), fibra (16.1 g), ceniza (7.7 g), calcio
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(1,320 mg) y fésforo (160 mg), vitamina A y acido ascérbico (300-486 mg); 100g
del fruto contienen; calorias (36-50), humedad (67,68).

k. Farmacognosia: La materia médica son las hojas y corteza secas. Las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas indican que la corteza es no
fibrosa, contiene una variedad de oxalatos de calcio, taninos y almidones; los
lenticelos son pequefios y pronunciados en la superficie; los tricomas de la
epidermis de la piel son unicelulares y vermiformes, se presentan cavidades
mucilaginosas. Por su contenido de taninos y su actividad astrigente es efectiva
en el tratamiento de diarrea, indigestibn y espasmo abdominal. La actividad
antidiarreica se atribuye a la quercetinas presentes en las hojas y corteza, que
tienen una definita accion antisecretoria en la liberacion de acetilcolina e
inhibidora del peristaltismo intestinal, que no es reversible por naxalone; este
efecto se debe al bloque de los canales de calcio o al inhibicién del sistema
enziméatico responsable de la sintesis de prostablglandinas, que se relacionan
con la liberacion de acetilcolina; el extracto alcoholico muestra una actividad
similar a la producina por morfina. La actividad antibacteriana se atribuye a los
flavonoides  (avicularina, guayaverina 'y quercetina). La actividad
antiprotozoarica se atribuye al pacido psidiélico que ademas tiene actividad
contra Mycobacterium phlei (48).

12. Tagetes lucida Cav.

a. Familia: Asteraceae.

b. Sinonimia: Tagetes florida Sw.

c. Nombres comunes: Pericon, ly4, Hierba de San Juan (69).

d. Distribucion geografica. Nativa de México a Honduras en bosques de Encino
(Quercus sp.) y laderas de 1000 a 2000msnm. Abundante en la época de lluvia,
desaparece en la época seca (69).

e. Descripcidén botanica: Hierba perenne muy aromatica, glabra, erecta de 30-
95cm de altura, hojas opuestas, sésiles, laminares u oblongas lanceoladas; 5-
10mm de largo por 7-9mm de ancho, romas o puntiagudas, obtusas o agudas

en el apice, finamente dentadas, provistas de numerosas glandulas oleosas,
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pequefias, y esparcidas. Flores amarillas en pequefias cabezuelas terminales o
cimas abiertas de 9-10mm de diametro, involucro o cilidrico, de 7-10mm de
largo, de 2- 3mm de ancho en arreglos terminales (69).

f. Agrotecnologia: La planta silvestre es abundante en bosques de encino y
laderas de 1,000 a 2,000msnm. Su cultivo se hace principalmente por semilla,
que germina a los 15 a 20 dias y florece a los 5 a 6 meses. Es abundante en la
época de lluvia, desaparece en época seca (48).

g. Usos medicinales: Dolor de estbmago: hojas y flores aplicadas por via oral.
Gastritis, dolores musculares. Colicos, fiebre, malaria y antidoto de picaduras de
escorpion, fiebre y tos, acelerar el parto, ahuyentar mosquitos, ulceras, diarreas,
retencion urinaria, dolor de cabeza, indigestion y menstruacion (70-75).

h. Otros usos: La planta completa tiene uso culinario (75).

i. Farmacologia: Estudios antibacterianos in vitro demuestras que la maceracion
etandlica de hojas y flores es activa contra enterobacterias (E. coli
enteropatdégena -ECEP-, S. dysenteriae, S. flexneri, S. typhi) y S. pyogenes.
Poca actividad contra N. gonorrhoeae. El extracto acuoso es activo contra
ECEP, S. typhi, S, enteritidis, S. dysenteriae, S. flexneri, S. pyogenes y S.
pneumoniae. El estudio del espectro de inhibicion del extracto alcohdlico
demostré inhibicion del 60% de cepas de P. aeruginosa y 15% de cepas de S.
typhi. El tamizaje de la actividad vibriocida in vitro demostré que la maceracién
hidroalcohdlica inhibe V. cholerae, la mayor actividad se extrajo con n-hexano
con una concentracion minima inhibitoria (CIM) de 10pg/mL (76,77).

j. Composicion quimica: Las hojas y flores contienen aceite esencial (limoneno,
16.5%; p-ocimeno, 14%; B-cariofileno, 28%; mirceno, 4.5%; tagetona,
dihidrotagetona, tetrahidrotagetona, esdragol, eter metilico de eugenol, linalool,
alilanisol). La planta contiene ademas alcaloides cuaternarios, flavonoides
(quercetagetina, patuletina) saponinas, taninos, lucoantocianinas, acidos
galicos, poliacetilenos, glucésidos, cumarinas, dimetilalii eter de 7-
hidroxicumarinas,  7-metoxicumarinas,  6,7,8-trimetoxicumarina, ademas
derivados de tiofeno, poliacetilenos (5-(3-buten-1-inil)-2,2’bitienol (78,79).

k. Farmacognosia: No se encontré informacion en bibliografia consultada.
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V. JUSTIFICACION

Listeria monocytogenes, es un patdgeno de humanos, que puede provocar
gastroenteritis, listeriosis cutdnea, abortos, partos prematuros, meningitis,
sepsis y otras complicaciones, especialmente en personas
inmunocomprometidas, ancianos y nifios, provocando en muchos casos la
muerte. La principal via de adquisicion de L. monocytogenes es la ingestion de

alimentos contaminados (15, 26, 27).

Debido a la alta prevalencia de enfermedades transmitidas por alimentos, es
necesario explorar nuevas alternativas para su control, siendo de interés el uso
de antimicrobianos naturales como preservantes, ya que evitan enfermedades y
proporcionan mayor calidad y vida util en los alimentos. Muchos compuestos
gue se encuentran en variedad de plantas utilizadas comiunmente en la dieta y
en remedios caseros, se han identificado en diferentes estudios como
antibacteriales efectivos, encontrandose en algunos, efecto inhibitorio especifico

contra L. monocytogenes (26-30).

En Guatemala existen diferentes especies de plantas aromaticas,
condimentarias y medicinales; de estas se eligieron para el presente estudio
doce para la determinacion de la actividad inhibitoria de aceites esenciales y
extractos contra L. monocytogenes. A estas plantas se les ha mostrado efectos
inhibitorios contra bacterias Gram positivo, sin embargo no se han probado
bioensayos contra la bacteria referida y que de poseer efecto inhibitorio,
tendrian importantes aplicaciones para la preservacion de alimentos y de esta

forma evitar infecciones asociadas a este microorganismo.
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VI. OBJETIVOS

A. GENERAL

Determinar la actividad inhibitoria in vitro de aceites esenciales y los extractos
metanolico y diclorometanico de doce especies condimentarias guatemaltecas
sobre Listeria monocytogenes.

B. ESPECIFICOS
1. Obtener 24 extractos vegetales por medio de la técnica de extraccion
fraccionada y concentracién con rotavapor y 12 aceites esenciales por medio

de la técnica de hidrodestilacion con Neoclevenger.

2. Determinar la actividad biolégica de doce extractos de plantas y aceites
esenciales sobre el crecimiento de una cepa ATCC de L. monocytogenes,
aplicando un bioensayo de actividad antimicrobiana in vitro por el método de

difusién en disco.

3. Determinar la concentracion inhibitoria minima de los extractos y/o aceites

esenciales que resulten activos contra L. monocytogenes.
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VIl. HIPOTESIS

Al menos uno de los extractos o0 aceites esenciales de las plantas utilizadas

tiene actividad antibacteriana contra Listeria monocytogenes.
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VIll. MATERIALES Y METODOS

A. Universo

Doce plantas de diferentes regiones guatemaltecas utilizadas popularmente

para condimentar alimentos y para el tratamiento de diversas afecciones.

B. Muestra

Doce extractos metanolicos, doce extractos diclorometanicos y doce aceites

esenciales de plantas:

Cornutia grandifolia (Schlecht & Cham) Schauer (lirio tropical)
Eryngium foetidum L. (cilantro)

Lippia alba Miller N. E. Broune ex Brit & Wils (salvia sija)
Lippia chiapasensis Loes (salviya)

Lippia graveolens Kunth (6regano)

Litsea guatemalensis Mez (laurel)

Ocimum micranthum Willd (albahaca)

Pimenta dioica L. Merrill (pimienta gorda)

Piper auritum Kunth (Santa Maria)

Piper jacquemontianum Kunth (cordoncillo)

Psidium guajava L. (guayaba)

Tagetes lucida Cav. (pericon)

C. Recursos

1. Humanos

a. Seminaristas: Br. Rosa Alejandra Alvarez de Le6n

Br. Astrid Liseth Garcia Higueros
Br. Nidia Verénica Oliva Retana

Br. Ana Maria Rojas Sazo

b. Asesor: Lic. Armando Caceres

c. Revisor: Licda. Isabel Gaitan
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2. Institucionales

a. Laboratorio de Bioensayos Departamento de Citohistologia, Facultad

de Ciencias Quimicas y Farmacia USAC.

b. Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT),

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia USAC.
c. Laboratorio de Productos Naturales Farmaya.

D. Materiales

1. Equipo

Autoclave

Balanza analitica y semi analitica

Balén de destilacion de 1000mL

Campana bacteriolégica
Cristalizadores
Desecadora

Embudos de vidrio

Erlenmeyer de 500 y 1000mL

Espatula

Estufa

Gradilla

Horno

Incubadora a 25y 37°C
Microscopio

Rotavapor

Destilador Neoclevenger
Percoladora

Pinzas

Pipetas automaticas
Probeta de 1000mL

Quemadores
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Refrigerador 4°C
Vaso de precipitar de 500mL

Vortex

2. Materiales y reactivos

Agar base sangre (Merck)
Agua destilada

Algodon

Asas en argolla

Bandejas de plastico y aluminio
Bolsas Ziploc

Bulbos

Cajas de Petri

Caldo tripticasa soya
Cristal violeta
Diclorometano

Discos de Penicilina

Penicilina G benzatinica liofilizada Unipharm®

Discos estériles sin impregnar
Etanol al 70%

Frascos ambar y viales
Hisopos estériles

Jeringas estériles de 10mL
Laminas portaobjetos
Metanol

Papel aluminio

Papel mayordomo

Papel parafilm

Pentano

Peréxido de hidrogeno
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e Pipetas Pasteur

e Safranina como colorante de contraste

e Sangre de carnero

e Silicone

e Solucion de lugol

e Solucion decolorante de Gram

e Solucion salina

e Tips amarillo, azules y blancos para pipetas automaticas
e Tubos de ensayo

e Viales con tapadera de rosca

3. Microbioldgicos

e Cepa ATCC® 19115 de Listeria monocytogenes y Cepa ATCC® 700402
de Listeria innocua donada amablemente por la Licenciada Leyla Dabroy del
Laboratorio Nacional de Salud (LNS)

e Cepa de Listeria monocytogenes aislada de muestra clinica del Hospital
Regional de Occidente (HRO 634)

E. Metodologia
1. Preparacién de extractos vegetales (80)

e Se pesoO 200g de material vegetal.

e Se coloco algodén en la parte inferior del percolador.

e Se doblé un pedazo de papel filtro para formar un cono que se colocé en
el fondo del percolador y cubrié sus paredes internas.

e Se humedecio previamente el material vegetal con diclorometano.

e Se transfirié todo el material vegetal al percolador, quedando dentro del
cono de papel filtro, y se agrego6 el disolvente hasta cubrirlo.

e Se dejo reposar por 24 horas.

e En un erlenmeyer se recolect6 todo el disolvente y se colocé en un baldn
de destilacion de 1000mL.
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e Se verificd que todas las conexiones eléctricas estuvieran conectadas, el
nivel del bafio de calentamiento fuera el adecuado y la llave de alimentacion del
refrigerante estuviera cerrada.

e Se colocé el balén con el disolvente y sujetd con la llave correspondiente
y se hizo girar con una rotacion del 50% y se subio la temperatura (de 35-40°C
cuando el disolvente era diclorometano y 55-60°C cuando el disolvente era
metanol.

e Se inici6 la destilacion del extracto y se continué hasta que estaba
semisodlido.

e Se encendid la bomba de vacio varias veces para ayudar a la destilacion
cuando fue necesario.

e El disolvente recuperado se agreg6 de nuevo al percolador que contenia
el material vegetal, se dej6 reposando por 24 horas y se repitid el proceso de
destilacion.

e La operacion anterior se repiti6 una vez mas y en esta Ultima se
concentro el extracto hasta que éste tenia una consistencia semisdlida y/o ya no
era posible recuperar mas disolvente por medio de destilacion.

e Se agreg6 entonces metanol a la percoladora con el mismo material
vegetal que previamente se utiliz6 con diclorometano, se dej6 reposar por 24
horas y se repitié el mismo proceso anterior de destilacion y concentracion.

e Cada extracto concentrado se coloc6 en un recipiente de vidrio
previamente tarado y rotulado y se colocé en una desecadora en un periodo de
7 a 15 dias.

e Se verifico la consistencia solida del extracto y se coloc6 en recipientes
previamente tarados y rotulados para almacenarlos en refrigeracion.

e Se calculd el porcentaje de recuperacion de cada uno de los extractos.

2. Preparacion de aceites esenciales (80)

e Se pesaron de 25 a 30g de material vegetal dentro del balon.
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e Se agrego poco a poco 500mL de agua del grifo, tratando de que todo el
material vegetal se impregnara, y evitando que quedara flotando en la superficie
del agua.

e Se coloco el balén sobre una red de calentamiento y se conecté al
sistema Neoclevenger, utilizando silicon en cada una de las uniones.

e Se verifico que la llave del sistema estuviera cerrada.

e Se agregd agua destilada en el sistema a través del dispositivo para este
fin, hasta que lleg6 al nivel de la protuberancia superior.

e Se agregd aproximadamente 1mL de pentano dentro del sistema a
través del orificio para este fin.

e Se encendio el dispositivo de enfriamiento y la red de calentamiento.

e Se esperd a que el agua dentro del baldn iniciara a evaporarse y se
observo cuando cayo la primera gota condensada sobre el pentano, a partir de
ese momento se empez06 a contar 2 horas para apagar el sistema.

e Se dejo enfriar el sistema.

e Se extrajo el agua que quedd dentro del sistema con la llave cuidando
gue el pentano se quedara dentro para que pudiera ser extraido en otro
recipiente.

e Una vez extraido el pentano se verific6 que no hubiera quedado agua en
el mismo recipiente, cuando fue asi, se extrajo con una pipeta Pasteur.

e Se dej6 evaporar el pentano dentro de una campana de extraccion por 24
horas.

e Se determind el porcentaje de rendimiento del aceite esencial obtenido.

e Se guardé el aceite esencial en un vial y se refrigero.

3. Mantenimiento de las cepas de L. monocytogenes (17).

e Se usaron las cepas ATCC® 19115 de Listeria monocytogenes, Listeria
monocytogenes HRO 634 y una cepa ATCC® 700402 de Listeria innocua,
mantenidas en agar tripticasa soya a 4°C.

e Se inoculdé en caldo tripticasa soya e incub6 a 37°C por 24 horas para

promover el crecimiento de las cepas.
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e Se tomo una asada del caldo e inoculo 5 tubos de agar tripticasa soya
gue se guardaron a 4°C.

e Se tomo otra asada del caldo e inoculé en agar sangre al 5%, que se
incubo 24 horas a una temperatura de 37°C.

e Se observaron colonias grisaceas pequefias con un diametro de 2mm.

e Se realizaron pruebas de identificacion bioquimica de la bacteria:
catalasa (+), tincion de Gram (bacilos cortos Gram positivo), hidrolisis de
esculina (+) y movilidad (positiva a 25°C, en forma de sombirilla).

e Se inocul6 la cepa en tubos con slant de tripticasa soya y se dejé incubar
a 36°C por 24 horas y luego se refrigeré la cepa.

e Se tomo una asada de la misma, se inoculé en caldo tripticasa soya que
se incubd a 36°C por 24 horas luego se inocul6 en una caja de agar sangre por
24 horas a 36°C.

4. Validacion del Método (81)

Se realizé una curva de relacién dosis/efecto por el método de difusién en disco,
utilizando discos impregnados con penicilina G benzatinica (Unipharm®)
(antibidtico de eleccion contra Listeria sp.) en concentraciones de 1UIl, 10Ul y
100U, contra las tres cepas del estudio por quintuplicado. Se observdé que
existe relacion dosis/efecto, por lo que se escogié un disco conteniendo 10U

como referencia para el bioensayo.

Actividad de penicilina contra cepas de Listeria sp. empleando la técnica

de difusién en disco

Concentracién

Cepa iUl 10Ul 100Ul
Listeria monocytogenes ATCC® 19115 14 24 28
Listeria monocytogenes HRO 634 12 22 26
Listeria innocua ATCC® 700402 20 29 33

Fuente: Datos Experimentales. Evaluado por quintuplicado. Resultados expresados en milimetros.
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5. Ensayo de actividad antimicrobiana de L. monocytogenes de extractos y
aceites esenciales de plantas (82).

El ensayo de actividad inhibitoria in vitro se realizé por el método de difusion en
disco. Este consiste en enfrentar la bacteria, con los extractos y aceites
esenciales de plantas, mediante discos impregnados por los mismos, utilizando
el medio agar Mueller Hinton-sangre.

e Preparacion de diluciéon del extracto a concentracion conocida (4pg/pL).
Se peso6 en un vial 0.0120g de los extractos a evaluar y se disolvié en 3mL de
metanol; se agitd en un voértex hasta que este se disolviera. Se utilizé6 un
sonicador para terminar de disolver en los extractos que fue necesario.

e Se filtraron cada una de las soluciones de los extractos con filtros
estériles de 0.20pum.

e Impregnacion de discos de papel filtro.

e Se impregnaron discos estériles con 50uL de cada extracto a una
concentracion de 4ug/uL, lo que equivale a 200ug de extracto por disco seco
(se impregnaron 10uL cada 30 minutos, para evitar sobresaturacion del disco y
favorecer la evaporacién del disolvente) y 10uL de aceite esencial sin dilucién.

e Preparacion del in6culo de L. monocytogenes

e Se inocularon colonias de L. monocytogenes en un vial con 1ml de
solucién salina estéril.

e Se comprobd que la turbidez coincidiera con el estandar de McFarland
0.5.

e Se inocularon con un hisopo estéril la superficie de las placas de agar
sangre, estriando con el hisopo en tres direcciones para asegurar una
distribucion uniforme del inéculo.

e La placa inoculada se dejé reposar durante 3-5 minutos a temperatura
ambiente para que cualquier exceso de humedad superficial fuera absorbido.

e Dentro de los 15 minutos siguientes a la inoculacién de la placa, se
colocaron los discos impregnados sobre la superficie del agar con la ayuda de

una pinza estéril.
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e Se colocaron un maximo de 6 discos con los extractos y aceites
esenciales por caja, se incluyd por cada corrida 1 disco de penicilina de 10Ul
como control positivo y un disco impregnado con metanol, como control
negativo.

e Se realizaron un total de cinco repeticiones para garantizar un error
inferior al 10%.

e Interpretacion de resultados

Negativo: ausencia de halo de inhibicién, diametro de 6mm.

Positivo: presencia de halo de inhibicion, didmetro mayor o igual a 7mm.

6. Ensayo de actividad antimicrobiana para concentracion inhibitoria minima
(CIM) por el método de difusién en disco (82,83)

e Preparacion de dilucion del extracto a concentracién conocida (4ug/uL).

e A continuacion se procedid a realizar diluciones para lograr
concentraciones de 2, 1 y 0.5ug/uL del extracto.

e Se filtraron cada una de las soluciones de los extractos con filtros
estériles de 0.20pm.

e Impregnacion de discos de difusion.

e Se impregnaron discos estériles con 50uL de cada dilucion de los
extractos: 2, 1 y 0.5ug/uL equivalentes a 100, 50 y 25ug de extracto por disco
seco respectivamente (se impregnaron 10uL cada 30 minutos, para evitar
sobresaturacion del disco y favorecer la evaporacion del disolvente), y para el
aceite esencial se realizaron impregnaciones de discos con 6 y 3L de aceite
esencial sin dilucion.

e Interpretacion de resultados:

Negativo: ausencia de halo de inhibicién, diametro de 6mm.

Positivo: presencia de halo de inhibicién, diametro mayor o igual a 7mm.
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F. Disefio estadistico

1. Tipo de estudio

Estudio experimental, disefio de bloques incompletos (el orden de colocacién de
los discos fue al azar en numero parcial). La determinacion de la actividad
inhibitoria in vitro de los extractos vegetales y aceites esenciales sobre el
crecimiento de Listeria monocytogenes fue realizado por el método de difusion

en disco.

Se consideré actividad inhibitoria a la formacion de un halo de inhibicion
alrededor del disco impregnado con un didametro mayor o igual de 7mm. Se
realizaron 5 repeticiones para cada extracto y aceite esencial, para un nivel de
significancia de a=0.05, de acuerdo a la tabla de la distribucion binomial. De los
extractos que resultaron positivos, se determind la concentracion inhibitoria
minima (CIM).

N

. Variables

a. Independiente: Extractos diclorometanicos, metandlicos y aceites esenciales
de 12 especies condimentarias, alimenticias y medicinales de uso popular en
Guatemala.

b. Variable dependiente: Actividad inhibitoria contra L. monocytogenes.

3. Andlisis estadistico

El andlisis de los datos estuvo basado en una prueba de hipétesis binomial,
donde Ho: p<0.5 (no tiene efecto inhibitorio) y Ha: p>0.5 (si tiene efecto
inhibitorio). Si 5 repeticiones dan éxito, Ho se rechazara para el nivel a
establecido, y se dira que los extractos y aceites esenciales evaluados por el
método de difusién de disco presentan actividad inhibitoria in vitro significativa

frente a L. monocytogenes con un valor p = 0.0312.
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IX.

RESULTADOS

En el presente trabajo se colectaron doce plantas de siete familias, las cuales

son utilizadas por sus propiedades medicinales (la mayoria) y condimentarias;

las cuales fueron recolectadas en areas de cultivo controlado, con el fin de

tener reproducibilidad en los resultados (Tabla 1).

Tabla 1. Informacién general de las plantas del estudio

Familia Material No. De Lugar de colecta Georeferencia Altura Propiedades
Vegetal herbario msnm**
Apiaceae Eryngium foetidum 1110° Ecoparcela El N14° 33'05.8" 465 Condimento
Kakawatal Samayac =~ W91° 27'59.6" Medicinal
Suchitepéquez
Asteraceae Tagetes 1127° Cuatro Caminos N14°55°05.70” 2400 Medicinal
lucida San Cristobal W91°26°31.64”
Totonicapan
Lamiaceae Ocimum 10642 Ecoparcela El N14° 33°06.1” 465 Condimento
micranthum Kakawatal Samayac =~ W91° 28'01.0” Medicinal
Suchitepéquez
Lauraceae Litsea 10942 San Bartolomé Milpas  N14° 36'35.0” 1941 Condimento
guatemalensis Altas, Sacatepéquez W90°40°22.4” Medicinal
Myrtaceae Pimenta 11712 Salam4, Baja N 14°33'7.9” 471 Condimento
dioica Verapaz W 91°28°2.6” Medicinal
Myrtaceae Psidium 11692 Ecoparcela El N14° 36' 7.14" 468 Medicinal
guajava Kakawatal Samayac ~ W91° 28' 2.22"
Suchitepéquez
Piperaceae Piper 11702 Ecoparcela El N14° 33'6.8" 470 Medicinal
auritum Kakawatal Samayac Wwo1° 28'0.7"
Suchitepéquez
Piperaceae Piper 1098° Ecoparcela El N14° 33'05.4” 462 Medicinal
jacquemontianum Kakawatal Samayac W91°27°57.2”
Suchitepéquez
Verbenaceae Cornutia San Juan Chamelco N15°25'26.05” Medicinal
grandifolia Alta Verapaz W90°19°41.23”
Verbenaceae Lippia 1131* CEDA Facultad de N14° 34.811' 1465 Medicinal
alba Agronomia, USAC W90° 33.220'
Verbenaceae Lippia 43411* Paraje Juchanep N14° 56.106' 2570 Medicinal
chiapasensis Totonicapén W91° 22.259'
Verbenaceae Lippia 1132* CEDA Facultad de N14° 34.811' 1465 Condimento
graveolens Agronomia, USAC W90° 33.220' Medicinal

& Namero de herbario: Herbario de Biologia Guatemala (BIGU) de la Escuela de Biologia, Facultad de CCCQQ y

Farmacia, USAC.

b Numero de herbario: Herbario de Farmaya, S.A.

** msnm: metros sobre el nivel del mar

En la Tabla 2 se muestran los porcentajes de rendimiento de extractos

diclorometanicos y metandlicos obtenidos mediante extraccién fraccionada por

percolaciébn y concentracidbn en rotaevaporador; y los aceites esenciales
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obtenidos por hidrodestilacion en Neoclevenger, de las plantas en estudio. En el
caso de los extractos diclorometanicos, el mejor porcentaje de rendimiento fue
obtenido con las hojas de P. auritum (20.4%), para los extractos metandlicos el
mayor porcentaje de rendimiento fue extraido de la hoja de L. chiapasensis
(15.9%), y para los aceites esenciales la hoja de L. graveolens proporciond el

mayor porcentaje de rendimiento (3.08%).

Las hojas de C. grandifolia y E. foetidum, proporcionaron un porcentaje de
rendimiento tan bajo que fue imposible obtener suficiente cantidad por el
método especificado, por lo tanto no se utilizaron para el bioensayo.

Tabla 2. Porcentajes de rendimiento de extractos diclorometanicos y

metandlicos y aceites esenciales obtenidos.

Planta Parte % % % de
Rendimiento Rendimiento Rendimiento

extracto en Extracto en de aceites
diclorometano metanol esenciales

C. grandifolia Hoja 2.0 2.3 *NSO

E. foetidum Hoja 3.0 12.6 *NSO
L. alba Hoja 9.9 6.4 0.82 +0.05
L. chiapasensis Hoja 14.7 15.9 0.91+£0.17
L. graveolens Hoja 10.3 11.3 3.08+0.11
L. guatemalensis Hoja 8.9 10.8 0.85+0.16
O. micranthum Hoja 5.9 6.5 142 +0.11
P. dioica Fruto 2.8 9.6 0.97 £0.42
P. auritum Hoja 20.4 13.4 1.10 £ 0.23
P. jacquemontianum Hoja 7.4 6.6 0.44 £ 0.08
P. guajava Hoja 4.7 135 0.20 £ 0.08
T. lucida Parte aérea 3.8 14.3 0.26 £ 0.05

Fuente: Datos Experimentales.
*NSO: No se obtuvo

Para evaluar la actividad biocida los extractos diclorometanicos y metandlicos
contra las tres cepas de Listeria sp, se impregnaron 200ug de extracto en cada
disco. Unicamente los extractos de diclorometano procedentes de la parte aérea
de T. lucida y las hojas de E. foetidum presentaron actividad inhibitoria, como se

observa en la Tabla 3. T. lucida present0 actividad antibacteriana (p=0.0312)
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contra las tres cepas del estudio, mientras que E. foetidum mostré actividad
solamente contra L. monocytogenes ATCC® 19115 y L. innocua ATCC®
700402.

Tabla 3. Tamizaje de la de la actividad de los extractos diclorometanicos y
metandlicos contra Listeria sp.

Extractos Diclorometanicos Extractos Metandlicos
L. L. L. L. L. _ L.
Plantas monocytogenes monocytogenes Innocua monocytogenes monocytoges innocua
ATCC® 19115 HRO 634 ATCC® ATCC® 19115 HRO 634 ?ggﬁ)(;)
700402
C. grandifolia - - - - - -
E. foetidum + - + - - -
L. alba - - - - - -
L. chiapasensis - - - - - -
L. graveolens - - - - - -
L. guatemalensis - - - - - -
O. micranthum - - - - - -
P. dioica - - - - - -
P. auritum - - - - - -
P. jacquemontianum - - - - - -
P. guajava - - - - - -
T. lucida + + + - - -

Fuente: Datos Experimentales. Evaluaciones por quintuplicado.
(+) = Actividad Inhibitoria, actividad significativa (p = 0.0312) con 200ug
(-) = Sin Actividad Inhibitoria con 200ug

En el caso de los aceites esenciales, los discos fueron impregnados con 10uL
de aceite, para evaluar la actividad biocida contra las tres cepas (Tabla 4); los
resultados obtenidos indican que L. alba, L. graveolens y P. dioca mostraron

actividad antibacteriana contra las tres cepas del estudio.
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Tabla 4. Tamizaje de la actividad de aceites esenciales contra Listeria sp.

L. monocytogenes L. monocytoges L. innocua
Plantas ATCC® 19115 HRO 634 ATCC® 700402
L. alba + + +
L. chiapasensis - - -
L. graveolens + + +
L. guatemalensis - - -
O. micranthum - - -
P. dioica + + +
P. auritum - - -
P. jacquemontianum - - -
P. guajava - - -
T. lucida - - -

Fuente: Datos experimentales. Evaluacion por quintuplicado.
(+) = Actividad Inhibitoria, actividad significativa (p = 0.0312) con 10uL
(-) = Sin Actividad Inhibitoria con 10uL

Se determind la CIM de los extractos con actividad inhibitoria (E. foetidum y T.
lucida) contra las cepas del estudio, observando que para las concentraciones
de 100, 50 y 25ug. Los extractos no presentaron actividad inhibitoria en ninguna

de las cepas, tal como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Concentracidon inhibitoria minima de extractos diclorometanicos

gue presentaron actividad en la fase del tamizaje

E. foetidum T. lucida
Cepas
200pg 100pg 50ug 25ug 200pg 100ug 50ug 25ug
L. monocytogenes ATCC® 19115 + - - - + - - -
L. monocytogenes HRO 634 - N/A N/A N/A + - - -
L. innocua ATCC® 700402 + - - - + - - -

Fuente: Datos experimentales. Evaluado por quintuplicado.
(+) = Actividad Inhibitoria, actividad significativa (p = 0.0312)
(-) = Sin Actividad Inhibitoria

N/A = No Aplica

En el caso de los aceites (Tabla 6) L. graveolens presenté actividad

antibacteriana contra las tres cepas del estudio a una concentracion de 6uL; L.
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alba y P. dioica presentaron actividad solamente contra L. monocytogenes
ATCC® 19115 y L. innocua ATCC® 700402 a esta misma concentracion. Sin

embargo al utilizar 3uL de aceite esencial, ninguna de las tres cepas fue

inhibida.

Tabla 6. Concentracion inhibitoria minima de aceites esenciales que

presentaron actividad en la fase del tamizaje

L. alba L. graveolens P. dioica
Cepas
10ul 6pl 3ul 10ul 6l 3ul 10ul 6ul 3l
L. monocytogenes ATCC® 19115 + + - + + - + + -
L. monocytogenes HRO 634 + - - + + - + - -
L. innocua ATCC® 700402 + + - + + - + + -

Fuente: Datos experimentales. Evaluado por quintuplicado.
(+) = Actividad Inhibitoria, actividad significativa (p = 0.0312)
(-) = Sin Actividad Inhibitoria

61



X. DISCUSION

En los dltimos afios, los extractos vegetales se han hecho de suma importancia
en la medida que se buscan nuevas alternativas para evitar la contaminacion
alimentaria por diferentes bacterias, entre ellas, Listeria sp. Es asi como el
presente estudio tuvo como objetivo principal determinar la actividad inhibitoria
in vitro de extractos (diclorometanicos y metandlicos) y aceites esenciales de
doce especies condimentaras y medicinales guatemaltecas contra especies del

género Listeria.

Las plantas del estudio fueron elegidas por ser especies utilizadas como
condimentos en alimentos o en la medicina tradicional guatemalteca; ademas
gue no habia sido investigado previamente su uso como antibacterianos para las
especies de Listeria. Estas plantas son de facil obtencion en Guatemala y su
fuerte aroma es indicador de la presencia de aceite esencial, cuyo contenido es
de interés, ya que éstos son los mas estudiados como antibacterianos y es mas
facil de incorporar en la conservacion de alimentos (28-33). Las plantas
seleccionadas corresponde a doce especies pertenecientes a siete familias:
Apiaceae (E. foetidum), Astereceae (T. lucida), Lamiaceae (Ocimum
micranthum), Lauraceae (Litsea guatemalensis), Myrtaceae (Pimenta dioica y
Psidium guajava), Piperaceae (Piper auritum y Piper jacquemontianum) y
Verbenaceae (Cornutia grandifolia, L. alba, Lippia chiapasensis y L. graveolens).
El 6rgano de eleccion fue la hoja excepto para T. lucida que se evalud la parte
aéreay en el caso de P. dioica el fruto (Tabla 1).

A cada especie vegetal del estudio, se les determind su porcentaje de
rendimiento en disolvente apolar (diclorometano) y disolvente polar (metanol).
En el caso de los extractos diclorometanicos, el mejor porcentaje de rendimiento
fue obtenido con las hojas de P. auritum 20.4%, para los extractos metanolicos
el mayor porcentaje de rendimiento fue extraido de la hoja de L. chiapasensis

15.9% (Tabla 2). Es importante considerar el porcentaje de rendimiento de un
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extracto debido a que en la evaluacion de las diversas actividades biocidas, un
buen rendimiento del extracto generalmente garantiza una mayor rentabilidad
comercial (83). Al obtener un tamafio de particula homogéneo se favorece la
unién de las células vegetales con el disolvente ya que existe una mayor
superficie de contacto entre éste y el material vegetal, aumentando asi el
porcentaje de rendimiento obtenido, por lo que el tamizaje de las plantas

utilizadas en este estudio se procuro fuese de tamafio homogéneo (84).

Debido a la diferencia en la membrana celular y las interacciones de los
componentes de los extractos y los aceites esenciales, las bacterias Gram
positivo tienden a presentar mayor susceptibilidad, como es el caso de las
bacterias del género Listeria (85,86). Es posible que algunos compuestos
fendlicos presentes en los extractos y aceites, por su naturaleza parcialmente
hidrofobica, permitan su acumulacion y adherencia en la membrana
citoplasmatica de la bacteria, interaccion que favoreceria la permeabilidad de la
membrana permitiendo fugas del contenido celular y la entrada de los
compuestos quimicos presentes en los extractos y/o aceites, los cuales
entrarian en contacto con sitios intracelulares alterando estructuras proteinicas y
causando la muerte celular (87,88); sin embargo, la eficacia inhibitoria de los
compuestos vegetales depende de sus propiedades lipofilicas, potencia de sus

grupos funcionales y solubilidad en solucién acuosa (84).

Al enfrentar las plantas del estudio contra las tres cepas, se obtuvo actividad
inhibitoria positiva (p=0.0320) a una concentracion de 200ug del extracto
diclorometanico de la parte aérea de T. lucida contra las tres cepas del estudio,
mientras que el extracto diclorometanico de las hojas E. foetidum mostrd
actividad solamente contra L. monocytoges ATCC® 19115 y L. innocua ATCC®
700402 (Tabla 3). En el caso de los aceites esenciales a una concentracion de
6uL, la hoja de L. graveolens demostr6 actividad inhibitoria positiva (p=0.0320)

contra las tres cepas de estudio, mientras que la hoja de L. alba y el fruto de P.
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dioica unicamente fue efectiva contra L. monocytogenes ATCC® 19115 y L.
innocua ATCC® 700402 (Tabla 4).

A pesar que no hay actividad inhibitoria importante, si se detecta una actividad
moderada de T. lucida contra las tres cepas del estudio. En relacion a E.
foetidum que no presentd actividad antibacteriana contra L. monocytogenes
HRO 634, esto se explica facilmente debido a que ésta es una cepa que se
encontraba en un ambiente nosocomial y que ha sido expuesta probablemente
a periodos largos de tratamiento antibiodtico produciendo cambios genéticos,
influyendo asi en la resistencia, en comparacion L. innocua ATCC® 700402 la
cual es considerada una bacteria no patdgena para el ser humano y no ha sido

expuesta previamente a antibioticos.

De los extractos que presentaron susceptibilidad (E. foetidum y T. lucida) al
realizar el tamizaje, se probaron concentraciones seriadas de 100, 50 y 25ug
para determinar la CIM. En ninguna de las concentraciones anteriores se
observo inhibicion por parte de la bacteria, por lo cual, en los extractos la CIM
fue de 200ug (Tabla 5); en el caso de los aceites (L. alba, L. graveolens y P.
dioica), se probaron concentraciones de 6 y 3uL. L. graveolens mostré actividad
antibacteriana a una concentracion de 6uL contra las tres cepas en estudio, no
asi L. alba y P. dioica que solo mostraron actividad antimicrobiana contra L.
monocytogenes ATCC® 19115y L. innocua ATCC® 700402.

En el presente estudio no se buscé identificar los compuestos responsables de
la actividad antibacteriana. Sin embargo, es de interés sefialar las moléculas a
las que podria atribuirsele tal inhibicion, pues previamente han sido identificadas
y relacionadas a actividad antibacteriana y se encuentran en las cinco plantas

cuyo extracto diclorometanico o aceite esencial inhibi6 a las cepas del estudio.

En el caso de las plantas cuyo extracto diclorometanico tuvo actividad positiva,

T. lucida contiene a-tertienilo y herniarina (7-metoxicumarina), compuestos que
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han sido identificados como los que le confieren actividad antibacteriana a esta
planta (88,89). E. foetidum tiene como compuesto principal el E-2-dodecenal, al

cual se le ha encontrado actividad bactericida (91).

En el caso de los aceites esenciales, las plantas del género Lippia (L. alba 'y L.
graveolens) contienen timol y carvacrol, ambas moléculas conocidas por su
potente actividad antibacteriana, incluyendo ensayos con bacterias del género
Listeria (29,87,92). El aceite esencial de P. dioica por su parte, contiene eugenol
en abundancia, el cual también es reconocido por su actividad antibacteriana,
incluyendo ensayos con L. monocytogenes (30). Los tres aceites con actividad
positiva contienen ademas limoneno, linalol y a-pineno, lo cual podria indicar
gue alguno de estos compuestos también juega un papel en la inhibicién de las

bacterias.

Para fines de estudio se puede utilizar el extracto diclorometanico de T. lucida y
E. foetidum y los aceites esenciales de L. graveolens, L. alba y P. dioica, los
cuales pueden ser incorporados o utilizados como condimento en alimentos
para evitar su contaminacion y disminuir el riesgo de infeccibn en el ser

humano.
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XI. CONCLUSIONES

De L. chiapasensis y P. auritum se obtuvieron los mejores porcentajes de

rendimiento en los extractos diclorometanicos y metandlicos.

El extracto diclorometanico de la parte aérea de T. lucida posee actividad contra
las tres cepas del estudio con una concentracion de 200ug, y el extracto
diclorometéanico de la hoja de E. foetidum presenta actividad antibacteriana para
L. monocytogenes ATCC® 19115 y L. innocua ATCC® 700402 a esta misma
concentracion. Los extractos obtenidos por medio de metanol no presentaron

ninguna actividad antimicrobiana contra las tres cepas del estudio.

Las concentraciones inhibitorias minimas encontradas para los extractos
diclorometanicos de T. lucida y E. foetidum fueron de 200ug. El aceite esencial
de L. graveolens posee actividad antibacteriana contra las tres cepas del
estudio a una concentracién inhibitoria minima de 6yL; los aceites esenciales de
L. alba y P. dioica solamente presentaron actividad antibacteriana frente a L.
monocytogenes ATCC® 19115 y L. innocua ATCC® 700402 a una

concentracion de 6pL.
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Xll.  RECOMENDACIONES

Evaluar los extractos y aceites que tuvieron actividad con la técnica de
microdilucién en placa para comparar con el método de difusién en disco.

Identificar los diferentes compuestos de los extractos y aceites esenciales
encargados de la inhibicion de Listeria sp. mediante técnicas de fraccionamiento

bioguiado.

Hacer ensayos en alimentos utilizando las plantas del estudio que presentaron

actividad para investigarlas como preservantes.
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XIV. ANEXOS
Plantas del estudio

Figura 1. Eryngium foetidum L. (cilantro)
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Figura 3: Lippia alba (Miller) (juanilamia)

o Photo copyright Henriette Kress
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Figura 4: Lippia graveolens HBK (Humbolt, Bonpland & Kuntn) (éregano)
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Figura 5: Ocimum micranthum Willd (albahaca)
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Figura 8: Piper jacquemontianum Kunth (cordoncillo)
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Figura 9: Psidium guajava L. (guayaba)

Figura 10: Tagetes lucida Cav. (pericén)

Tagetg8{uoid b

£ Van Dijk& CoBY.

81



