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I. RESUMEN

En el presente estudio fue evaluada la actividad inhibitoria de 15 extractos de plantas
contra tres cepas de Nocardia brasiliensis (cepas 518, 866 y RM159). Las plantas fueron
seleccionadas basandose principalmente en el registro de actividad antibacteriana y antifungica
reportada en estudios anteriores (24-36).

Los extractos utilizados fueron: Acalypha pseudoalopercuroides, Bourreria huanita,
Byrsonima crassifolia, Cassia grandis, Cornutia pyramidata, Lippia graveolens, Phlebodium
pseudoaureum, Piper aduncum, Piper jacquemontianum, Rhizophora mangle, Smilax domingensis,

Solanum nigrescens, Ternstroemia tepezapote, Valeriana prionophylla y Wigandia urens var. caracasana.

El ensayo se realizd basdndose en la metodologia descrita por Brancato y Golding
modificado por McRae adaptado a las condiciones de crecimiento de Nocardia brasiliensis
(incubacion a 37°C durante 3-5 dias) (50).

La validacion del método se realizé por medio de una concentracion inhibitoria minima
(CIM) del tratamiento de eleccion, trimetoprim sulfametoxazole, contra los tres aislamientos
clinicos de Nocardia brasiliensis utilizando concentraciones dos puntos por debajo y por arriba
del punto de corte (2/38ug/mL) obteniendo resultados satisfactorios que validan el presente
estudio (59).

Los extractos que presentaron actividad significativa (p = 0.0312), en la fase de tamizaje
fueron el etandlico de corteza de C. grandis, etandlico de hoja de C. pyramidata, metandlico de

hoja de P. jacquemontianu y, metandlico de raiz de V. prionophylla.

A los extractos con actividad significativa se les determind la CIM mostrando C. grandis
la mejor actividad (0.25mg/mL). Los extractos de C. pyramidata, P. jacquemontianum y V.
prionophylla presentaron actividad de 1 mg/mL. Aunque se esperaban mejores resultados, una
CIM de 0.25 mg/mL puede ser considerada como aceptable para futuros ensayos para validar el

uso popular de la raiz de C. grandis en afecciones subcutaneas causadas por N. brasiliensis.

L. graveolens, P. pseudoaureum, P. aduncum, R. mangle, y W. urens var. caracasan
presentaron actividad contra al menos uno de los tres aislamientos clinicos. Esta variabilidad

puede ser debida a la procedencia de las Nocardias ya que se tratan de aislamientos clinicos.



Il. INTRODUCCION

Nocardia es un género de bacterias Gram-positivo que se encuentran en todo el mundo,
en suelos ricos en materia organica. Son catalasa-positivo y tienen la capacidad de formar
agregados filiformes, parecidos a las hifas fungicas. Su cultivo en un medio liquido no produce
una turbidez uniforme como en el caso de las bacterias, sino que forman cumulos y su
crecimiento no sigue el modelo exponencial de las bacterias sino el propio de los hongos.
Algunas especies son patogenicas causando patologias en el sistema respiratorio, piel, y sistema
nervioso central. La mayoria de las infecciones causadas por Nocardia se adquieren por

inhalacion de la bacteria o a través de traumatismos (1-3).

Nocardia puede afectar a cualquier 6rgano en el cuerpo, pero por lo general desencadenan
cinco patologias: neumonia, infecciones en la piel como Ulceras, nédulos, actinomicetoma,
enfermedades linfocutaneas, celulitis y abscesos subcutaneos, nocardiosis diseminada que puede

causar patologias en rifiones y formacion de abscesos en el sistema nervioso central (2-4).

Nocardia brasiliensis estd asociada a infecciones en la piel, principalmente micetoma, el
cual se caracteriza por ser una enfermedad local, cronica y progresiva de la piel, tejido
subcutaneo y 6seo, que cursa con tumefaccion que en muchas ocasiones es desfigurante, fistulas
que drenan un exudado serosanguinolento o purulento que contiene granulos, pudiendo causar un

dafio severo en el hueso y en algunos casos hasta la muerte (5-7).

El micetoma en Guatemala ocupan el segundo lugar en incidencia entre micosis
subcutaneas, afecta mayormente a campesinos, amas de casa y pacientes inmunodeprimidos entre
la segunda y cuarta década de la vida, predominando en el sexo masculino en una proporcion 4:1.
Hasta 1995 se han diagnosticado aproximadamente 195 casos de micetoma, tanto en el
Laboratorio de Micologia de la Policlinica del 1IGSS como en el Servicio de Micologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC. De éstos, 16 fueron eumicetoma vy el
resto actinomicetoma. El 97% del micetoma es causado por bacterias aerébicas y de éstas, el 80%

por Nocardia brasiliensis (6, 8, 17-19).

El tratamiento consiste en una combinacion de dos antibioticos en dosis muy prolongadas

de 6 a 12 meses. Debido al uso prolongado y al costo que representa es importante validar



tratamientos alternativos, siendo las plantas las que han recibido especial atencion debido al éxito
de la fitoterapia, a los pocos efectos secundarios y al bajo costo de las mismas.

El presente trabajo evalué la actividad anti-Nocardia brasilensis de 15 extractos

vegetales, los cuales fueron elegidos debido a su actividad bacteriana en estudios previos (24-36).



IHI.LANTECEDENTES
A. Actinomicetos

Los actinomicetos tienen la capacidad de formar agregados filiformes, parecidos a las
hifas fangicas de un micrometro de espesor, formando un micelio ramificado que puede
subdividirse en células bacterianas aisladas. Su cultivo en un medio liquido no produce una
turbidez uniforme como en el caso de las bacterias sino que forman aglomerados y su crecimiento
no sigue el modelo exponencial de las bacterias sino el propio de los hongos. Los actinomicetos
son numerosos y estdn ampliamente distribuidos no solamente en el suelo, desde su superficie
hasta grandes profundidades, en abonos, cieno de los rios y fondo de los lagos. En general
prefieren los medios alcalinos y son predominantemente sapréfitos aunque se conocen patdégenos

de plantas, animales domésticos e incluso humanos.

En zonas templadas, existen de 100,000 a 100 millones de actinomicetos por gramo de
suelo, siempre que el pH no baje de 5, estas cifras bajan mucho en turbas acidas, tundra y suelos
encharcados. En &reas alcalinas y secas su abundancia es espectacular, pasando del 10-50 %,
normal, al 95 % de la flora total. En general prefieren zonas templadas de pastos y hierbas, luego
terrenos cultivados y finalmente virgenes. Abundan mas en suelos con materia organica y
abonados con ella. Al utilizar abonos amoniacales, que dan lugar a &cido nitrico, se elimina
viabilidad a los actinomicetos, mientras que la adicion de cal la incrementa. Si la humedad pasa a
constituir el 85 - 100 % de la capacidad del suelo, los actinomicetos apenas aparecen debido a la
falta de oxigeno; por el otro extremo soportan sequias y son encontrados en zonas desérticas. Su
temperatura Optima reside entre 28 - 37° C y sus estaciones anuales mas favorables son la

primavera y el otofio (1).

B. Nocardia

Nocardia es un género de bacterias aerobias estrictas, Gram positivo y débilmente
alcohol-acido resistentes. Forman cadenas cortas o filamentos con ramificaciones. Se encuentran
en el suelo y su funcion es de degradar la materia organica. Algunas cepas son patogénicas para

los humanos. Crece facilmente, a temperatura inferior a 37°C, en medios simples como el agar



sangre o el agar de Sabouraud. N. brasiliensis es uno de los agentes responsables del micetoma o

maduromicosis, enfermedad que se describe junto con las micosis

La mayoria de las infecciones causadas por Nocardia se adquieren por inhalacion de la
bacteria 0 a través de traumatismos. N. brasiliensis es causante de infecciones en la piel y un

30% de las mismas son en pacientes inmunocomprometidos (5).

Es de interés ya que libera factores de virulencia que le permiten evadir los mecanismos
normales de defensa en humanos. La mayoria de las cepas poseen el "factor cordon”. El género
incluye al menos treinta especies diferentes, de las cuales diez de ellas han sido aisladas de seres

humanos (2,5).
1. Clasificacion cientifica de Nocardia

Dominio: Bacteria

Filo: Actinobacteria

Orden: Actinomicetales
Suborden: Corinebacterineae
Familia: Nocardiaceae

Género: Nocardia (2,3)
2. Epidemiologia

La forma mas comun de enfermedad en los humanos es una neumonia de progresion
lenta, cuyos sintomas comunes incluyen tos, disnea (dificultad para respirar) y fiebre. No es raro
que esta infeccion se propague a la pleura o a la pared tordcica. Enfermedades pulmonares
preexistentes, especialmente la proteinosis alveolar pulmonar, aumentan el riesgo de contraer una
neumonia nocardial. Todos los 6rganos pueden verse afectados si tiene lugar una propagacion
sistémica. En aproximadamente el 25-33% de los pacientes la infeccion por Nocardia toma la
forma de encefalitis y/o la formacion de un absceso cerebral. También puede causar una gran
variedad de infecciones cutaneas tales como el actinomicetoma (especialmente Nocardia

brasiliensis), trastornos linfocutaneos, celulitis y abscesos subcutaneos (6,7).

Las infecciones causadas por Nocardia son raras pero su prevalencia esta incrementando

en paises como los Estados Unidos, Africa e India.
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Las infecciones por Nocardia son usualmente adquiridas por:

e Inhalacién de la bacteria, pudiendo causar infeccion pulmonar o una diseminacion

hematoldgica, septicemia (esto ocurre en el 90% de los casos en humanos)
e Inoculacion directa por un traumatismo en la piel.

Afecta en su mayoria a adultos, en especial hombres. No se presenta por temporadas y las

epidemias son raras.

Para la proteccion es decisiva una respuesta neutrdfila potente. La respuesta humoral
apenas influye en eliminacién de microorganismos establecidos. La inmunosupresion por

quimioterapia o infeccion por VIH favorece la infeccion (2,3,8-10).
3. Virulencia

Nocardia es un organismo interesante, ya que tiene muchas maneras de evadir el sistema
inmunoldgico humano. Ademas, algunas especies pueden producir enzima convertasa Yy
antibioticos. Esta versatilidad ha inspirado a los investigadores a tratar de determinar el genoma
de Nocardia. Hasta ahora, la investigacion ha sido dificil debido a problemas précticos, por

ejemplo la basqueda de los vectores adecuados para estudiar la secuencia de genes (11).

Las distintas especies de Nocardia son bacterias patogénicas de baja virulencia, por lo
cual solo son clinicamente significantes como infecciones oportunistas en sujetos de sistema
inmune débil, tales como nifios, ancianos y pacientes inmunocomprometidos. Los factores de
virulencia son las enzimas catalasa y superéxido dismutasa (que inactivan las especies reactivas
del oxigeno que de otro modo serian toxicas a la bacteria, ademés de un "factor de cordén" (6-6
dimicolato de trehalosa), que interfiere con la fagocitosis de los macrofagos evitando la fusion del
fagosoma con el lisosoma (2-4,11).

4. Patogenicidad

Cuando los microorganismos son inhalados a partir polvo proliferan como filamentos
ramificados en los pulmones. En la pared celular los acidos micélicos contribuyen a inhibir la
fusion fagosoma-lisosoma e impiden la destruccion por fagocitos. EI microorganismo puede

sobrevivir intracelularmente. Los abscesos supurados provocan diseminacién al SNC (sistema
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nervioso central) a través del sistema circulatorio. Al ser inoculados en piel o tejido blando, la
proliferacion provoca abscesos crénicos y micetomas (granulomas de microorganismos), sobre

todo en el tercio distal de las extremidades. También granulos tisulares (3,12,13).

El riesgo de contraer una infeccion por Nocardia se incrementa en pacientes

inmunocomprometidos incluyendo:

e Pacientes con enfermedad pulmonar preexistente como una enfermedad obstructiva

cronica y proteinosis alveolar.
e Uso cronico de esteroides como azatioprime y metotrexato
e Pacientes con 6rganos trasplantados como trasplante de rifién
e Pacientes con HIV/SIDA (2,12-15,22)

Nocardia puede afectar a cualquier 6rgano en el cuerpo pero por lo general desencadenan

cinco patologias:
a. Actinomicetoma

El actinomicetoma es una enfermedad infecciosa granulomatosa crénica, que clinicamente
esta caracterizado por deformacion del area afectada, inflamacion y fistulas que drenan material
seropurulento y granos, pudiéndose desarrollar un dafio severo en la piel, tejido subyacente, el
hueso en casos severos y en algunos casos hasta la muerte. Se conoce también como “Pie de
Madura”, por afectar con mayor frecuencia los miembros inferiores y a la region de la India

donde la afeccion es mas frecuente (6,7).

La mayor frecuencia se encuentra en la India, noreste y este de Africa, México, Venezuela
y algunos paises de Centro y Sudamérica; también se han reportado casos esporadicos en el sur
de Europa, Asia y Estados Unidos. La enfermedad es mas frecuente en regiones con precipitacion

pluvial alta, pero también se observa en zonas secas y semiéaridas (6-7).

En Guatemala, ocupa el segundo lugar de mayor incidencia de micosis subcutaneas y la
enfermedad se observa principalmente en hombres entre la segunda y cuarta decadas de la vida,
en una proporcion de entre 3 6 4:1. Cuando afecta a nifios, esta diferencia es mucho menor. La
enfermedad predomina en campesinos, pero también se ha encontrado en individuos con muy

diferentes ocupaciones (estudiantes, profesionales, obreros, amas de casa etc.) (6-7).



El agente causal es inoculado a través de heridas o abrasiones de la piel causadas por
espinas de acacias, rosales y cactus que permiten la introduccién del microorganismo (6).

El periodo de incubacién varia de cuatro semanas a varios meses. Inicialmente puede
pasar desapercibido como un quiste o una infeccion bacteriana (minimicetoma) que progresa
lentamente. La enfermedad se disemina por contigiiidad a los tejidos subyacentes, hueso y
organos. Las diseminaciones linfaticas y hematogenas son raras (6-7).

Se localiza con mayor frecuencia en el miembro inferior (75%) y de éste el pie (44%), en
la articulacion tibiotarsiana, pierna y muslo son los mas afectados; le siguen el tronco (cara
anterior de torax), region deltoidea y lumbar (10%) y miembros superiores en brazo y antebrazos
(10%). Las localizaciones maltiples con afectacion de dos 0 méas segmentos son raras (4%); se
pueden encontrar lesiones en pie y piernas, dorso y cuello, térax y brazo, brazo y codo, codo y
pie, entre otros. La diseminacion se lleva a cabo por inoculacion mdaltiple, sin embargo se ha
propuesto que en algunas ocasiones la via hematdgena es la responsable de esto, sobre todo en
pacientes que cursan con inmunosupresion (6, 24, 17).

b. Neumonia

La neumonia causada por Nocardia no se distingue con facilidad de las otras neumonias.
Usualmente subaguda que se desarrolla durante semanas pero puede presentarse en forma aguda
0 crénica en pacientes severamente inmunocomprometidos. Se debe de sospechar de Nocardia en

cualquier neumonia prolongada que no responde a los antibioticos empiricos.

Los sintomas de una neumonia causada por Nocardia pueden incluir tos, fiebre, malestar

general, anorexia, sudoracion nocturna, pérdida de peso, hemoptisis, dolor de pecho y disnea.

Rayos X en el térax puede revelar infiltrados o nédulos multiples que pueden confundirse
con metastasis pulmonar. Algunos casos de nocardiosis pulmonar se presentan como una masa
endobronquial en lugar de una pulmonia. EI 30% de los pacientes presentan efusién pleural que

usualmente es un empiema pleural.

Puede darse el caso de una diseminacion de la neumonia como pericarditis 0 mediastinitis,
algunos pacientes con desordenes cronicos a nivel del pulmon tiene un cultivo de esputo positivo

para Nocardia aunque no presenten otras caracteristicas que sugieran una infeccion activa.



Puede existir una propagacion local de la neumonia como, por ejemplo, pericarditis o
mediastinitis. Nocardia también pueden causar traqueitis, laringitis y sinusitis, pero estos son

menos frecuentes (11-13).
c. Nocardiosis diseminada

Nocardia al ser inhalada y puede ocasionar neumonia y difundir a la sangre y otros
organos. Hasta el 50% de las neumonias se difunde; en el 20% de los pacientes que inhala
Nocardia y no desarrolla una enfermedad pulmonar, ocurre diseminacién sanguinea, lo que

provoca enfermedades en los rifiones, tracto gastrointestinal y el sistema nervioso central.

La patologia de la enfermedad es usualmente la formacion de abscesos supurativos que
causan la disfuncidon de los 6rganos afectados. Sin embargo, el sistema nervioso central es el mas

comunmente afectado (11).
d. Sistema nervioso central

El sistema nervioso central (SNC) se ve afectado en mas de 30% de los casos de infeccidn
por Nocardia. Esta infeccion generalmente resulta en la formacion de abscesos y presenta las
siguientes caracteristicas: dolor de cabeza, fiebre, déficit neuroldgico focal dependiendo del area
afectada del cerebro ocasiona convulsiones, paralisis del nervio craneal, algunos pacientes

pueden ser asintomaticos.

Los abscesos suelen ser suprasensoriales y pueden ser multiples y localizados. Se puede
drenar en el espacio subaracnoideo, aunque el examen del liquido cefalorraquideo no suele

revelar los organismos de Nocardia (11).
e. Ojos

La infeccion de Nocardia en los ojos es rara y lleva a la queratitis y generalmente le sigue

una lesion traumatica en los 0jos, sin embargo, es potencialmente reversible con tratamiento (11).
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5. Diagnostico
a. Cuadro clinico

Clinicamente se observa un aumento de volumen con deformacion de la region y las
lesiones toman un aspecto nodular con fistulas, por las que drena un liquido filante, seropurulento
que contiene “granos”. En ocasiones el orificio de salida presenta un reborde mamelonado y en
el fondo hay una depresion, pueden encontrarse ulceraciones y costras melicéricas, cicatrices
retractiles hipopigmentadas o hiperpigmentadas. Los actinomicetomas cursan con cuadros mas

inflamatorios, con numerosas fistulas y son mas osteofilos (17,24).

Los granulos de los eumicetos pueden ser de color oscuro o blanco, lo cual permite
orientar y delimitar al probable agente causal a un nimero mas reducido de hongos (19,26).

b. Examen directo

El examen se realiza en forma directa de la secrecion de la fistula en donde se buscan los
granos que van a tener forma, tamafio, color, estructura y afinidad tinctorea caracteristicas y esto
va a orientar al diagndéstico y al agente etioldgico. El “grano” de Nocardia es una estructura
pequefia, de 50-200 um de didmetro, blanda, blanco amarillento, multilobulado o vermiforme,

con numerosas clavas periféricas que dan un aspecto iridiforme (4,19,20).
c. Cultivo

El cultivo se realiza en agar Sabouraud y en un lapso de 8-15 dias, donde se observa
crecimiento de colonias blanco-amarillentas con periferia anaranjada u ocre, de aspecto yesoso
superficie plegada y consistencia acartonada. Son estrictamente aerobios con la facultad de crecer
en un amplio rango de temperaturas. También pueden presentar un olor caracteristico a moho (2-
4, 8-20).

d. Frotis

Se observan filamentos ramificados, que asemejan ramas dependiendo del &ngulo,

parcialmente acidorresistentes
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Nocardia es Gram positivo, sin embargo, las apariencias de la coloracién de Gram pueden
ser engafiosas. Por ejemplo, los pacientes generalmente son tratados con antibioticos de rutina
para empezar y estos pueden no solo frenar el crecimiento de la Nocardia, sino también llevar a
cambios en la pared lo que significa que es incapaz de mantener la tincion de Gram y, por tanto,

aparece como Gram negativo (19,20).
e. Histopatologia

El estudio histopatoldgico es uno de los métodos mas utiles para la identificacion de la
especie; fue utilizado por primera vez en 1906 por Brumpt, y posteriormente en el Instituto
Pasteur de Paris se destacO la importancia del estudio histoldgico, con determinacién y
caracteristicas de los granos. La tincion fundamental para su estudio es hematoxilina y eosina,
donde los filamentos de los granos de Nocardia se tifien de azul palido por la hematoxilina, se
disponen densamente en la periferia y son escasos en el centro. En ocasiones se aprecian
granulaciones en su superficie. Se encuentran rodeados en su totalidad por clavas eosinofilas que
miden de 8-18 um de largo por 2-3[Jcm de ancho. Cuando el agente causal invade los huesos el

grano se observa de mayor tamafio pero conserva su morfologia y afinidades tintoriales.

En cortes tefiidos con técnica tricromica de Gallego, los filamentos toman la fucsina y con
el Ziehl Neelsen modificado son parcialmente acido alcohol-resistentes y se necesita utilizar una
solucion menos concentrada de acido sulfurico o clorhidrico durante el procedimiento de tincién,
debido a la presencia de &cidos micolicos de longitud intermedia en su pared celular. En el
estudio histopatoldgico no es posible distinguir entre las diferentes especies de Nocardia. En las
ultimas dos décadas se ha utilizado la biopsia por aspiracion con aguja fina de las lesiones para
realizar citologia, estudio de bloque celular y/o estudio micolégico, debido a que es una técnica
sencilla, rapida, poco traumatica y econdémica que puede auxiliar para el diagnéstico temprano de
micetoma, sin embargo no proporciona el mismo porcentaje de confiabilidad y eficacia que el

examen directo o la biopsia convencional (2- 4,9,11,17,24).

Los estudios radiograficos y la tomografia computarizada son Utiles para valorar la
extension a huesos u 6rganos. Los estudios inmunologicos ain no son concluyentes, aunque se ha

demostrado la presencia de tres antigenos inmunodominantes de N. brasiliensis que reaccionan
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especificamente con suero de estos pacientes; y su presencia predice el éxito del tratamiento (3,4,
20,23,25,26).

f.  Analisis bioquimico y perfiles de sensibilidad antibidtica

Se investigan los siguientes puntos: morfologia microscopica, descomposicion de diversas
substancias tales como caseina y tirosina, hidrélisis de gelatina coagulacién de leche vy
produccion de cido a partir de diferentes carbohidratos (9-11).

Nocardia brasiliensis se caracteriza por utilizar la caseina y tirosina, hidrolizar la gelatina,
coagular la leche y producir generalmente acido a partir de inositol, galactosa, glucosa y fructosa;

a este grupo pertenece exclusivamente.

N. asteroides y otras tales como N. leishmanii, N. gypsoides, N. transvalensis, N.
convoluta, N. polychromogenes, N. globerula, N. blackwellii, N. minima, N. pasteuroides, N.
phenotolerans, N. corneus y N. melanosporus se caracterizan por su baja actividad, no
descomponen la caseina ni la tirosina, excepcionalmente hidrolizan la gelatina y coagulan la

leche, producen acido a partir de glucosa.

Por otra parte N. pretoriana, N. rhodnii y N. corallina, tienen en comun con N. asteroides

la incapacidad de utilizar la caseina y coagular la leche pero estas cepas descomponen la tirosina.

Se debe realizar la resistencia a ciprofloxacina para diferenciar N. brasiliensis de las otras
especies de Nocardia (10,11).

Actualmente los métodos seroldgicos no se encuentran disponibles para el diagnostico.

Ejemplos de especimenes que se pueden enviar son esputo, especimenes de broncoscopia,

piel o la biopsia del cerebro.

Nocardia es de crecimiento muy lento y puede tomar hasta cuatro semanas para obtener
un cultivo positivo. El laboratorio de microbiologia debe ser informado si se sospecha de
Nocardia con el fin de que las muestras puedan ser incubadas durante un periodo de tiempo mas
largo de lo habitual (10,11,16).
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6. Complicaciones

La participacion de los pulmones puede conducir a la fibrosis y a largo plazo, dificultad
para respirar, la cicatrizacion de la piel que se han infectado puede conducir a la desfiguracion y
la deformacion que puede dar lugar a fallos de funcionamiento y los abscesos en el cerebro puede

conducir, a largo plazo, a déficit neuroldgico (2-4,5,12,16).
7. Morbilidad y mortalidad

La nocardiosis tiene un prondstico variable, dependiendo del sitio de infeccion y la
extension de la misma. El sistema inmunitario del individuo que juega un papel determinante en

el prondstico.

Los porcentajes de cura con la terapia adecuada son de aproximadamente 100% en
infecciones de piel y en tejido blando, en infecciones pulmonares es de aproximadamente 90 % y
de un 63% en nocardiosis diseminada, mientras que solamente la mitad de los pacientes con

absceso cerebral se curan con terapia (2-4,5,12,16).
8. Tratamiento

Se recomienda el uso de trimetoprim sulfametoxazol durante un periodo de 6 a 12 meses.

La minociclina puede utilizarse como terapia de segunda linea en pacientes que son
incapaces de tolerar las sulfonamidas. Para el tratamiento parenteral o casos refractarios
imipenem, amikacina o se pueden utilizar una cefalosporina de tercera generacion, por ejemplo,

cefotaxima o ceftriaxona. Pero algunas especies son resistentes (véase mas adelante) (2,3,6).

La enfermedad diseminada puede requerir la adicion de un nuevo agente, por ejemplo
combinacién de imipenem y amikacina. Ademas, algunos autores defienden la utilizacion de
estos dos agentes, desde el principio de neumonia con Nocardia ya que la difusion es muy
probable. (12,13,15)

Entre la resistencia de las especies de Nocardia descritas se encuentra: la resistencia a la

amikacina, eritromicina y algunas de las cefalosporinas de tercera generacion (11,12,16).
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Los abscesos pueden requerir drenaje, ya sea quirdrgica o radiolégico. Los empiemas
deben ser drenados hasta secarlo. Se recomienda una buena atencion de la herida. Queratitis se ha

tratado con gotas para los ojos de cefazolina (10,11).

Los pacientes que estan en situacion de riesgo o que han sido previamente infectados
pueden necesitar terapia profilactica a largo plazo, por ejemplo, el trimetoprim sulfametoxazole
con en pacientes con VIH con un recuento de linfocitos CD4 inferior a 250 células/uL o en

receptores de trasplante (12,15,16).

El tratamiento se da hasta que se cumplen los criterios de curacion siguientes: cierre de
fistulas, negativizacién microbiolégica (cultivo y directo), desinfiltracion (disminucion de la
inflamacién), resolucién de lesiones 6seas, fibrosis en la histopatologia (para dar de alta al

paciente hay que tomar una biopsia) (2,4).

El tratamiento es més satisfactorio en infecciones cutaneas y pulmonares, pero fracasa en

el 63 % de las diseminadas y en el 50 % de abscesos cerebrales (11).
C. Alternativas terapéuticas

En Guatemala las plantas medicinales han tenido uso tradicional, situacion que se
mantiene vigente principalmente en el area rural. Sin embargo, hasta 1976 los estudios

cientificos sobre el tema eran escasos (27-29).

Durante el periodo de 1978 a 1982 se realizaron encuestas etnoboténicas para conocer la
flora medicinal del pais y establecer un sistema de validacion y uso de este recurso agricola y
terapéutico. La deteccion etnoboténica y bibliografica demuestran que por lo menos 623 plantas
se usan para tratar infecciones en Guatemala. De 1987 a 1993 se establecieron los
procedimientos y se hicieron investigaciones para determinar la actividad de algunas plantas.
Hasta 1996 se habia tamizado la actividad de 1,022 extractos de 243 plantas, de las cuales 19.5%

mostra tener actividad contra las bacterias patdgenas ensayadas (24, 27).

Debido al tiempo prolongado del tratamiento y a las resistencias que ha presentado
Nocardia, es necesario evaluar otros tratamientos alternativos como por ejemplo la fitoterapia

que presenta las ventajas de ser mas economico,
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1. Fitoterapia en Guatemala

La fitoterapia (phytos vegetal) es el tratamiento de enfermedades con plantas medicinales.
El hombre desde épocas remotas ha recurrido al poder curativo de las plantas, los médicos
egipcios, griegos, chinos, romanos, germanos, aztecas, mayas y de otras muchas civilizaciones

conocian sus efectos benéficos en la salud (25, 27).

La medicina tradicional de Guatemala, al igual que en otros lugares del mundo, se

remonta a la época antigua. Los mayas descubrieron el uso de muchas plantas curativas (24).

En muchos paises las plantas representan una herramienta terapéutica de la medicina
tradicional, ya que producen diversos compuestos quimicos que pueden ser activos contra
patégenos del hombre; sin embargo, hay pocos estudios de actividad antibiotica contra Nocardia
brasiliensis por medio de extractos vegetales. En Guatemala se dio la recopilacion vy

documentacidn sobre plantas nativas medicinales a partir de 1927 (28,43).

En Guatemala, existen diversas instituciones dedicadas a realizar estudios in vitro, para
determinar las propiedades antibacterianas, antifingicas, antiparasitarios, efectos antitumorales y
de toxicidad celular de los extractos de plantas. Entre estas instituciones se encuentra la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, la Universidad
del Valle de Guatemala, el Centro de Estudios Mesoamericanos sobre Tecnologia Apropiada —
CEMAT- y el Laboratorio de Productos Naturales —Farmaya S.A.- (24,25,29).

Desde sus inicios la Fitoterapia no ha dejado de progresar, y a pesar de los avances de la
ciencia, hoy en dia aun no ocupa el lugar que merece dentro del marco de la salud, siendo

menospreciada ante las formulas elaboradas quimicamente.
D. Monografias de las plantas en estudio

Para el presente estudio se eligieron 15 extractos de plantas, con actividad antibidtica
previamente ensayada, de una base de datos proporcionada por departamento de Citohistologia de

la Universidad de San Carlos de Guatemala.
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1. Acalypha pseudoalopercuroides Jacq.

Nombre comun: Hierba del cancer

Distribucion geografica: se encuentra en Guatemala en el departamento de

Chimaltenango y en México en Puebla y Guerrero (38,39).

Descripcion boténica: Mide 50 cm de alto o un poco menos, erecta, hojas de 2-6 cm de
largo, membranosas triangulares-aovadas de 3-7 cm de largo, redondeadas en la base pilosas en
ambas superficies cuando son jovenes. Los frutos son de 5 cm de largo y de 1 cm de ancho con
muchas flores, ovario piloso y estilo entero, capsula de 2 mm de largo y semillas de 1 mm de

largo y ovaladas (39).

Usos medicinales: esta planta es utilizada como tonico y diurético, por via oral se usa
para el tratamiento de afecciones gastrointestinales, alergia, cancer, dolor de cabeza y menstrual,
enfermedades venéreas, reumatismo, pielonefritis y resfrio, por via topica se aplica en compresa
y emplasto para afecciones la piel y en lavados para vaginitis, picadura de serpientes y pies
cansados (31,39).

Actividad antimicrobiana: Experimentalmente se le ha comprobado actividad contra
Candida tropicalis (31).

2. Bourreria huanita (La Llave & Lex.) Hemsl.

Nombre comun: Esquisuchil, Esquisucha, oreja de ledn o arbol del Hermano Pedro.

Distribucion geogréafica: Tiene su origen en América, por lo general en Guatemala se
encuentra en Alta Verapaz, Quiché, Guatemala, Izabal, Jutiapa, Quetzaltenango, Sacatepéquez y

puede encontrarse también en el Sur de México, Honduras, Salvador y Costa Rica (39).

Descripcion botanica: Arbol esencialmente glabroso con hojas de 1-3 cm de largo
membranosas usualmente elipticas-oblongas raramente ovaladas, margenes enteros, nervaduras
laterales de 7-9 pares, usualmente grandes, con varias flores que se encuentran en el pedicelo que
mide de 1-6 mm de didmetro, céliz acampanado de 6-8 mm de largo, los cinco I6bulos son
desiguales de 1-2 mm de largo, triangulares y usualmente divididos en tres segmentos, corola
blanca de 2 cm de largo, frutos grandes ovalados cuando estan secos de 12 mm de largo y 7 mm

de ancho.
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Usos medicinales: Se utiliza para calmar dolores, como sedante y relajante, para
enfermedades cardiacas (taquicardia y dolor pectoral), afecciones de las vias respiratorias,

infecciones gastrointestinales, para problemas de presion arterial, irritacion y prurito (39)

Actividad antimicrobiana: experimentalmente se le ha comprobado actividad contra
Escherichia coli(36).

3. Byrsonima crassifolia (L.) HBK

Nombre comun: Nance, Chi, Carbo, Nanche, Nanzin, Tapal, Zacpah.

Distribucion geografica: Origen: Es nativa de México a Sur Ameérica y Caribe en
bosques secos y tropicales. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Chiquimula, El
Progreso, EI Quiche, Escuintla, Huehuetenango, Izabal, Jalapa, Jutiapa, Peten, Quetzaltenango,

Retalhuleu, San Marcos, Santa Rosa, Suchitepéquez y Zacapa. (39,43)

Descripcion botanica: EI Nance es un arbol de 3-10 m de alto, copa redondeada o
extendida, tronco recto, corteza café oscuro, rugosa y rodada por dentro. Hojas siempre verdes,
opuestas, ovaladas o eliptica, coridceas. Flores de 5 pétalos, amarillas o anaranjadas. Fruta de

drupa, piel delicada, amarilla, tiene una semilla negra dura (39,43).

Usos medicinales: Se utiliza popularmente para afecciones respiratorias, digestivas, dolor

de muelas, hemorragias, mordedura de serpientes, parasitos, disenteria (41).

Actividad: Experimentalmente se le ha comprobado actividad contra Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Cryptococcus. neoformans,

Epidermophyton fluoccosum, Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum (31,34).
4. Cassia grandis L.

Nombre comun: Cafiandonga, Cafa fistula (Peten), Caragua, Mocut, Carao.

Distribucion geografica: Nativa de Centro América, el Caribe, Norte y Sudamérica (41).

Descripcion botanica: Es un arbol de 10-18 m de altura, hasta 30 m y 45-80 cm, hasta
100 cm de diametro. Su tronco es cilindrico y ramifica a media altura. Corteza gruesa y lisa, de
color gris parduzco. Hojas compuestas de 50 cm de largo, alternas. Las flores rosadas en racimos

de 10-20 cm de largo, grandes y vistosas son un rasgo distintivo de esta especie, con 15 0 méas
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flores cada uno. El fruto son vainas grandes, rojizas, marrones o negras de hasta 75 cm de largo.
Contienen tabiques internos con una semilla negra y plana entre cada dos tabiques. La semilla
esta cubierta de una pulpa dulce café o negra (38).

Usos medicinales: La decoccién de hojas, fruto y corteza es usada para eltratamiento de
anemia, hemorragia nasal, enfermedades hepéticas, infeccion urinaria, histeria, resfrios y tos. Por
via topica se aplican como ungilento las hojas para tatar afecciones dermatomucosas, ya que a las
hojas y el fruto se les atribuyen propiedades antifingicas, antisepticas, astringentes y depurativas.
De la raiz se extrae un liquido antiséptico utilizado para la curacion de heridas y la corteza es

utilizada como cicatrizante (38,40)

Actividad antimicrobiana: Experimentalmente se le ha comprobado actividad contra
Epidermophyton floccosum, M. gypseum, Trichophyton mentagrophytes var algodonosa,

Trichophyton. mentagrophytes var, granulare, T rubrum (40-44).
5. Cornutia pyramidata L.

Nombre comun: Jorokté, hoja de zope Cucaracha, Azulejo o Flor Lila

Distribucion geografica: Nativo de América, en Guatemala se ha descrito en los
departamentos de lzabal, Alta Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, EI Progreso, Escuintla,
Guatemala, Petén, Quetzaltenango, Sacatepéquez, San Marcos, Santa Rosa, Solol3,
Suchitepéquez, Zacapa; México, Honduras y Nicaragua (39).

Descripcion botanica: Caracteristicas fisicas: Arbusto grande de 12 m de alto, el tronco
regularmente de 15 cm de diametro, de ramas cortas y hojas de 0.5-3 cm de largo, elipticas-
aovadas de 4-20 cm de largo y de 4-14 cm de ancho; los margenes enteros con inflorescencia
terminal o subterminal, el pedicelo y los pedunculos cortos pubescentes, caliz en forma de ctpula

de 1-3 mm de largo, corola purpura azulada y frutos subglobosos de 3-6 cm de largo (39).

Usos medicinales: Se utiliza la raiz para los nervios. Las hojas para dolores de cuerpo,

inflamacion de brazo, diabetes y flujo vaginal (31, 38).

Actividad antimicrobiana: Experimentalmente se le ha comprobado actividad contra
Staphylococcus aureus, Micobacterium smegmatis, Candida tropicalis y Criptococcus

neoformans (31).
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6. Lippia graveolens HBK.

Nombre comun: Orégano.

Distribucion geografica: En los departamentos de EI Progreso, Petén y Zacapa en

Guatemala; México; Texas, Estados Unidos y Nicaragua (38)

Descripcion botanica: El orégano, es un arbusto delgado de hasta 2 m de alto, las ramas
con pubescencia corto-pilosa; hojas con peciolos de 5-10 cm de largo, suave al tacto, glandular y
densamente tomentosa o pilosa en el envés, el margen finamente crenado, pedunculos , flores en
espigas subglobosas u oblongas, 4-12 mm de largo, caliz 1-2 mm de largo, glandular, corola

blanca, el tubo estrigoso, 3-6 mm de largo (38).

Usos medicinales: Se le atribuye propiedad antioxidante, antiséptica, aromatica,
calmante, carminativa, cicatrizante, desinflamante, diaforética, digestiva, espasmodlitica,
expectorante, pectoral y ténica. La decoccion o infusion de hojas se usa para tratar anemia
afecciones gastrointestinales y respiratorias, hidropesia, ictericia, amenorrea, dismenorrea y
reumatismo. La decoccion en leche se usa para tratar asma y bronquitis, el jarabe de hojas secas

se usa para tratar diabetes, disenteria, catarro y resfrios (31, 38).

Actividad antimicrobiana: Experimentalmente se le ha comprobado actividad contra C.
albicas, C. tropicalis, M gypseum, T. rubrum, T. mentagrophytes, Shigella flexneri,
Trypanosoma. cruzi, Fonsecaea pedrosoi, Sporothrix schenckii (31,34,42).

7. Phlebodium pseudoaureum Smith

Nombre comun: Calahuala

Distribucion geogréafica: En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Baja Verapaz,
Chimaltenango, Escuintla, Guatemala, Huehuetenango, Jalapa, Quetzaltenango, Suchitepéquez y
Zacapa (39,40).

Descripcion botanica: Rizoma de 0.7-1.5 cm de ancho, escamas de 5-8 mm subenteras a
moderadamente denticuladas, la farina blanca, las escamas con colores, generalmente
anaranjadas; hojas monomorfas, a menudo glaucas en el envés articuladas en el rizoma; soros

redondeados dispuestos en el apice fusionados de dos nervudos incluidos. Su habito es epifito
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distribuida en un rango de altura de 4 a 12 m sobre el dosel de los arboles y suele estar

acompariada de otras especies vegetales. (39,43).

Usos medicinales: La infusion y decoccidon del rizoma se usa oralmente para tratar
afecciones digestivas respiratorias y cardiacas, reumatismo, diabetes, gota, hipertension, purificar

la sangre, parasitos, enfermedades venéreas, sifilis y afecciones renales (39).

Actividad antimicrobiana: Experimentalmente se ha comprobado actividad contra

Escherichia coli y Staphylococcus aureus (36)
8. Piper aduncum L.

Nombre comun: Cordoncillo blanco

Distribucion geogréfica: es una planta que abunda en toda Sur América (38).

Descripcion botanica: Posee raiz subterranea, herbacea, perenne; su tallo es aéreo,
herbaceo, ramoso, que alcanza de 1-6 m de altura y 10 cm de didmetro; sus hojas son caulinares,
pecioladas, ovoideas de 12-20 cm de largo y posee flores en boton, sin corola (23,38,43).

Usos medicinales: Es una planta astringente por excelencia. Sus frutos son diuréticos y
resolutivos. Los bafios en la coccién de las semillas del cordoncillo blanco, son eficaces para el
tratamiento de las heridas. Bafios lentos en la coccion de las hojas del cordoncillo blanco, dan
buenos resultados en casos de caida del dtero. El té de las hojas sirve para combatir las
hemorragias, las molestas de higado y la blenorragia.

Es recomendable también, el té del cordoncillo blanco, para combatir las diarreas. Si éstas
fuesen rebeldes, se recomienda lavados intestinales con la coccion de las hojas, a la que se agrega
una cucharadita de polvo de las mismas hojas secadas y molidas.

Para combatir el mal aliento de la boca y perfumarla, basta masticar las hojas, cascaras o
raices (23,38,43)

Actividad antimicrobiana: Experimentalmente se le ha comprobado actividad contra

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus. aureus y Bacillus subtillis (36,57).
9. Piper jacquemontianum Kunth.

Nombre comun: Caracas peper o lulabakbak, por los nativos de Nicaragua,
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Distribucion geografica: Se encuentra frecuentemente en sotobosque de bosques
hdimedos y premontanos, en todas las zonas del pais; 0-800 m; desde el sur de México al sureste

de Panama e Islas del Caribe (23).

Descripcion botanica: es un arbustos 1-4 m de alto, escidfilos, profusamente
ramificados; tallos verde palidos, entrenudos 2-4 cm de largo, estriados, pellcido-punteados,
Hojas uniformes en forma y tamafio a lo largo de todos los ejes, asimétricas, eliptico-ovadas,
eliptico-lanceoladas a obovadas o incluso oblanceoladas, 10-15 cm de largo y 5-8 cm de ancho,
apice largamente acuminado, base inequilatera, peciolos 0.3-0.6 cm de largo (hasta 1.5 cm en
nudos estériles), densamente pilosos, 0.5 mm de largo en nudos floriferos, hasta 4 mm en nudos
estériles, caduco. Inflorescencias erectas en todos los estadios, blancas en la antesis, verde palidas
en fruto, pedinculo 0.3-0.7 cm de largo, densa y cortamente piloso, flores densamente agrupadas
en el raquis formando bandas discretas; estambres 4, filamentos tan largos como las anteras, éstas
con dehiscencia vertical; pistilo umbonado con 3 estigmas. Frutos obovoides, 1 mm de largo,
indumento amarillo cuando seco, cuerpo del fruto café obscuro florece y da fruto durante todo el

afio. Algunos colectores mencionan que las inflorescencias son muy fragantes (23,42).

Actividad antimicrobiana: experimentalmente ésta planta ha mostrado tener una potente
actividad biocida, tanto para bacterias como S. aureus, B. subtillis, Mycobaterium smegmatis,
ademas de ser activa contra Trypanosoma cruzi se encontrd que tiene actividad citotdxica contra

células cancerigenas (31,36).
10. Rhizopora mangle L.

Nombre comun: Mangle rojo, Tagle o candelén

Distribucion geogréafica: Es una especie con amplio patron de distribucion. Se le
encuentra a lo largo de las costas del golfo, el Pacifico y el Caribe. Habita las costas americanas
del Océano Pacifico en forma continua, desde el sur de Sonora y Baja California hasta Ecuador,
incluyendo el Archipiélago Galapagos. En el océano Atlantico, se presenta en forma discontinua
desde las costas de Florida hasta Brasil. Se le encuentra en Bermuda y Bahamas, Antillas

Mayores y Menores.

Descripcion botanica: Este es un arbol o arbusto perennifolio, hal6fito, de 1.5-15 m de

altura. Su copa es redondeada formada por hojas opuestas, simples, pecioladas, elipticas a
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oblongas, aglomeradas en las puntas de las ramas, coriaceas, lisas, gruesas, verde oscuras en el
haz y amarillentas con puntos negros en el envés. El tronco es recto con las ramas apoyadas en
numerosas raices lenticelas. La corteza externa es de de color olivo palido con manchas grises,
pero si se raspa adquiere color rojo. Es inodora, amarga, dura, de textura lisa a rugosa y
apariencia fibrosa. La corteza interna es de color rojo intenso y granuloso. Sus inflorescencias
son simples, con 2 ¢ 3 flores actinomorficas; sus pétalos son cuatro, no persistentes, de color
blanco o amarillento en la base y moreno rojizos arriba. EIl fruto es una baya de color pardo,
coriacea, dura piriforme, farinosa a de 2-3 cm de largo por 1-5 cm de ancho, con caliz persistente.

Se desarrolla una semilla, rara vez dos por fruto (38,41).

Usos medicinales: Entre sus usos medicinales, esta el empleo de la corteza, la raiz y las
hojas. La corteza es usada como febrifuga, hemostatica, antidiarreica, para el asma, hemoptisis,
mordedura o picadura de animales marinos venenosos, diversas heridas, tuberculosis, lepra,
hemorragias, disenteria y elefantiasis. La hoja es usada para el escorbuto, dolor de muelas,
Ulceras leprosas y la raspadura de las raices es usada por los pescadores contra mordeduras de

peces y picaduras de insectos venenosos.

Actividad antimicrobiana: Experimentalmente, se le ha comprobado actividad
antimicrobiana contra Candida albicans, C. tropicalis, Cryptococcus neoformans y Leishmania
mexicana (31,32).

11. Smilax domingensis Willd.

Nombre comuan: Zarzaparrilla

Distribucion geogréafica: Se han descrito en el Caribe, México y Centroamérica hasta
Panama. En Guatemala se le encuentra en Alta Verapaz, Baja Verapaz, lzabal, Zacapa,

Escuintla, Petén, Santa Rosa y Suchitepéquez (41).

Descripcion botéanica: Es un bejuco lefioso o herbaceo, dioico, que trepa por zarcillos
pareados. Su tallo alcanza unos 15 m o0 mas de largo y hasta 4 cm de diametro; es glabro, en su
porcion inferior estd provisto de espinas aplanadas, rectas o recurvadas, de 5-12 mm de largo,
esparcidas. La porcion superior es lisa, cilindrica e inerme. Las hojas inferiores son ovaladas o
elipticas, de unos 14 cm de largo; son de apice agudo a acuminado, con cinco nervios mas o

menos conspicuos, los dos exteriores submarginales, lo que contribuye a veces a que el margen se
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presente algo engrosado. Las inflorescencias masculinas son umbelas, ligeramente aplanadas, de
1-5 mm de largo, estan dispuestas en solitario o en ramillas racemiformes braceadas, cortas. Las
umbelas femeninas son solitarias y tienen peddnculos de 5-8 mm de largo, con pedicelos de 4-7
mm de largo, segmentos del perianto lanceolados, con tres estaminodios. Los frutos maduros son

café-rojizo a morado oscuros, de 5-10 mm de diametro (39,41).

Usos medicinales: La infusiébn o decoccién de la planta se usa para tratar cefalea,
estrefiimiento, fiebre, infeccidn intestinal, gonorrea, leucorrea, parasitos y cancer. La decoccion
de laraiz y el tallo se usa para tratar asma y enfermedades de transmision sexual. El jugo de las
hojas se usa contra la disenteria y los parasitos. El polvo de la raiz se usa para tratar Glceras
cronicas (31,41).

Actividad antimicrobiana: Experimentalmente se ha demostrado actividad contra
bacterias Gram negativo, Gram positivo, dermatofitos y contra C. albicans a los extractos

etandlicos y de acetato de etilo (31,41).
12. Solanum nigrescens Mart. & Gal.

Nombre comudn: Hierba mora, macuy o chichiquilete

Distribucion geografica: Es nativa de América, distribuido desde el sur de América hasta
Argentina y Chile, en Guatemala crece en Alata Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, Escuintla,
Guatemala, Jutiapa, Huehuetenango, Petén, Sacatepequez, Santa Rosa, Suchitepequez, Zacapa y
Retalhuleu (37).

Descripcion botanica: Es una planta herbacea, erecta o algo reclinada, perenne que mide
hasta 1.5 a 3.5 m de alto. Su tallo es ramificado, provisto de pelos encorvados u ocasionalmente
derechos, a menudo sin pelos con la edad; sus hojas a veces en pares y entonces una mas grande
que la otra (37).

Inflorescencia laterales, en forma de umbela o cima, pedicelos hasta de 10 mm de largo;
sus flores con caliz de 1 a 3 mm de largo, sus lobulos deltoideos a oblongos, agudos a
redondeados en el apice, de 0.5 a 2.5 mm de largo; corola blanca o morada, a veces blanca con el
centro morado, de 3 a 10 mm de largo (37).
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Fruto globoso, generalmente negro en la madurez, de 4.5 a 7 mm de didmetro; semillas
lenticulares, de 1 a 1.5 mm de didmetro, fuertemente comprimidas, aplanadas, superficie

escalariforme, de color café-naranja a amarillo (32,37).

Plantulas hipocétilo cilindrico, de 5 a 10 mm de largo; cotiledones de lamina ovada a
ovada-lanceolada de 5 a 6 mm de largo y 3 a 4 mm de ancho, con pelos; epicotilo nulo, se alarga
cuando se desarrolla la tercera o cuarta hoja; hojas alternas, lamina ovada de 6 a 12 mm de largo
y 4 a 10 mm de ancho, apice obtuso a redondeado, borde entero o ligeramente sinuoso, con
abundantes pelos (32, 37).

Usos medicinales: por via topica para afecciones dermatomucosas como abscesos, acné,
dermatitis, ezema, erisipela, exantema, heridas, leucorrea, llagas verrugas, pustulas, tifias Ulceras
y vaginitis. Por via oral, asma bronquial, amigdalitis, anemia, cirrosis, colico, diarrea, dolor de
muela, escorbuto, estrefiimiento, anasarca, meningitis, nerviosismo, paludismo, hipertension

arterial, retencion urinaria, artralgia, tos ferina y enfermedad péptica (32,37).

Actividad antimicrobiana: Experimentalmente se le ha comprobado actividad contra
Leishmania mexicana, Peudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Candida albicans (32).

13. Ternstroemia tepezapote Schlect. &. Cham.

Nombre comun: Tila o trompillo.
Distribucion geografica: En Guatemala se encuentra en Huehuetenango y Jalapa (39)

Descripcion botanica: Es un arbusto de hasta 15 m de altura, con un tallo de 15 cm o
mas de diametro. Sus hojas son oblongas o bien oblongas lanceoladas de 7-13 cm de largo
generalmente anchas, obtusas redondeadas, pedicelos de 1-2 cm de largo, el estilo de 6-7 mm de
largo y el estigma puntiforme; frutos conicos de 1-2 cm de largo y de 1 cm de ancho desde la
base (39).

Usos medicinales: Es utilizada principalmente para picaduras de serpiente (31,39).

Actividad antimicrobina: Experimentalmente se le ha comprobado actividad contra
Candida tropicalis (31,39).
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14. Valeriana prionophylla Standl.

Nombre comun: Valeriana.

Distribucion geografica: Planta nativa de Guatemala se encuentra en altitudes de 2,100-
2,200 en los departamentos de Chimaltenango, Guatemala, Huehuetenango, Quetzaltenango,

Sacatepéquez, San Marco, Solold y Totonicapan (38,44).

Descripcion botanica: Hierba perenne, vivaz, rizoma pequefio productor de estolones,
subterraneo de los que salen multiples raices de 1-2 cm de grueso, tallo hueco, acanalado, 70-170
cm de alto. Hojas imparipinadas, de 7 a 21 segmentos dentaos, lanceoladas, margenes dentados.
Tallo floral que surge al segundo o tercer afio, redondo, estriado, de hasta 1.5 m de alto. Flores en

umbelas, pequefias, tubulares, irregulares, blancas o rosadas. Frutos en aquenio coronado (38,44).

Usos medicinales: La decoccion de la hoja se utiliza en curacion de heridas, granos y

afecciones de la piel. También se utiliza como sedante y para tratar el insomnio (31,35)

Actividad antimicrobiana: Experimentalmente se le ha comprobado actividad contra

Sacharomices cereviciae y Sporotrix chenckii (30,31,35,).
15. Wigandia urens (R. & P.) HBK var. caracasana

Nombre comun: Choc6n, mala mujer, tabaco cimarrdn, tabaquillo y ortiga de tierra

caliente.
Distribucion geografica: Mexico a Colombia y Venezuela (39).

Descripcion botanica: Arbol pequefio de 5 m de alto a menudo con filamentos
puntiagudos hojas alternas de 5-60 cm de largo y de 3-42 cm de ancho ovaladas, corola violeta
palido a parpura més claro en el fondo de 20 mm de largo igual o un poco mas grande que el
caliz, estambre incluidos, estilo de 6-10 mm de largo, generalmente de 10-15 mm de largo
cuando llega a su madurez, velloso hasta un tercio de su altura, numerosas semillas, reticuladas y

rugosas (39).
Usos medicinales: Se ha empleado contra afecciones sifiliticas, reumatismo e insomnio.

Actividad antimicrobiana: Experimentalmente se le ha comprobado actividad contra C.

albicans, C. neoformans, E. floccosum, M. gypseum, T. rubrum (31,34).
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E. Pruebas de susceptibilidad antibidtica

Los métodos més utilizados para la evaluacién de la actividad antimicrobiana, incluyendo
plantas medicinales, han sido los de difusion y dilucion. En ambos casos existen factores tales
como: composicion del medio de cultivo, microorganismos de prueba, pH y otros que pueden
variar los resultados. Estas variaciones se han minimizado trabajando en condiciones estandar.
En algunos estudios se han introducido ciertas modificaciones a los métodos, con el fin de

mejorar los resultados, pero los principios basicos contintan siendo los mismos (7).
1. Meétodo de difusion

Para el método de difusion se utilizan generalmente discos de papel filtro impregnados
con las soluciones antimicrobianas a ensayar, éstos se aplican sobre placas de agar inoculadas con
el microorganismo de prueba. Al ponerse en contacto los discos con el agar, absorben agua del
medio, con lo cual se disuelve la solucion y empieza a difundir a través de la capa de agar. Al
mismo tiempo que el antibidtico va difundiendo ocurre la multiplicaciéon bacteriana. Durante la
fase de crecimiento logaritmico en la que la multiplicacién bacteriana ocurre méas rapidamente
que la difusién del antibiotico las bacterias que no han sido inhibidas seguirdn multiplicandose,
hasta formar un halo alrededor del disco que puede visualizarse luego de cierto tiempo de
incubacion. No habra crecimiento en el area donde el antibidtico esté en concentraciones
inhibitorias, por lo tanto, mientras méas susceptible sea el microorganismo el didmetro del halo

sera mayor (51,52).

Existen distintas metodologias; una de las cuales utiliza un disco de papel de filtro
impregnado en la solucion de la droga el cual se coloca directamente sobre la superficie del agar
mientras todavia estén himedos, los discos pueden prepararse con precision si se agrega una
cantidad determinada del agente al papel filtro con una micropipeta pudiéndose calcular asi la
potencia del disco. También se pueden aplicar los antimicrobianos directamente sobre la
superficie de las placas sembradas en forma de gota. Este proceso es mas sencillo porque evita
los problemas de la difusion planteados por los distintos tipos de papel filtro usados con los
discos. El inconveniente es que, segun sean las caracteristicas del disolvente del agente, las gotas

pueden ser no uniformes por expandirse en forma desigual. También se pueden aplicar los
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antimicrobianos en cilindros de cristal o metal los cuales se llenan con la solucién formando una

columna de liquido en contacto directo con la superficie del medio.

De igual manera se pueden realizar pocillos en la superficie del agar y llenarlos con el

agente antimicrobiano a ensayar (7,51).
2. Métodos bioautograficos

Estos métodos permiten combinar la capacidad separativa de la cromatografia en capa
delgada con la determinacion in situ de la actividad antifingica de los compuestos de una mezcla
de compuestos quimicos. Esta metodologia consiste en separa por cromatografia en capa fina los
componentes de un extracto 0 sub-extracto y posteriormente “revelar” la placa cromatografica
haciendo crecer un hongo sobre su superficie. De esta manera, los componentes activos de la

mezcla son detectados por los halos de inhibicidn del crecimiento fungico que ellos producen.

La bioautografia ha sido mencionada como la metodologia mas eficiente para el
descubrimiento de nuevos compuestos antimicrobianos y constituye una herramienta muy util
para guiar el aislamiento de compuestos antifungicos a partir de mezclas complejas como los

extractos vegetales.

Se basa en la capacidad que poseen los compuestos antifingicos adsorbidos en la fase
estacionaria de una placa cromatografica de difundir a través de un medio acuoso (agarizado o
no), que ha sido inoculado a profundidad determinada, hasta ponerse en contacto con el mismo
inhibiendo su desarrollo. Podria considerarse a este método como una variante de los métodos de
difusion, con la diferencia de que los compuestos a analizar difunden del medio desde la fase

estacionaria de una placa cromatogréafica y no desde un disco de papel.
Existen distintos tipos:

e Bioautografia directa
e Bioautografia en capa de agar

e Bioautografia de contacto (7).
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3. Método de dilucion

Las pruebas de dilucidn son utilizadas principalmente para determinar la concentracién
inhibitoria minima (CIM) de un extracto, aceite esencial o de una sustancia pura. EIl método
consiste en que a un cultivo del microorganismo en estudio se le inoculan cantidades especificas
del antibiodtico, preparado en concentraciones decrecientes en caldo o agar por la técnica de
dilucion seriada. En este método de dilucion en liquido, el indicador de inhibicion es la turbidez
del medio, cuando no existe crecimiento el medio permanece claro, es decir, el antibidtico inhibe
al microorganismo; y cuando el antibi6tico no tiene ningun efecto entonces hay crecimiento y el
medio aparece turbio. EIl grado de inhibicion se relaciona con la turbidez y ésta se mide por
espectrofotometria. La concentracion minima del antibiético que no muestre crecimiento es la

medida del efecto bacteriostatico del mismo sobre el microorganismo (51).

En el método de dilucion en agar, se preparan diluciones de antibiotico y se mezclan con
un determinado volumen de agar, para obtener las concentraciones deseadas. Luego se inoculan
los microorganismos a estudiar en diferentes puntos de la placa con asa o aplicador. Se incuban
las placas y se toma como punto limite la concentracién minima de antibidtico que produce
inhibicién completa del crecimiento. Este método tiene la ventaja de que es simple y pueden
ensayarse agentes solubles e insolubles en agua; ademas en una caja de Petri pueden ensayarse

con varios microorganismos a la vez (51,52).
4. Métodos de proporcion y de relacion de resistencia

Han sido descritas dos técnicas para las pruebas de sensibilidad del método de proporcion
y el de relacion de resistencia. En el primero se determina la proporcién exacta del cultivo que es
resistente a los agentes antibacterianos. Se realizan varias diluciones del in6culo de la bacteria,
estos se afiaden al medio de cultivo el cual contiene una concentracion estandar de la droga.
Seguidamente se efectlan conteos de las colonias bacterianas en los medios que contienen

medicamentos y en los que carecen de ellos (47,48).

En el método de relacion de resistencia se compara la sensibilidad de las cepas en estudio
con las cepas sensibles estandar.  Los indculos estandarizados de la prueba y los
microorganismos control se siembran en un medio sélido que contiene diluciones de

medicamentos en concentracion critica. Después de la incubacién, la cantidad de desarrollo se
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registra y se compara con el desarrollo de los microorganismos estandar. Las concentraciones de
medicamentos que causan cantidades similares de inhibicion de desarrollo entre los
microorganismos de la prueba y los estandares se expresan como una relacion. Asi de ambos
son igualmente sensibles, la relacion de resistencia sera de uno. En general las cepas con
relaciones que son iguales o menores que 1 son consideradas sensibles, en tanto que aquellas con

relaciones mayores que 1 se consideran resistentes (48,50).
5. Método de prueba - E

El método de la prueba E consiste en tiras manufacturadas por AB biodisk, las cuales son
impregnadas con la suspension bacteriana, Mehaffey y Biedenbach demostraron, en estudios
individuales, que el método de prueba - E es una prueba bien estandarizada reproducible y exacta
(49).

6. Meétodo colorimétrico de MTT

El MTT es una sal de tetrazolio con actividad deshidrogenasa color amarillo y soluble en
solucidn salina, que se utiliza para disminuir el tiempo de espera necesario para realizar la lectura
del crecimiento del microorganismo. Cuando es reducida por la deshidrogenasa mitocondrial de
las células vivas, enzima que cataliza la reduccion donde la sal acepta electrones desde NADH+ y
NADPH+, se produce una destruccion del anillo tetrazolio, formando cristales parpura insolubles
(Formazan), que después de ser solubilizados, pueden medirse por espectrofotometria o de forma
visual. Como NADH+ y NADPH+ solamente son producidos por células vivas, la formacion de

Formazan puede emplearse como una medida indirecta de viabilidad (50-52).
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IV.JUSTIFICACION

Nocardia es un actinomiceto que puede causar infecciones en muchas partes del cuerpo,
tales como pulmon, piel, hueso, o0jos, entre otras. Es de importancia clinica por sus mecanismos
de evasion de la respuesta inmune entre los que se encuentran el factor cordon y la produccion de
catalasa, que favorecen su desarrollo y diseminacion (1-5, 12,16).

Nocardia brasiliensis en su mayoria esta asociada con al micetoma actinomicético, que en
Guatemala ocupa el segundo lugar de mayor incidencia entre las micosis subcutaneas. Afecta en
su mayoria a campesinos al ser inoculado a través de heridas o abrasiones de la piel causadas por
espinas de acacias, cactus o de traumatismos que permiten la introduccion del microorganismo
(6-8).

Se ha observado que la frecuencia de casos de infecciones causadas por Nocardia ha
aumentado nivel mundial ya sea por el avance en técnicas de deteccion o por el incremento de
pacientes inmunocomprometidos en la actualidad (12,16,21,22).

La morbimortalidad asociada a esta enfermedad ocurre por su diseminacién a la via
hematogena y su posterior infeccion en el sistema nervioso central lo cual ocurre, generalmente
por la falta de atencién médica, por un mal diagndstico o por negligencia del paciente (2-
,5,12,16).

Por lo anterior descrito es importante validar tratamientos alternativos, siendo las plantas
las que han recibido especial atencion debido al éxito de la fitoterapia y a los pocos efectos
secundarios de las mismas.

Los productos naturales, principalmente los de origen vegetal han sido la principal fuente
de agentes terapéuticos de la humanidad durante siglos, constituyendo su uso una costumbre
profundamente arraigada en la cultura guatemalteca. Es por eso que desde sus inicios la
fitoterapia no ha dejado de progresar y actualmente el estudio de las plantas medicinales ha
adquirido importancia. La actividad biocida de los extractos y productos naturales ha expuesto el
potencial de las plantas como una fuente de agentes terapéuticos, con formulas cada vez mas
eficaces y perfectamente adaptadas al tratamiento de diferentes afecciones.

Por tales razones el presente proyecto se enfoco en la determinacion de la actividad de 15
extractos vegetales con actividad antimicrobiana, contra tres aislamientos clinicos de Nocardia

brasiliensis.
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V. OBJETIVOS
A. Objetivo General

Determinar la actividad antibacterial de quince extractos de plantas nativas de Guatemala

contra tres cepas de Nocardia brasiliensis.

B. Objetivos especificos
1. Evaluar la actividad antibacterial in vitro de los quince extractos de plantas contra tres
aislamientos clinicos de Nocardia brasiliensis.

2. Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los extractos que presenten

actividad contra los tres aislamientos clinicos de Nocardia brasiliensis.
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VI.HIPOTESIS

De los extractos vegetales evaluados, por lo menos uno presenta efecto inhibitorio para el

crecimiento para Nocardia brasiliensis.
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VIl. MATERIALES Y METODOS
A. Universo de Trabajo
1. Universo

Extractos vegetales de plantas nativas guatemaltecas utilizadas en el tratamiento de

diversas afecciones.
2. Muestra
Quince extractos de plantas nativas guatemaltecas con actividad antibidtica previamente

demostrada:

Acalypha pseudoalopercuroides, Bourreria huanita, Byrsonima crassifolia, Cassia grandis,
Cornutia pyramidata, Lippia graveolens, Phlebodium pseudoaureum, Piper aduncum, Piper
jacquemontianum, Rhizophora mangle, Smilax domingensis, Solanum nigrescens, Ternstroemia

tepezapote, Valeriana prionophylla y Wigandia urens var. caracasana.

Seleccionadas de una base de datos proporcionada por el departamento de Citohistologia
de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala
(USAC), Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT) y el Laboratorio de
Productos Naturales Farmaya S.A. (ver anexo 1)

B. Recursos
1. Recursos humanos

e Estudiante
Jagueline Esther Morales Ledn

e Asesores
Lic. Armando Céceres Estrada

Licda. Isabel Cristina Gaitan Fernandez
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2. Recursos institucionales

e Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia, Escuela de Quimica

Bioldgica de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

e Laboratorio de Productos Naturales Farmaya, S.A.

3. Recursos materiales

e Equipo
Agitador magnético de placa caliente
Agitadores magnéticos
Autoclave.
Balanza analitica.
Campana de bioseguridad tipo II.
Vortex
Incubadora (37°C).
Mechero de gas.
Micropipetas automaticas de volumen variable (10, 100, 1000 pL).
e Cristaleria
Vaso de precipitar (50, 250, 500 mL).
Erlenmeyers (25, 125, 500, 2000 mL).
Frascos de 5 mL con tapon de rosca.
Probetas graduadas (10, 50, 1000 mL).
Tubos de vidrio (10, 20, 30mL)
e Materiales

Algodon.

Asas bacterioldgicas en punta y en argolla.
Cajas de petri estériles plasticas.

Espatula mediana y pequefia.

Gradillas.

Macropipeteador.

Papel de aluminio.
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Papel filtro.

Papel parafilm.

Recipiente para transporte de material bioinfeccioso.
Recipientes plasticos.

Tips blancos, amarillos y azules.

Tubo con estandar de MacFarland NUmero 1

e Reactivos
Agua destilada.
Etanol al 50%.

e Medios de cultivo
Agar Sabouraud.
Caldo Sabouraud.

e Aislamientos clinicos
Nocardia brasiliensis 518 aislamiento No. 1
Nocardia brasiliensis 866 aislamiento No. 2
Nocardia brasiliensis RM159 aislamiento No. 3 obtenida del cepario del
departamento de microbiologia de la Universidad de San Carlos de

Guatemala proveniente de un paciente.

Los aislamientos 518 y 866 fueron proporcionados por la Doctora Heidi

Logemann de aislamientos de pacientes.

e Extractos de planta

Etandlico de hojas de C. pyramidata, P. pseudoaureum, S. nigrescens y T.
tepezapote; de corteza de B. crassifolia y C. grandis; de flor de B. huanita;
de tallo de R. mangle y S. domingensis; metandlico de hojas de P.
aduncum, P. jacquemontianum; de raiz de V. prionophylla; acuoso de hojas
de A. pseudoalopercuroides y L. graveolens; y extracto hexanico de flor de

W. urens,
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C. Procedimiento
1. Validacion del método

e Se prepar6 una solucién madre del control positivo: trimetoprim sulfametoxazole
(5.27mg/100mL)

e Se realizaron 4 diluciones 1:10 de la misma para realizar una concentracion
inhibitoria minima

e Se prepararon tubos con 13.5mL de agar Sabouraud

e Los tubos se esterilizaron en autoclave y dejaron enfriar a 50°C para luego agregar
1.5mL de las solucion de trimetoprim/sulfametoxazol, para obtener
concentraciones de 0.5/9.5, 1/19, 2/38, 4/76 y 8/152 pug/mL respectivamente

e Se vertio la solucién y el medio en cajas de Petri estériles, dejando solidificar y se
incubo a 36°C de 24-48 horas para comprobar esterilidad.

e Se guardé en refrigeracion hasta el momento de uso.

2. Preparacion de medios de cultivo
a. Preparacion de agar-planta

o Se prepararon tubos con 5 ml del extracto, concentracion de 10 mg/mL,

diluyendo 50 mg del extracto en 5 mL de etanol al 50%

o Se agitd vigorosamente con ayuda del vortex hasta lograr una solucién
homogénea

o Se prepararon tubos con 13.5 mL de agar Sabouraud.

o Los tubos se esterilizaron en autoclave y dejaron enfriar a 50°C para luego

agregar 1.5 mL del extracto de la planta a ensayar preparado previamente.
Agitar para obtener posteriormente una concentracion final de 1.0 mg/mL.
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o Se vertid el extracto y el medio en cajas de Petri estériles, dejando solidificar y

se incubo a 36°C de 24-48 horas para comprobar esterilidad.

o Se guardo en refrigeracion hasta el momento de uso.
3. Preparacion del in6culo

e Se preparo el caldo Sabouraud

e Se sirvieron 15 mL de caldo Sabouraud en erlenmeyer de 25 mL con un agitador

magnético y se esteriliz6 en autoclave.

e Se sembro con un asa en argolla los aislamientos clinicos de Nocardia brasiliensis a
ensayar e incub6 a 37°C durante 3 dias hasta obtener un crecimiento homogéneo
sobre un agitador.

e Se realizd un estandar de McFarland 0.5 con caldo Sabouraud

4. Inoculacién

Se realizaron cinco estrias de la suspension en las cajas con Agar-planta.

Las cajas se incubaron a 35°C por 3 dias en agitacion constante.

Como control negativo se utilizé una caja con agar Sabouraud y etanol al 50%.

Como control positivo se utiliz6 una caja con agar Sabouraud con una suspension de

Trimetoprim sulfametoxazole
5. Interpretacion de resultados

e Se evaluaron las cajas buscando crecimiento
e Se interpretd de la siguiente forma:

Actividad negativa: crecimiento en el agar planta.
Actividad positiva: no hay crecimiento en el agar planta.
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A los extractos evaluados que presentaron actividad contra Nocardia brasiliensis se
determino la CIM ralizando diluciones de 1.0, 0.5 mg/mL hasta llegar a una concentracion de

0.0625 mg/mL de cada extracto, segun fue necesario, hasta establecer la misma.
D. Disefio del estudio

1. Tipo de estudio

El estudio es experimental no probabilistico por conveniencia, con disefio de hipdtesis

binomial, con un total de cinco repeticiones por ensayo.
2. Variables

e Variable independiente: Plantas nativas guatemaltecas

e Variable dependiente: Actividad antibacteriana de los 15 extractos seleccionados.

3. Validez del método

Se utiliz6 como control positivo el medio de cultivo con Trimetoprim sulfametoxazole
(medicamento de eleccion contra N. brasiliensis), el cual presenta un 100% de inhibicion del
crecimiento de los aislamientos; como control negativo se emple6 medio de cultivo con 1.5 mL

de etanol al 50%, el cual presenta crecimiento normal de N. brasiliensis.

De acuerdo a la tabla de la funcion de distribucion acumulada de la probabilidad binomial,

el nimero minimo de réplicas para cada caso debe ser 5 para un nivel o = 0.05 (53).

4. Analisis de datos

Se realiza una prueba de hipétesis binomial donde:

e Ho: p <0.5 (No tiene efecto)
e Ha: p>0.5 (Si tiene efecto)

Se espera que para rechazar “Ho” y concluir que el extracto tiene efecto. Se deben tener 5
éxitos, al nivel o = 0.05 seleccionado. Los resultados obtenidos fueron interpretados, tabulados y

analizados de acuerdo a los pardmetros anteriormente descritos.
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VIll. RESULTADOS

En el presente estudio se realiz6 la determinacion de la actividad bactericida de 15
extractos de plantas contra tres aislamientos clinicos de Nocardia brasiliensis.

Para validar el estudio se realizd una concentracion inhibitoria minima del control
positivo, trimetoprim/sulfametoxazole, contra los tres aislamientos clinicos a diferentes
concentraciones, obteniendo una CIM de 2/38 pg/ mL como se observa en la Tabla 1 (ver

anexos tabla 4 y 5).
Tabla 1. Relacion dosis efecto de Trimetoprim/sulfametoxazole.

Concentracionen pg/mL AC1  AC2 AC3

8/152 + + +
4/76 + + +
2/38 + + +
1/19 - - -
0.5/9.5 - - -
Fuente datos experimentales AC1: Aislamiento clinico 1 Nocardia brasiliensis 518
(-) Actividad negativa AC2: Aislamiento clinico 2 Nocardia brasiliensis 866
(+) Actividad positiva AC3: Aislamiento clinico 3 Nocardia brasiliensis RM159

En la fase de tamizaje, los extractos que presentaron actividad significativa contra los
tres aislamientos clinicos fueron C. grandis, C. pyramidata, P. jacquemontianum, y V.
prionophylla a una concentracion de 1.0 mg/mL. Los extractos de L. graveolens, P.
pseudoaureum, P. aduncum, R. mangle y W. urens var. caracasana, presentaron actividad
significativa (p = 0.0312) contra por lo menos uno de los tres aislamientos a la misma
concentracion, ver anexos tabla 6,(53).

Los resultados del tamizaje antibacteriano de los extractos S. nigrescens, S. domingensis,
A. pseudoalopercuroides, B. huanita, T. tepezapote y B. crassifolia se describen en la Tabla 2,
donde se observa que no presentaron actividad bactericida significativa contra los aislamientos de

Nocardia.
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Tabla 2. Tamizaje de 15 extractos a 1.0 ug/mL contra tres aislamientos clinicos de

Nocardia brasiliensis.

Especie Parte ACl AC2 AC3

Acalypha pseudoalopercuroides Hoja/acuoso - - -

Bourreria huanita Flor/etanol - - -
Byrsonima crassifolia Corteza/etanol - - -
Cassia grandis Corteza/etanol + + +
Cornutia pyramidata Hoja /etanol + + +
Lippia graveolens Hoja/acuoso - + +
Phlebodium pseudoaureum Hoja/etanol - + +
Piper aduncum Hoja/metanol - + +
Piper jacquemontianum Hoja/methanol + + +
Rhizophora mangle Tallo/etanol (corteza)  + + -
Smilax domingensis Tallo/etanol - - -
Solanum nigrescens Hoja/etanol - - -
Ternstroemia tepezapote Hoja/etanol - - -
Valeriana prionophylla Raiz/methanol + + +
Wigandia urens var. caracasana Flor/hexano - + +
Fuente datos experimentales () Actividad negativa a 1,000 pg/mL
Valor de significancia p = 0.0312 (+) Actividad positiva a 1,000 pg/mL

De los extractos que presentaron actividad significativa (p = 0.0312), se evalud la
concentracion minima inhibitoria para los tres aislamientos clinicos de Nocardia, obteniendo los
siguientes resultados para el extracto etandlico de hoja de C. pyramidata, 0.50, 0.50 y 1.0
mg/mL, respectivamente; el extracto metandlico de hojas de P. jacquemontianum 1.0, 0.125 y
0.0625 mg/mL, respectivamente; extracto metanolico de raiz de V. prionophylla, 1.00 mg/mL,
para los tres aislamientos clinicos y extracto etandlico de corteza de C. grandis de 0.250 mg/mL

para los tres aislamientos clinicos como se presenta en la Tabla 3.
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Tabla 3. Concentracion inhibitoria minima en mg/ mL, de los extractos con actividad

positiva

Especie Parte AC1 AC 2 AC3
Cassia grandis Corteza/etanol 0.250 mg/mL  0.250 mg/mL  0.250 mg/mL
Cornutia pyramidata Hoja /etanol 0.500 mg/mL  0.500 mg/mL  1.000 mg/mL
Lippia graveolens Hoja/acuoso >1.000 mg/mL  1.000 mg/mL  0.125 mg/mL
Phlebodium pseudoaureum Hoja/etanol >1.000 mg/mL  0.250 mg/mL  0.500 mg/mL
Piper aduncum Hoja/metanol >1.000 mg/mL  1.000 mg/mL  0.500 mg/mL
Piper jacquemontianum Hoja/metanol 1.000 mg/mL  0.125 mg/mL  0.625 mg/mL
Rhizophora mangle Tallo/etanol (corteza)  1.000 mg/mL  1.000 mg/mL  >1.00 mg/mL
Valeriana prionophylla Raiz/metanol 1.000 mg/mL  1.000 mg/mL  1.000 mg/mL
Wigandia urens var. caracasana Flor/hexano >1.000 mg/mL  0.250 mg/mL  0.125 mg/mL

Fuente datos experimentales.-
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IX.DISCUSION DE RESULTADOS

Este ensayo se realiz6 basandose en la metodologia descrita por Brancato y Golding
modificado por McRae (50), adaptandose las condiciones de crecimiento de Nocardia
(temperatura de 37°C durante 3-5 dias) debido a que el antibiograma para Nocardia no ha sido

estandarizado y por tener caracteristicas de hongo se decidié trabajarlo de esta manera.

La validacion del método se realizé por medio de una CIM del tratamiento de eleccion,
trimetoprim sulfametoxazole, contra los 3 aislamientos clinicos, utilizando dos puntos por debajo
y por arriba del punto de corte (2/38 ug/mL) obteniendo resultados satisfactorios que validan el

presente estudio como se muestra en la Tabla 1.

Al realizar el ensayo con el aislamiento clinico 1 N. brasiliensis 518 se observé que el
control negativo generaba cierta inhibicion por lo que se realiz6 una concentracion inhibitoria
minima de etanol a diferentes concentraciones desde 50% hasta el 10%, se modifico la
metodologia realizando la solucion madre con etanol al 20% en lugar de al 50% para eliminar

cualquier falso positivo.

En la Tabla 2 se encuentran los resultados del tamizaje de la actividad antimicrobiana de
los 15 extractos, en donde se evidencia la actividad de los extractos: actividad positiva es decir

que hay inhibicion del crecimiento, o bien negativa, es decir crecimiento de Nocardia.

Los extractos que presentaron actividad significativa en la fase de tamizaje (1.0 mg/mL)
son: el extracto etandlico de corteza de C. grandis, etandlico de hoja de C. pyramidata,
metandlico de hoja de P. jacquemontianum, metandlico de raiz de V. prionophylla. Se puede
decir que tiene actividad significativa ya que el valor de significancia p = 0.0312, lo cual nos
indica que la probabilidad de que estos resultados sean por azar es de 0.0312, lo cual es menor al

nivel pre establecido de significancia o = 0.05 (53).

La actividad antimicrobiana puede deberse a los metabolitos secundarios presentes en los
extractos de las plantas, se han reportado algunos flavonoides como los prenilados con actividad
antimicrobiana y las isoflavonas con accién fungitoxica, ademas los terpenos y esteroides como
las sesquiterpenlactonas que presentan gran importancia por la variada accion biolégica que han
demostrado, como accién citotdxica, antitumoral, analgésica, inhibidoras del crecimiento de

bacterias, entre otra (63,64).



43

Se puede observar en la Tabla 3 el extracto de C. grandis es el que presenta la mejor CIM
de los cuatro extractos de 0.250 mg/mL, la cual se puede considerar como aceptable para futuros

ensayos para validar el uso popular de la raiz de C. grandis en afecciones subcutaneas.

Tambien es el unico que presenta flavonoides como metabolito secundario. Vale la pena
realizar estudios con extractos cloroférmicos y metandlicos ya que con estos disolventes se

encuentra la mayor concentracion de flavonoides, terptenos y esteroides (63,64)

C. grandis ha demostrado, en estudios anteriories, actividad contra S. aureus, M
smegmatis, C. tropicalis y C. neoformans y posee de metabolitos secundarios antraquinonicos
(aloe-emodina, 4&cido crisofanico, fiscion, renina), barakol, flavonoides (kampferol),
leucoantocianinas y saponinas (39).

C. pyramidata, presento una CIM de 1.0 mg/mL el cual no es suficiente para validar su
uso popular en afecciones subcutaneas causadas por Nocardia brasiliensis. EIl extracto de C.
pyramidata ha demostrado actividad contra S. aureus, B. subtillis, M. smegmatis, ademas de ser
activa contra T. cruzi se encontrd que tiene actividad citotdxica contra células cancerigenas
(31,36,42,46). Se han reportado los siguientes metabolitos secundarios alcaloides vy

diteraepenoides.

P. jacquemontianum, al igual que C. pyramidata, presenta una CIM de 1.0 mg/mL:
ademas presenta actividad contra T. mentagrophytes, S. aureus, B. subtilis, M. smegmatis
(30,31,35,44). Se han reportado los siguientes metabolitos secundarios, del aceite, D-
germacrano, B-cariofileno, 1,5 ciclodecadieno, 3- selemeno, bornileno, -3 careno, B y a- pireno
(62).

V. prionophylla, con una CIM de 1.0 mg/mL ha demostrado actividad, en estudios
anteriores, contra E. floccosum, M. gypseum, T. mentagrophytes var algodonosa, T.
mentagrophytes var, granulare, T. rubrum (40-44), y posee como metabolitos secundarios

iridoides (valepotriatos, dihidrovaltratos, isovaltratos).

Existe variabilidad en los resultados ya que los extractos acuoso de hoja de L. graveolens,
etanolico de hoja de P. pseudoaureum, hexanico de flor de W. urens var. caracasana y
metandlico de hoja de P. aduncum, presentaron actividad contra al menos uno de los aislamientos

clinicos, esta variabilidad puede deberse a la procedencia de la Nocardia, ya que se trata de
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aislamientos clinicos y no de cepas ATCC. Estos aislamientos clinicos pueden presentar cierta

resistencia ante los compuestos presentes en los extractos vegetales.

El aislamiento clinico 2 es el mas susceptible ya que fue inhibido por nueve de los 15
extractos, con concentraciones que van desde 0.125 — 1.0 mg/mL,; el aislamiento clinico 3 es
sensible a menor cantidad de extractos, ocho de quince, pero en concentraciones menores (hasta
0.625 mg/mL), que el 2; vy, el aislamiento clinico 1 es la méas resistente ya que es sensible

unicamente a cinco de los quince extractos en concentraciones relativamente altas.
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X. CONCLUSIONES

Los extractos que presentaron actividad significativa contra los tres aislamientos clinicos de
Nocardia brasiliensis a una concentracion de 1.00 mg/mL fueron extractos etanolico de hoja
de Cornutia pyramidata L, metandlico de hoja de Piper jacquemontianum Kunth, metandlico

de raiz de Valeriana prionophylla Standl, etandlico de corteza de Cassia grandis L.

Los extractos etanolico de hoja de Cornutia pyramidata L, metanolico de hoja de Piper
jacquemontianum Kunth y metanodlico de raiz de Valeriana prionophylla Standl, presentaron
una concentracion inhibitoria minima de 1.00 mg/mL y el extracto etandlico de corteza de

Cassia grandis de 0.250 mg/mL.

La actividad presentada por el extracto etandlico de corteza de Cassia grandis L es el Unico
que se puede considerar como aceptable para futuros ensayos para validar el uso popular en

afecciones subcutaneas.
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XIl. RECOMENDACIONES

Realizar los ensayos con cepas ATCC de Nocardia brasiliensis para disminuir la variacién

de los resultados.

Evaluar otras plantas contra Nocardia brasiliensis con el fin de encontrar alternativas

terapéuticas validas.

Realizar particiones del extracto crudo de Cassia grandis L. para dilucidar los compuestos

responsables de la actividad.
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XII.

ANEXOS

Tabla 1 Descripcion de los extractos evaluados durante el estudio

53

Familia Especie Nombre Parte Procedencia No. Rend.
comun /solvente Herbario*
Euphorbiaceae Acalypha Hierba del Hoja/acuoso Chimaltenango NR** 24.72%
pseudoalopercuroides cancer
Jacq
Boraginaceae Bourreria huanita Esquisuchil  Flor/etanol Antigua 895 25.30%
(La Llave & Lex.) Guatemala
Hemsl
Malpighiaceae Byrsonima crassifolia Nance Corteza/Etanol  Mazatenango 31 29.5%
(L.) HBK
Leguminosae Cassia grandis L Cafia fistula  Corteza/etanol  Sanayac, 379 9.32%
Suchitepéquez
Verbenaceae Cornutia pyramidata Jorokté Hoja /etanol Cobéan 724 15.6%
L
Vervenaceae Lippia graveolens Orégano Hoja/acuoso Las Minas 604 9.20%
HBK
Polypodiaceae Phlebodium Calahuala Hoja/etanol Altiplano y del 1038 NR
pseudoaureum Smith departamento
de Guatemala,
Guatemala
Piperaceae Piper aduncum L Cordoncillo  Hoja/metanol  Suchitepéquez 961 10.86%
Piperaceae Piper Caracas Hoja/metanol ~ Laguna 1069 11.0%
jacquemontianum peper Lachua (54)
Kunth
Rhizophoraceae  Rhizophora mangle L Mangle rojo  Tallo/etanol Chiquimulilla, 399 31.3%
(corteza) Santa Rosa
Smilacaceae Smilax domingensis Zarzaparrilla Tallo/etanol Samayac 662 40.4%
Willd
Solanaceae Solanum nigrescens Hierba mora Hoja/etanol San Pedro 391 28.3%
Mart & Gal Sacatepéquez,
San Marcos
Theaceae Ternstroemia Tila Hoja/hexano Aldea San 946 25.6%
tepezapote  Schlect. Igancio, San
&. Cham Pedro Pinula,
Jalapa
Valerianaceae Valeriana Valeriana Raiz/metanol ~ Nebaj, Quiché 906 37.00%
prionophylla Standl (55)
Hydrophyllaceae Wigandia urens (R. & Chocon Flor/hexano Ecopardela el 1,068 5.57%
P.) HBK var. Kakahuatal,
caracasana Samayac,

Suchitepéquez

*Herbario: laboratorio Farmaya, S.A.

**NR: No se encontraron datos reportados

Rend: Porcentaje de rendimiento

Fuente: Datos experimentales



Tabla No. 2: Sensibilidad in vitro de las distintas especies de Nocardia.

N. asteroides N farcinica N nova N brasiliensis N transvalensis N otitidiscaviarum
Sulfametoxazole 96-99 89-100 89-97 99-100 90 Variable
TMP-SMX 100 -- -- 100 88 Variable
Amoxicilina Acido | 53-67 47-71 3-6 65-97 30 Resistente
clavulénico
Ceftriaxona 94-100 0-73 100 88-100 50 --
Imipenem 77-98 64-87 100 20-30 90 Resistente
Amikacina 100 100 100 100 82 Susceptible
Minociclina 78-94 20-96 89-100 75-90 54 Susceptible
Linezolid 100 100 100 100 100 100

Fuente: Nocadiosis: treatment & medication, Ronald G.

Tabla No. 3 Actividad de agentes antimicrobianos contra aislamientos clinicos de Nocardia

brasiliensis.

Antimicrobial MIC {pg/ml

aget Range 0% 90%
Amikacin 0.1254 1 4
SXT 2.3/0.12-19/1 475025 05105
Linezohd 12-2 0.5 1
DA-T8RT 0015012 0,107 (.06
Gatifloxacin 0252 (.5 2
Moxifl cxacin 0252 0.5 2
Garenoxacin m12-1 5 0.5

a 50¢% and 9055, MICs at which 50 and 90¥% of the N, brasivensds strains are
inhibited. respectivaly.

Fuente: In Vitro and In Vivo Activities of Antimicrobials against Nocardia brasiliensis. Gomez A, et al. 2004



Tabla No. 4 Efectos adversos a Trimetoprim sulfametoxazol

Para la valoracion de las reacciones adversas (RAM) se tendran en cuenta los criterios ¢

la CIOSM.

Sistema Grupo ) y
o Tipo de reaccion.
implicado. CIOSM.

Frecuentes. Nauseas, diarrea, cefalea, erupcion.

Poco VVomitos

frecuentes.

) Raros. Fotosensibilidad, glositis, estomatitis, hepatitis, hipoglucemia, leucopenia,
Reacciones : : : - o - :
o trombocitopenia, anemia megaloblastica, eosinofilia, hiperpotasemia, hiponatremia.

sistémicas

Muy raros.  Sindrome de Stevens-Johnson, necrolisis epidérmica tdxica, anorexia, pancreatitis,

colitis asociada a los antibi6ticos, miocarditis, tos y disnea, infiltrados pulmonares,
meningitis aséptica, depresion, convulsiones, neuropatia periférica, ataxia, acufenos,
vertigo, alucinaciones, nefritis intersticial, artralgia, mialgia, vasculitis y lupus

eritematoso sistémico.
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