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I. AMBITO DE LA INVESTIGACION

A pesar del perfeccionamiento en las técnicas de produccion de alimentos, la
seguridad de éstos es aun un aspecto importante en salud publica. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima que el 30% de la poblacién en paises industrializados
ha sufrido de enfermedades transmitidas a través de los alimentos, y en el afio 2000 al
menos 2.1 millones de personas murieron de enfermedades diarreicas a nivel mundial, de
las cuales una gran proporcién puede ser atribuida al consumo de agua y alimentos

contaminados (1).

Los microorganismos y sus productos metabdlicos (producciéon de &cido butirico,
lactico, sulfhidrico; produccién de diéxido de carbono e hidrogeno) son las principales
causas de alteracién de los alimentos, estos incluyen a: Bacillus cereus, Campylobacter
jejuni, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enteritidis y Staphylococcus aureus, entre otros, son reconocidos como la principal causa
de alteracién y de vital importancia para la salud publica. Este grupo de bacterias, por su
ubicuidad e incidencia, se ha constituido en el blanco de accion de muchos de los
sistemas de aseguramiento de la calidad en industrias alimenticias (2).

El uso de agentes quimicos es uno de los métodos de conservacion mas antiguos
y tradicionales que existen; sin embargo no cumplen con el concepto de natural o seguro
que los consumidores demandan, ya que algunos de estos son sospechosos de poseer
cierto grado de toxicidad. Es asi como los productores de alimentos han sido forzados a
tratar de remover completamente el uso de antimicrobianos quimicos o adoptar

alternativas naturales para el mantenimiento o extensiéon de la vida util de sus productos

3).

A través de la historia, las hierbas y especias se han utilizado para saborizar los
alimentos y bebidas y también para fines médicos. Las mismas contienen un gran niumero
de sustancias con propiedades que inhiben la actividad metabodlica de bacterias,
levaduras y mohos. Los compuestos antimicrobianos de las plantas se encuentran

generalmente en el aceite esencial obtenido a partir de hojas, flores, bulbos, rizomas y



frutos. Estos compuestos pueden ser letales para las células o simplemente servir como

inhibidores de la produccién de metabolitos (3-5).

Se han realizado numerosas investigaciones acerca del poder antimicrobiano de
especias y sus aceites esenciales (por ejemplo: clavo, ajo, cebolla, salvia, romero,
cilantro, perejil, orégano, mostaza y vainilla). Asimismo, la Administracion de Alimentos y
Drogas (FDA, por sus siglas en inglés) considera a los agentes antimicrobianos de origen
natural como sustancias de tipo Generalmente Reconocidas como Seguras (GRAS, por

su abreviatura en inglés) (6).

Es por ello que el presente trabajo de investigacion pretendié dar a conocer que el
uso de especies, extractos y aceites esenciales; pueden constituir una alternativa natural
en la conservacion de alimentos y en el control efectivo de microorganismos causantes de
patologia humana; y que se encuentran presentes en estos; especialmente en la carne de
aves. Esta investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Bioensayos del Departamento de

Citohistologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.



Il. RESUMEN

Las hierbas y especies han sido agregadas a los alimentos desde tiempos
ancestrales, no solamente como agentes saborizantes, debido a sus caracteristicas
arométicas, sino que también en medicina tradicional y como preservantes. El incremento
en la resistencia a los antibiéticos de algunos patégenos asociados con enfermedades
transmitidas por alimentos ha sido una preocupacion. Por lo tanto se ha incrementado la
busqueda y desarrollo de nuevos compuestos antimicrobianos de origen natural, efectivos
y no toxicos. Por consiguiente, la presente investigacion evalué el efecto inhibitorio in vitro
de doce especies condimentarias, alimenticias y medicinales de uso popular en
Guatemala, contra dos variedades del género Campylobacter; y comprobar su accién
bactericida para ser planteadas como una alternativa natural para un control efectivo de

este enteropatdgeno.

De las doce especies seleccionadas, se obtuvo por medio del proceso de
percolacion y concentracion un total de doce extractos diclorometanicos y metandlicos, y
por medio de hidrodestilacion un total de nueve aceites esenciales. Las especies de
mayor rendimiento fueron Piper auritum (diclorometanico), Lippia chiapasensis

(metandlico) y Lippia graveolens (aceite esencial).

La actividad anti Campylobacter de extractos y aceites esenciales, se evalu6 por el
método de difusion en disco en agar Mueller-Hinton enriquecido con sangre de carnero al
7%, en condiciones de microaerofilia (CampyGen™ Oxoid). Para ello se utilizaron las
cepas ATCC® 33291 de Campylobacter jejuni y dos aislamientos clinicos de C. jejuni
UVG 62-1773-9 y Campylobacter coli UVG 62-1769-9. Se realiz6 un total de cinco
repeticiones para un nivel a=0.05. Asi mismo, se validé el método empleado mediante
una curva de actividad dosis/efecto, enfrentando el microorganismo a diferentes

concentraciones de eritromicina, el antibi6ético de eleccion.

Se encontr6 actividad inhibitoria significativa (p=0.0312) de extractos
diclorometéanicos en Lippia graveolens a una concentracion de 200ug/mL, y Tagetes

lucida a 100pg/mL. Mientras que la actividad de extractos metandlicos fue evidente en



Lippia alba, Lippia graveolens, Piper jacquemontianum y Tagetes lucida, a una

concentracion de 200ug/mL.

Los aceites esenciales de Lippia graveolens, Ocimum micranthum y Pimenta dioica
fueron activos a una dosis <1.25pL, sobresaliendo L. graveolens que fue capaz de inhibir
a esa dosis a las tres cepas evaluadas. Esto indica que el aceite esencial tiene gran

potencial de uso en productos tanto farmacéuticos como alimenticios.



[ll. ANTECEDENTES

A. Descripcion general

El género Campylobacter pertenece a la familia Campylobacteriaceae y agrupa
bacterias que pueden ser patbgenas o comensales y que se caracterizan por tener una
forma curva, en forma de S o espiral. Son bacilos Gram negativo no formadores de
esporas, aunque en cultivos viejos expuestos al aire por mucho tiempo pueden mostrar
una morfologia cocoide. Las especies de este género poseen un flagelo polar en uno o
ambos extremos, que les confiere motilidad. Son termdfilas y muestran un crecimiento
optimo a 42°C, aunque pueden crecer a 37°C. Son organismos de crecimiento lento y
requieren un ambiente microaerofilico, necesitan una atmoésfera que contenga
concentraciones de 3 a 15% de oxigeno y de 3 a 5% de di6éxido de carbono para vivir,
son productores de catalasa pero no fermentan ni oxidan carbohidratos. Generan energia
a partir de aminoacidos o intermediarios del ciclo del &cido tricarboxilico por la via
respiratoria. Son sensibles a la desecacion, a las condiciones &cidas, a la luz solar directa,
y a la mayoria de los desinfectantes (7, 8).

Las especies de Campylobacter (C. coli, C. concisus, C. curvus, C. fetus, C.
gracilis, C. helveticus, C. hyointestinalis, C. jejuni, C. lari, C. mucosalis, C. rectus,
C. showae, C. sputorum, C. upsaliensis) han sido asociadas con multiples enfermedades
en animales y humanos. Las dos bacterias de mayor importancia clinica como agentes

causales de campilobacteriosis humana son C. jejuni y C. coli (7).

B. Campylobacter jejuni

C. jejuni es un bacilo Gram negativo, curvo, en espiral, en forma de “S” 0 ala de
gaviota, mide de 0.2 a 0.5 um de ancho y 1.5 a 5 um de largo. Presenta un solo flagelo
polar que le proporciona un movimiento rapido y helicoidal, que lanza a la bacteria a

manera de dardo (8).



1. Productos celulares

a) C. jejuni segrega una toxina cuya actividad y estructura es semejante a la toxina
colérica y la toxina termolébil de Escherichia coli. Las subunidades de ambas toxinas
estan relacionadas inmunolégicamente y se fijan al mismo gangliésido de la superficie de
la célula blanco. C. jejuni también produce una citotoxina de naturaleza proteica, que es

distinta de la toxina shiga de E. coli y a la citotoxina de Clostridium difficile.

b) Produce una adhesina resistente a la manosa que se fija a un receptor que contiene

fucosa existente en la superficie de la célula blanco.

c) Sobrevive en el interior de los fagocitos mononucleares, lo cual implica la existencia de

otras importantes estructuras de superficie hasta ahora no identificadas (9).

2. Ecologia
a) Reservorio

Los animales y los subproductos animales son las principales fuentes de
microorganismos tanto para las personas como para las especies animales sensibles. C.
jejuni se ha encontrado en la leche, en los criaderos de aves, y en las heces de perros y
gatos (9).

b) Colonizacién

Bajo condiciones naturales, Campylobacter crece solo cuando ha encontrado un
adecuado ambiente en el hospedero. El prerrequisito para el crecimiento es localizar un
habitat adecuado dentro del hospedero para tomar posesion, mantenerse en su lugar,
enfrentar la competencia o las defensas del hospedero, adquirir nutrientes, y evitar o
responder a cambios hostiles en las condiciones del habitat. Todos estos eventos son
mediados por factores bacterianos. Algunos de estos pueden inducir efectos con

consecuencias patoldgicas para el hospedero (10).

Inicialmente, los microorganismos se encuentran en los intestinos aviares, pero en
un periodo corto, la colonizacién esta confinada al ciego y a la ultima porcion del intestino
delgado. En 5 dias, el nivel de colonizacion en pollos llega a un pico, que es

extremadamente alto: hasta 10 UFC/g de contenido cecal. Una vez la colonizacién esta
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establecida se vuelve cronica, aunque los niveles pueden disminuir después de 9
semanas 0 mas. La colonizacion intermitente del ileo, yeyuno y duodeno puede ocurrir, y
ocasionalmente los microorganismos pueden ser recuperados del bazo y del higado.
Indicando la posibilidad de una infeccion extra intestinal. El sitio de crecimiento bacteriano
es el moco de las células epiteliales del intestino y la bacteria mantiene su posicion en el
flujo del moco por medio de su rapida y caracteristica motilidad, mediada por sus dos
flagelos bipolares (11).

Algunos nutrientes esenciales para el crecimiento de Campylobacter pueden estar
pobremente disponibles o no disponibles para la bacteria dentro del lumen intestinal. Sin
embargo, estos nutrientes como el hierro pueden estar disponibles en los tejidos del
hospedero. La bacteria puede desarrollar estrategias, como la produccién de toxinas o
invasion para acceder a dichos nutrientes dafiando la integridad de la mucosa intestinal
del hospedero. Dichas estrategias inevitablemente tienen consecuencias patégenas para
el hospedero. Durante la campilobacteriosis, la enfermedad entérica sugiere que la
expresion bacteriana de la toxina y/o la invasion de las células epiteliales son

consecuencias potenciales de la colonizacion (9).

c) Toxinas

Toda la evidencia clinica sugiere que C. jejuni expresa un factor toxigénico durante
la enfermedad, el cual se asocia a la colonizaciéon del hospedero. La toxina citoletal
distendida (TCD) producida por C. jejuni, afecta la morfologia celular epitelial, causando la
distension y la muerte eventual de la célula en modelos in vitro. La expresion de la TCD
varia entre cepas, esta parece ser independiente de su origen y algunos aislamientos son
negativos a TCD. Las cepas TCD negativas pueden ser aisladas de heces diarreicas y de
muestras sanguineas, sugiriendo que la TCD no es esencial para la presentacion de

sintomas clinicos de la enteritis o la bacteremia (12).

d) Ecologia fuera del medio ambiente del hospedero

Para C. jejuni, el crecimiento dentro de un hospedero es solamente temporal. Una
vez este microorganismo es excretado del intestino del hospedero o derramado durante el
procesamiento de alimentos, ellos encuentran muchos factores hostiles del medio

ambiente. Dichos factores incluyen extremos de temperatura, osmolaridad,



11

concentraciones atmosféricas de oxigeno, y falta de alimento. La supervivencia a dichos
factores es un pre-requisito para llegar a otro hospedero y continuar su crecimiento. Las
condiciones hostiles del medio ambiente resultan en un nimero de respuestas
fisiologicas, morfologicas y bioquimicas. Todos estos eventos deben verse como
reversibles hasta cierto punto, pero si los factores contindan afectando o se adicionan
otros, esto llevara finalmente a la muerte de la bacteria. La respuesta mas obvia al estrés
es un cambio de la forma espiral, a una forma de coco. El desarrollo de la morfologia de
coco es concomitante con una pérdida en la habilidad para poder cultivarlo, pero estas

dos propiedades son independientes (10,13).

Durante el procesamiento de la carne, C. jejuni es expuesto a muchos factores
ambientales de estrés. Algunas cepas parecen sobrevivir este estrés mejor que otras.
Déandole seguimiento al procesamiento de este tipo de cepas que estan presentes en las
aves vivas, lo hace claro que algunas cepas no sobreviven bien el procesamiento

mientras otros son excelentes sobrevivientes (14).

3. Epidemiologia

La campilobacteriosis es una zoonosis de distribucion mundial que afecta
mayoritariamente los paises en vias de desarrollo. C. jejuni se halla habitualmente como
comensal del tracto gastrointestinal en toda variedad de aves de corral, vacas, ovejas,
cerdos, cabras, perros, gatos Yy roedores silvestres. Esta bacteria constituye la principal
causa de gastroenteritis en el hombre, por delante incluso de los géneros Salmonella y
Shigella. En paises desarrollados la diarrea es mas frecuente en los meses de verano,
siendo afectados todos los grupos étnicos de ambos sexos. Frecuentemente se asocia a
brotes epidémicos relacionados por consumo de alimentos contaminados, especialmente
pollo. En paises en desarrollo su epidemiologia se asocia mas con contaminacion fecal
del ambiente, al igual que ocurre con el resto de los agentes productores de diarrea y es

méas frecuente en nifios de corta edad (15, 16).

En Guatemala, segun datos de la OMS, la tasa de aislamiento en nifios, menores
de 5 afios es de 12.1%. Un estudio realizado en 1986, encontr6 a C. jejuni como el
responsable del 9.5% de diarreas en nifios guatemaltecos. Se estima una incidencia de

40,000-60,000/100,000 niflos menores de 5 afios que, comparada con la incidencia de
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paises desarrollados que es de 300/100,000, demuestra que las condiciones
socioeconomicas favorecen el desarrollo de este tipo de infecciones en infantes (11,17,
18).

Las principales vias de infeccion son la ingestion de alimentos contaminados
(carnes mal cocidas de aves de corral, cerdo, ganado bovino, leche no pasteurizada, agua
y otros alimentos). La bacteria puede excretarse en las heces de 2 a 5 semanas después
de haberse suspendido la diarrea. En paises industrializados, Campylobacter es el primer
agente de diarrea, siendo recuperado en 4-7% de los pacientes con diarrea y en 0-1% de

individuos asintomaticos (19).

Estudios realizados en diferentes paises en vias de desarrollo establecen que
Campylobacter es el segundo o tercer agente de diarrea, segun sea el lugar geograéfico.
Existen reportes de paises en vias de desarrollo de un rango de 0-32% de los casos de
diarrea en nifios menores de 5 afios que son atendidos en establecimientos de salud
debido a diarrea por este microorganismo. Las especies que producen diarrea se
encuentran habitualmente como comensales del tracto gastrointestinal de una gran
variedad de mamiferos y de aves, tanto domésticos como de vida libre, es por ello que el

contacto del hombre con los mismos ha sido asociado a campilobacteriosis (15, 19).

Se ha obtenido C. jejuni en un 50% de muestras procedentes del ciego de gallinas
y al ser sacrificadas las aves, los microorganismos contaminan el ambiente y en

consecuencia casi todas las que ya han sido sacrificadas también estaran contaminadas

9).

De 2 a 100% del ganado bovino pueden ser portadores sanos de C. jejuni,
circunstancia que tal vez explique los brotes de enfermedad diarreica producida como

consecuencia del consumo de leche sin pasteurizar (9).

Estas bacterias no soportan durante mucho tiempo situaciones de desecacion o
congelamiento, caracteristicas que limitan su transmision. Sobreviven en la leche, en
otros alimentos o en agua a 4°C durante una semana; aunque la desinfeccion con cloro y

la pasteurizacion las destruye. De la misma forma que con otros patégenos entéricos, es
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importante tener presente, para efectos de prevencion, la transmision fecal-oral de

persona a persona sobre todo en lactantes, que no controlan esfinteres (8,19).

4. Transmision

El 90% de los casos de campilobacteriosis es causado por alimentos (carne de
ave mal cocinada, contaminacion cruzada durante la preparacion de alimentos, contacto
con animales contaminados). Un nimero muy pequefio de microorganismos (menos de
500) puede ocasionar la enfermedad en los seres humanos, incluso una gota de jugo de
carne de pollo crudo puede infectar a una persona. Otros alimentos implicados son las
carnes rojas, moluscos y quesos no pasteurizados y aguas no cloradas. El
microorganismo se elimina por el tratamiento térmico (coccién), no sobrevive en las

cocinas domésticas ni los tratamientos culinarios tradicionales (10, 20).

La principal via de transmisién es feco-oral, siendo el alimento un vehiculo y fuente
de multiplicacién bacteriana. Los insectos juegan un rol fundamental como vehiculo de
transmisiéon, siendo un ejemplo la mosca doméstica. Existen dos vias de transmision
vertical (de madre a hijo) y horizontal (de un animal a otro) siendo esta ultima la mas
comun (20).

5. Patogenia

La patogenia de C. jejuni depende tanto de factores especificos del patégeno
como del hospedero. La salud, edad del hospedero y la inmunidad humoral especifica por
exposiciones previas al agente, influyen clinicamente en el resultado después de la

infeccion (11).

El microorganismo se adquiere por via oral o por contacto con animales
infectados. C. jejuni es sensible al pH gastrico, por lo que es necesario un inéculo de 10*
para que produzca infeccion. Sin embargo en casos de alta infectividad la infeccion
ocurre con dosis del orden de 500 microorganismos. El periodo de incubacibn esde 1 a7

dias, afectando intestino delgadoy grueso (16).
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De diferentes estudios epidemiolégicos realizados en paises subdesarrollados y
desarrollados se desprende la evidencia que existan cepas con distinto grado de
patogenicidad y distintas respuestas del hospedero a la infeccidén. Estas variaciones en la
presentacion clinica hacen pensar en la existencia de importantes diferencias en los

mecanismos de virulencia entre las cepas de distintas zonas geogréficas (16).

C. jejuni se adhiere a las células del intestino delgado, principalmente a la de los
segmentos distales, se multiplica e invade las células del epitelio. Elabora una toxina
semejante a la toxina LT que altera el sistema adenilciclasa y al mismo tiempo destruye el
epitelio mucoso. Se producen heces diarreicas que contienen restos de células y moco, y
en los frotis directos se observan productos de la respuesta inflamatoria. Dicha respuesta
no controla la infeccion porque los microorganismos sobreviven en el interior de las
células fagociticas mononucleares, aunque al pasar por los vasos linfaticos y a la

circulacion sistémica son destruidos por el efecto bactericida del suero (9).

a) Serotipos

Se han identificado mas de 60 serotipos, los cuales son catalogados segun la
clasificacion de Penner, basada en la expresion de lipopolisacaridos (LPS). Este es un
método de hemaglutinacion pasiva que utiliza antigenos termoestables del
lipopolisacarido de la membrana externa de las cepas de C. jejuni, los cuales son
adsorbidos a globulos rojos de cordero o humano para hacer visible la reaccion. Estos son
enfrentados a antisueros tipificadores conteniendo los distintos anticuerpos para cada

serotipo en estudio (21).

En Chile, un estudio determind que los serotipos de mayor prevalencia en
muestras de deposiciones de origen humano fueron: Z, (16%) y Zs (12%). De las
muestras de origen aviar, los serotipos prevalentes fueron: A (28%) C, L e Y con un 10%
cada uno. Los serotipos A, B, F, L, N e Y fueron aislados en ambos tipos de muestras. Al
no coexistir los serotipos Z y C, en ambos grupos, se concluyd que no solamente la carne
de ave puede ser vehiculo de C. jejuni, sino que existen también otras fuentes y
reservorios para la campilobacteriosis humana, como ha sido demostrado en otras partes

del mundo y cuya importancia epidemiolégica debe ser investigada en el futuro (22).
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En Dinamarca se demostré la presencia de serotipos O:1, O:44, y O:2 en el 62%
de los aislamientos evaluados, dichos serotipos también fueron comunes en muestras de
pollos y ganado vacuno. Lo que sugiere que estos ultimos también pueden ser fuentes de
campilobacteriosis humana (23).

En Polonia, se analiz6 la presencia de los genes cadF, cdtA, cdtB y cdtC,
implicados en los procesos de invasion y colonizacion; asi como la secuencia iam en
cepas de C. jejuni y C. coli. Se encontrd que el gen cadF estuvo presente en el 100% de
las cepas evaluadas sin tomar en cuenta su origen. La presencia de los genes cdt vario
entre los aislamientos, los tres se encontraron en casi todos los aislamientos de C. jejuni,
pero sélo el 5.6% en aislamientos de C. coli de origen humano y 87.2% en carcasas de
pollo. La regién aim se encontré en un 83.3% en nifios y 100% en carcasas de pollo
correspondiente a C. coli; y 1.6% y 54.7% en aislamientos de C. jejuni. Las diferencias
encontradas en la distribucion de estos marcadores genéticos en ambos tipos de
aislamiento, junto con el bajo consumo de carne de aves en nifios polacos, sugieren que
las infecciones causadas por Campylobacter pueden ser por fuentes adicionales a la

carne contaminada de pollo (24).

Un estudio realizado en Guatemala con la colaboracion del Centro para el Control
y Prevencion de Enfermedades (CDC) reporta los serotipos HS:3 y 15 en nifios; y HS:1,
2,6,7,8, 21, 25 y 29 en adultos. Lo que indica que existen diferentes serotipos entre
cepas de adultos y nifios (25).

6. Caracteristicas clinicas de la infeccion por Campylobacter jejuni

Tipicamente, la infeccion por C. jejuni resulta en una enfermedad gastrointestinal
aguda, caracterizada por diarrea, vomitos, fiebre y dolor abdominal, parecido a los
sintomas de apendicitis aguda. Clinicamente la infeccion no se distingue de otras
afecciones causadas por patdgenos bacterianos, tales como Salmonella, Shigella y
Yersinia. En la mayoria de pacientes las deposiciones son acuosas y/o con sangre;

ocurriendo de 8-10 por dia en el pico de la enfermedad (14, 26).
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Campylobacter es una bacteria enteroinvasiva que puede conducir a colitis y en
algunos casos parecerse a enfermedad inflamatoria intestinal. El periodo de incubacion
comunmente es de 2 a 5 dias después de ingerir alimentos contaminados, pero se estima
que puede extenderse por mas de 10 dias. En el 50% de los pacientes, la diarrea es
precedida por un periodo febril, malestar, mialgia y dolor abdominal, puede aparecer
sangre en las deposiciones en el tercer dia de la infeccion. La diarrea continta por 2 6 3
dias mas, pero el dolor abdominal y el malestar pueden persistir después de que la
diarrea se ha detenido. En una proporcién significativa, las deposiciones contienen sangre
fresca, pus o moco, lo que sugiere una inflamacion colorectal que no es comun en la

infeccion por Campylobacter (27, 28).

En algunos pacientes la diarrea es minima y el dolor abdominal es la caracteristica
mas predominante guiando a un diagndstico equivocado de abdomen agudo. La fiebre es
reportada en 90% de pacientes afectados y puede persistir por mas de una semana.
Usualmente la enfermedad se resuelve en ausencia de tratamiento con antibioticos
especificos, sin embargo algunos pacientes pueden recaer en un periodo que dura varias
semanas (12).

El recuento de glébulos blancos en sangre periférica puede estar ligeramente
elevado, la funcién hepatica, los electrolitos y los niveles de hematocrito, son normales.
La enteritis puede ocurrir en todos los individuos, pero la presentacion clinica varia de

acuerdo a la edad. En infantes existe el riesgo de deshidratacion o convulsiones (29).

a) Complicaciones de la infeccion

Las complicaciones ocurren como resultado de la difusion directa hacia el tracto
gastrointestinal e incluyen colecistitis, pancreatitis, peritonitis y hemorragia gastrointestinal
masiva. Las manifestaciones extraintestinales de la infeccién son bastante raras y pueden
incluir meningitis, endocarditis, artritis séptica, osteomielitis y sepsis neonatal. La
bacteremia es detectada en menos del 1% de los pacientes afectados y es mas probable
que ocurra en pacientes inmunocomprometidos o personas muy jovenes. La tasa de

fatalidad para la infeccién por Campylobacter es de 0.05 por 1,000 casos (14).
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La complicacion mas importante posinfeccién es el sindrome de Guillain-Barré
(SGB), enfermedad desmielinizante del sistema nervioso periférico. Aunque actualmente
el riesgo de desarrollar este sindrome es bastante bajo (<1 caso por 1,000 infecciones),
éste se incrementa con ciertos serotipos, como los serotipos Penner O:19 y Penner O:41
(30, 31).

Ha sido propuesto un mecanismo para explicar la patogénesis de esta
enfermedad, en el cual después de la diarrea causada por el consumo de alimentos
contaminados, los anticuerpos y/o células T son inducidos Yy dirigidos contra la bacteria.
Sin embargo debido a la semejanza entre los antigenos microbianos y los antigenos
propios, las células nerviosas periféricas son dafiadas y ocurre destruccion del tejido y la

aparicion del sindrome de Guillain-Barré (32, 33).

7. Diagndstico de laboratorio

El diagnéstico puede ser realizado mediante la demostracion del microorganismo
en examen directo o a través del cultivo. El uso de métodos serolégicos para el
diagnostico no tiene valor para la investigacion, ya que en paises en vias de desarrollo los
titulos en la poblacion suelen ser altos (16).

El examen de las muestras fecales diarreicas utilizando microscopio de campo
oscuro o contraste de fases, dentro de las dos horas de evacuacion, puede permitir un
diagndstico presuntivo rapido si se observa la rapida motilidad sobre su propio eje
(motilidad en sacacorchos), acompafiada de eritrocitos y leucocitos fecales. Para cultivo y
aislamiento a partir de materia fecal se requiere de una atmdsfera microaerdfila, medios
de cultivo selectivos para inhibir la microbiota acompafiante, temperatura Optima de
desarrollo (42-43°C) y pH 6ptimo de crecimiento [6.5 a 7.5] (11,16).

A partir de alimentos congelados o de muestra de materia fecal de pacientes con
tratamiento antibiotico previo, es necesario un pasaje reconstituyente de la estructura
celular, de por lo menos seis horas a 37°C, por un medio en base a Caldo Brucella,
succinato de sodio 0.3%, cisteina 0.01% y solucion antibiética (trimetroprim, vancomicina,
anfotericina, cefalotina). Para aislar de agua es necesario filtrar un gran volumen,

centrifugar y sembrar (13).
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a) Muestras

Las muestras de deposiciones pueden ser tomadas con hisopo rectal o bien por
evacuacion espontanea, pudiendo mantenerse a temperatura ambiente, por algunas
horas, evitando su desecacion. La refrigeracion de las muestras prolonga por varios dias
la sobrevida del microorganismo. Si es necesario utilizar un medio de transporte, debe
utilizarse Cary Blair modificado por la reduccién de la concentracion de agar en 0.12%
(16).

En animales se recolectan muestras fecales o intestinales (ciego) de aves de corral
(pollos, pavos, gallinas ponedoras, etc.) y de mamiferos productores de carne (ganado
vacuno, ovejas y cerdos) y animales domésticos (perros y gatos), en el matadero se

recogen muestras de piel o de carne (34).

8. Aislamiento de C. jejuni
a) Cultivo

Un medio de cultivo rico en nutrientes conjuntamente con una atmdésfera pobre en
oxigeno y rica en diéxido de carbono produce un buen crecimiento de Campylobacter.
Los antibiéticos afladidos como suplemento selectivo inhiben la microbiota acompafiante.
Las placas se siembran en forma directa con hisopo o con 2-3 gotas de deposiciones

acuosas, se disemina por estria.

Tres factores son importantes en el aislamiento de especies termdfilas de

Campylobacter:

i) Uso de medios selectivos: Estan compuestos por un medio base rico en aminoacidos
(Brucella, Base Campylobacter, Mueller-Hinton, Columbia agar, Brain Heart Infusion
agar) con sangre de carnero o caballo (7-10%) y diferentes mezclas de antibiéticos para
inhibir la flora acompafante. Adicionalmente se puede incluir suplemento de

aerotolerancia FBP: metabisulfito de sodio, piruvato de sodio, sulfato ferroso.

ii) Las placas se incuban en una atmosfera microaerdfila que tenga oxigeno producido (5-
10%) y dioxido de carbono afiadido (3-10%).
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i) La temperatura de incubacion de placas: Las especies termoéfilas de Campylobacter
crecen mejor y mas rapidamente a 42-43°C que a 37°C. La mayor temperatura

actlia como inhibidor de la flora fecal y mejora la selectividad.

Son bacterias de crecimiento lento, por lo cual las placas para el primer

aislamiento se deben incubar por lo menos 48 horas (35).

b) Medios selectivos para el aislamiento

En la actualidad hay muchos medios en uso para el cultivo bacteriolégico de
Campylobacter spp. Los medios selectivos se pueden dividir en dos grupos
fundamentales: medios que contienen sangre y medios que contienen carbon. Los
componentes de la sangre y el carbdn sirven para eliminar los derivados toxicos del
oxigeno. La selectividad de los medios viene determinada por los antibiéticos utilizados.
Se utilizan cefalosporinas (generalmente cefoperazona), a veces en combinacién con
otros antibidticos (por ejemplo, vancomicina y trimetroprim). Se utiliza cicloheximida
(actidiona) y mas a menudo anfotericina B para inhibir las levaduras y hongos. La principal
diferencia entre los medios es el grado de inhibicién de la flora contaminante. Los mas

usados son agar Preston, Skirrow y Butzler (20).

c) Caracteristicas del crecimiento

Las colonias se desarrollan totalmente en 24 a 48 horas dependiendo del medio
utilizado; son de aproximadamente 0.5 mm de didmetro, incoloras o de color gris. Pueden
ser acuosas y extenderse o redondas y convexas y ambos tipos de colonias pueden
aparecer sobre las placas de agar. No se observa ningun tipo de hemdlisis en el medio de
cultivo (36).

d) Método de filtracion por membrana

El método se basa en la separacion de Campylobacter del resto de la microbiota
presente en las heces, como por ejemplo, coliformes, que quedan retenidos en la
superficie de una membrana de celulosa de 0.45 6 0.66 um; los bacilos que logran
penetrar o traspasar la membrana van a depositarse sobre un medio rico en sangre que

actuara como sustrato para el crecimiento del microorganismo. De esta manera se
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obtiene un cultivo selectivo, situacion que reemplaza la adicién de antibiéticos, para

eliminar la microbiota acompafiante (16).

e) Atmésfera de incubacion

Se necesita una atmosfera microaerébica de 5-10% de oxigeno, 5-10% de didxido
de carbono (y preferiblemente 5-9% de hidrégeno) para un crecimiento 6ptimo. Se pueden
producir condiciones atmosféricas microaerdbicas adecuadas mediante diferentes
métodos. En algunos laboratorios, se utilizan evacuaciones repetidas del contenido de
una jarra de gas seguidas de sustitucién de la atmosfera con gases embotellados. Hay

disponibles sistemas generadores de gas de fuentes comerciales (8,16).

f) Temperatura y tiempo de incubacién
Generalmente C. jejuni manifiesta crecimiento sobre medios solidos en 24-48
horas a 42°C. La mayor temperatura actia como inhibicién de la microbiota fecal. Se

recomienda 48 horas para diagndstico rutinario (16, 37).

g) ldentificacion
La identificacion de C. jejuni inicia con la tincibn de Gram, en la cual se puede
observar bacilos Gram negativo con forma de coma, S o ala de gaviota, las cuales son las

morfologias tipicas de este microorganismo (36).

Dentro de las pruebas bioquimicas de C. jejuni es oxidasa y catalasa positivo y no
oxida ni fermenta los carbohidratos. Para la identificacion subsecuente de la especie
pueden emplearse reduccidon de nitrato, produccion de H,S, hidrdlisis del hipurato,
susceptibilidad al acido nalidixico y cefalotina. La hidrdlisis del hipurato constituye una de
las pruebas mas importantes para distinguir C. jejuni de otras especies de Campylobacter
(Anexo 1) (8, 36).

9. Tratamiento

La enteritis causada por Campylobacter tiene buen prondstico, la medida
principal es mantener la hidratacion y el equilibrio electrolitico. De hecho, la mayoria de
los pacientes tiene una enfermedad limitada y no requiere antibioticos en lo absoluto. Sin

embargo, hay circunstancias clinicas especificas en las que deben utilizarse antibioticos.
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Estas incluyen fiebres altas, deposiciones sanguinolentas, enfermedad prolongada
(sintomas que duran mas de una semana), embarazo, pacientes con VIH y otros estados
inmunocomprometedores (28).

La eritromicina es el antibiético mas utilizado para tratar la campilobacteriosis,
porque es muy eficaz, tiene pocos efectos secundarios y es de bajo costo. A diferencia de
otros antibiéticos, puede administrarse a nifios y mujeres embarazadas y no ejerce efecto
inhibitorio sobre la microbiota intestinal. La dosis recomendada para adultos es 500 mg en

dos dosis por 5 dias, para nifios la dosis es 40 mg en dos dosis por 5 dias (14, 38).

También se utilizan otros agentes antimicrobianos como las fluoroquinolonas
(ciprofloxacina) y otros macrolidos como la azitromicina y claritromicina, pero estos son
MAs Ccostosos y no proporcionan ventajas clinicas. Campylobacter generalmente es
susceptible a los aminoglucésidos, cloranfenicol, clindamicina, nitrofuranos e imipenem. Y

son resistentes a la vancomicina, rifampicina y trimetroprim (28).

a) Resistencia de Campylobacter a los antibi6ticos

Las fluoroquinolonas han sido utilizadas ampliamente para el tratamiento de
pacientes con gastroenteritis y diarrea del viajero. La resistencia hacia las
fluoroquinolonas desarrollada por Campylobacter spp. en animales utilizados para
consumo se considera que es un problema de salud publica emergente. Algunos estudios
indican que el uso de antibidticos en practicas veterinarias también ha contribuido al

desarrollo de resistencia contra fluoroquinolonas por Campylobacter spp (38).

La prevalencia de cepas resistentes a las fluoroquinolonas en los Estados Unidos
fue de 0% en 1990, incrementandose a 13% en 1997, y 18% en 1999, después de
evidenciar el uso de fluoroquinolonas en aves de granja en 1995. En contraste con
Australia, donde las fluoroquinolonas no son utilizadas en aves de corral, los aislamientos

humanos de Campylobacter permanecen susceptibles a las fluoroquinolonas (39, 40).
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C. Plantas medicinales
Se entiende por planta medicinal, a cualquier especie vegetal que cuando se
administra en cualquier forma y por cualquier via al hombre o animales ejerce algun tipo

de accion farmacologica sobre éstos (41).

Actualmente existe un gran interés en la investigacion de sustancias
antimicrobianas de plantas y prueba de ello es que diferentes compafiias farmacéuticas
centran sus esfuerzos en este campo. Por otro lado, la poblacion esta cada vez mas
interesada en este tipo de terapias alternativas, como lo demuestran las cifras crecientes

del mercado de medicinas botanicas o herbales en todo el mundo (41, 42).

1. Sustancias quimicas con accidn antimicrobiana aisladas de plantas

Globalmente las plantas producen mas de 100,000 productos naturales de bajo
peso molecular, conocidos como metabolitos secundarios, que se diferencian de los
primarios en que no son esenciales para la vida de la planta. Esta diversidad tan rica
resulta, en parte de un proceso evolutivo conducido por la seleccion para adquirir una
mejor defensa contra los ataques de microorganismos, insectos y otros depredadores.
Estas sustancias se dividen basicamente en dos grupos: fitoanticipinas, que estan
presentes de forma constitutiva en las plantas, y fitoalexinas, cuya presencia aumenta de

forma considerable en respuesta a la invasién microbiana (42, 43).

a) Compuestos fendlicos y simples

Son los compuestos fitoquimicos mas simples y consisten en un anillo fendlico
sustituido. Algunos ejemplos los constituyen el catecol, el pirogalol y los acidos cinamico y
cafeico. Plantas productoras de compuestos de estas caracteristicas son el tomillo
(Thymus vulgaris L.), la manzanilla (Matriarca chamomilla L.) y la gayuba (Arctostaphylos
uva ursi L.) (44).

Los lugares y el numero de grupos hidroxilo (OH) en el anillo parece que estan
relacionados directamente con toxicidad frente a los microorganismos, de forma que un
aumento en la hidroxilacion esta ligado a una mayor toxicidad. El mecanismo parece estar

relacionado con la inhibicion enzimatica por los compuestos oxidados, posiblemente
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mediante reacciones de grupos sulfhidrilo o por interacciones no especificas con
proteinas (45).

b) Quinonas

Son anillos aromaticos con dos funciones ceto. Son ubicuas en la naturaleza y
causantes del color marron que se produce en las frutas cuando son dafiadas. Poseen
alta reactividad, formando complejos con los amino&cidos hidrofilicos de las proteinas, la
mayoria de las veces inactivando la proteina y anulando su funcién. Debido a esto, el
potencial antimicrobiano de este grupo es amplio. Un ejemplo es la hipericina, una
antraquinona aislada de la planta de San Juan (Hypericum perforatum L.), antiguamente

utilizada como antidepresivo (46).

c) Taninos

Constituyen un grupo de sustancias fendlicas poliméricas y se pueden dividir en
hidrolizables y condensados. Se han descrito mas de 30 que pueden inhibir hongos y
bacterias. Un ejemplo es el tanino presente en el eucalipto (Eucalyptus globulus Labill)
(47).

d) Cumarinas

Son compuestos derivados de la benzo-alfa-pirona, como la cumarina, esculetina,
umbeliferota y escopoletina. Tienen propiedades antiinflamatorias, antitrombdéticas y
vasodilatadores. Su mecanismo de accién antimicrobiano es mediante la interacciéon con

el ADN eucariota, lo que explica también su actividad antiviral (48).

e) Flavonas y compuestos relacionados

Son estructuras fendlicas que contienen un grupo carbonilo. Su actividad frente a
los microorganismos probablemente se debe a que forma complejos con las proteinas
solubles y extracelulares y con las células de la pared bacteriana. Mencion especial
merecen las catequinas, presentes en el té verde (Camelia sinensis L.), las cuales ejercen
actividad frente a Vibrio cholerae O1, Streptococcus mutans, Shigella y otros

microorganismos (48).
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f) Alcaloides
Son compuestos nitrogenados heterociclicos. A este grupo pertenecen la morfina,
heroina y cocaina. EI mecanismo de accién parece ser mediante intercalacion entre la

pared celular y el ADN del microorganismo (48).

g) Aceites esenciales

Son sustancias olorosas obtenidas a partir de plantas y especias, comercializadas
para su administracion en el pienso como conservantes y aditivos alimentarios. Estos
compuestos pueden ser letales para las células bacterianas o servir como inhibidores de

la produccion de metabolitos (49).

Son mezclas liquidas, volatiles de propiedades aromaticas, extraidos de las
plantas. Se encuentran casi exclusivamente en las faner6gamas y en especial en algunas
familias: rosaceas, labiadas, umbeliferas, lauraceas, etc. Son extraidos por métodos
diversos, predominando el de arrastre con vapor de agua. Su composicion es muy
diversa, pero casi todos sus componentes pertenecen al grupo de los terpenos y a

productos de oxidacion (alcanfores) (50).

2. Determinacion de la actividad antimicrobiana en plantas
La determinacién de la actividad antimicrobiana de las plantas tiene como objetivo
comprobar in vitro, la susceptibilidad de un microorganismo a concentraciones conocidas

de una droga vegetal.

Puede dividirse en 2 fases: el tamizaje y la determinacion de la Concentracién
Inhibitoria Minima (CIM).

a) Tamizaje

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana en extractos vegetales, el
ensayo de eleccion es el de dilucién en agar. En este proceso una determinada cantidad
del extracto a estudiar es mezclado con agar nutritivo. El microorganismo se mantiene en
medio tripticasa soya y luego es recuperado para la prueba mediante incubacion por 24
horas. Se prepara una dilucion 1:100 y se incuba en placas de agar conteniendo el

extracto vegetal en cuadriplicado siguiendo un patron radial en orden aleatorio. Después
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de un tiempo de incubacion se realizan las lecturas evaluando la presencia o ausencia de
crecimiento. Una completa supresion del crecimiento bacteriano es requerida para

declarar que el extracto es activo (51).

b) CIM

Consiste en la cuantificacion de la concentracién minima de un extracto, fraccion o
compuesto que previene el crecimiento visible de un microorganismo. Para su realizacion
se emplean diluciones seriadas del extracto y concentraciones constantes del
microorganismo y se evalla el crecimiento en un ensayo estandarizado. Es importante
destacar que una gran proporcion de los productos sintetizados con caracter
antimicrobiano muestran en la pruebas de sensibilidad in vitro, concentraciones

inhibitorias minimas establecidas (52).

D. Actividad inhibitoria de extractos de plantas contra C. jejuni

Estudios realizados demuestran la utilidad de extractos y aceites esenciales de
plantas contra el crecimiento de C. jejuni. Un estudio realizado en el Reino Unido,
demostré la actividad de aceites esenciales de laurel, canela, clavo y tomillo, contra cinco
bacterias que se transmiten por medio de alimentos, entre ellos C. jejuni, S. enteritidis, E.
coli, S. aureus y L. monocytogenes. C. jejuni fue el mas resistente de todos y solamente

los aceites de laurel y tomillo mostraron una concentracion bactericida menos del 1% (53).

Varios estudios realizados en México demuestran la inhibicion del crecimiento de
C. jejuni y C. coli, al utilizar extractos metandlicos de especias y condimentos tales como,
cebolla (Allum cepa L.), apio (Aplum graveolens L.), cola de caballo (Equisetum arvense
L.), chile de arbol (Piper annuum L.), pimienta (Piper nigrum L.), comino (Cuminum
cyminum L.) y hierbabuena (Mentha piperita L.). Las plantas evaluadas maostraron las
siguientes concentraciones minimas bactericidas (CMB); pimiento 6.0 mg/mL para C.
jejuni y 6.0 mg/mL para C. coli, y para la hierbabuena 1.6 mg/mL para C. jejuni y 2.0
mg/mL para C. coli (54, 55).
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También se han evaluado extractos metandlicos de plantas comestibles contra el
crecimiento de C. jejuni y C. coli, entre ellos se menciona: haba, frijol, lenteja, garbanzo,
jamaica y tamarindo. Los que mostraron un efecto inhibitorio fueron jamaica, CMB: 6.0
mg/mL y 7.0 mg/mL para C. coli y C. jejuni; en tanto que la CMB para tamarindo fue de
13.0 mg/mL para C. coliy 14.0 mg/mL para C. jejuni (54).

Diversas investigaciones realizadas en Guatemala entre 2005 y 2007 evaluaron un
total de 19 extractos de plantas utilizadas popularmente para el tratamiento de infecciones
gastrointestinales; en la busqueda de actividad contra C. jejuni, sin obtener un resultado

que demostrase la misma (56-59).

E. Especies vegetales a evaluar

Guatemala es un pais que posee una amplia diversidad de flora, la cual es
aprovechada por la poblacion. A través de la historia, las hierbas y especias han sido
utilizadas para saborizar alimentos y bebidas y también para fines médicos (3). En la
presente investigacion se utilizaron extractos y aceites esenciales de doce especies
nativas que fueron elegidas por ser utlizadas popularmente en Guatemala, como

condimento en alimentos o en la medicina tradicional.

1. Eryngium foetidum L.
a) Familia: Apiaceae
b) Nombre comun: Cilantro
c) Descripcion y distribucion

Hierba perenne, fuertemente aromatica, de hasta 60cm de alto, de tallo solitario o
varios, simples o ramificados, con o sin hojas, sus hojas, generalmente todas basales, de
hasta 30cm de largo y hasta 5cm de ancho (generalmente mas chicas), angostandose
hacia la base, con los margenes dentados. 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 (60).

Es originaria de América subtropical, crece en bosques humedos. Se ha descrito

en Guatemala en los departamentos de Baja Verapaz, Alta Verapaz, Petén e Izabal. (60).
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d) Uso popular

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 trépico. Su uso
puede ser fresco para ensaladas o bien cocinado en salsas, sopas y fideos; en la cocina
guatemalteca es utilizado también como condimento (60).

e) Actividad demostrada
Las hojas y las raices son usadas en té para estimular el apetito, mejorar la

digestién, combatir el célico, calmar el dolor estomacal (61).

2. Cornutia grandifolia (Schitdl & Cham.) Schaver
a) Familia: Verbenaceae
b) Nombre comun: Joro’kté, jorobté, oromté, sak’i’ka, palo cuadrado
c) Descripcién y distribucion

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 a 30cm de largo y de 5 a
19cm de ancho. Las inflorescencias son paniculas terminales, de 15 a 40cm de largo, con
numerosas floras de color lila palido 6 purpura. Miden aproximadamente de 1 a 1.5cm de
largo, los frutos globosos, pubescentes, son muy pequefios de aproximadamente 5mm de

didmetro.

Es originaria de Guatemala, se ha reportado desde México hasta Panama; en
Guatemala se le puede encontrar en los departamentos de Alta Verapaz, Guatemala,

Izabal y Sacatepéquez (62, 63).

d) Uso popular
Los curanderos lo conocen muy bien y lo usan extensamente para tratar
enfermedades incurables tales como el cancer, sida, rabia, y todas aquellas que inhiben el

sistema inmunolégico (64).
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e) Actividad demostrada
Sus hojas son utilizadas contra la fiebre, dolor de rifiones, infecciones de
estbmago y garganta (62-64).

3. Fernaldia pandurata (A. DC.) Woodson
a) Familia: Apocynaceae
b) Nombre comun: Loroco
c¢) Descripcion y distribucion

Hierba trepadora, pequefia o grande, densamente puberulenta o cortamente
aterciopelada-pilosa en todas partes. Hojas membranosas, en peciolos de 1 a 2cm de
largo, oblongo-elipticas a ampliamente ovaladas, las hojas de abajo, algunas cordadas en
la base, las superiores, obtusas o truncadas, usualmente muy densas y suavemente

pilosas en el envés (65).

Flores: de 8 a 18 en la inflorescencia, bracteas ovaladas. Caliz con l6bulos
ovalados, agudos u obtusos, corola blanca internamente, verduzca exteriormente y
glabra, la garganta ampliamente campanulado-conica, I6bulos ciliados, densamente

velludo-aracnoides en la base, interiormente (65).

Guatemala es centro de origen, localizado también en México, El Salvador y
Honduras. Puede encontrarse silvestre en campos de cultivo y plantado en muy pequenas
cantidades en los patios de las viviendas de la region para consumo familiar, pero a
menudo cultivado a nivel comercial, principalmente en la aldea Huijé de Usumatlan y Juan

Ponce, (Rio Hondo, Zacapa) y Marajuma, El Progreso (66).

d) Uso popular

Su utilizacion es basicamente como condimento de alimentos entre éstos, huevos,
tamales, carnes, arroz, en Guatemala es utilizado para empanadas y tamalitos conocidos
como “chuchitos” (66, 67).

e) Actividad demostrada

No se encontré informacién
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4. Lippia alba (Mill.) N.E. Br. ex Britton & P. Wilson
a) Familia: Verbeneaceae
b) Nombre comun: Juanilamia, mastranto, salvia santa, Santa Maria
c¢) Descripcion y distribucion

Arbusto aromatico de 1 a 2m de alto, ramas largas, cayentes densamente
puberulentas o estregosas. Hojas opuestas, oblongas de 2 a 8cm de largo, arrugadas,
festonadas, cubiertas con pelillos cortos, venas prominentes en la cara externa;
peddnculos solitarios. Flores tubulares de 4 a 5mm de largo, bracteas puberulentas,
ovandas, cabezas florales redondas u oblongas en pares, caliz viloso, corola lila, purpura
o blanca (65).

Es 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 1800msnm. En Guatemala se
ha descrito en Alta Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, Escuintla, Guatemala,

Huehuetenango, Sacatepéquez, Solola y Suchitepéquez (65).

d) Uso popular

Se utiliza para afecciones respiratorias (asma, catarro, laringitis, resfrio, tos)
diabetes, fiebre, insomnio, enfermedades venéreas, gota, artritis, dolores musculares y de
muelas, hipertensién y atencion del parto. Por via tépica las hojas machacadas se inhalan
para inducir el suefio, la infusion se aplica en afecciones dermatomucosas y flujo vaginal.

No se le conoce un uso culinario (68).

e) Actividad demostrada
El conocimiento de hojas y flores se usa por via oral para el tratamiento de
afecciones hepaticas, gastrointestinales (cdlico, colitis, diarrea, dispepsia, indigestion,

flatulencia, nauseas y vémitos) (68, 69).
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5. Lippia chiapasensis Loes
a) Familia: Verbenaceae
b) Nombre comun: Salviya
c¢) Descripcion y distribucion

Arbustos o arboles débiles a 4m de altura, las ramas densamente pubescentes,
hojas en peciolo de 4 a 14mm de largo, las briznas ovadas u ovadas-elipticas, venacion
prominente, margenes dentados aserrados; pedinculos de 2 a 4 en cada axil,
densamente pubescentes. Caliz de 2 a 3mm, largo, corola amatrilla, dos veces mas largo

que el caliz, generalmente puberuloso en el apex y sin cuello (70).

Crece en matorrales o bosques humedos o secos, a menudo rocosos,
frecuentemente en bosques de pino de roble, a veces en prados, de 1500 a 3000msnm.
Se ha descrito en México y Guatemala, en los departamentos de Baja Verapaz;

Huehuetenango; San Marcos; Solola, Totonicapan (68, 70).

d) Uso popular

Esta planta es usada por el grupo étnico quiché, que vive en la regién de
Totonicapan (Guatemala), como aromatica en el tratamiento de enfermedades
respiratorias, dermato-mucosas y nerviosas. Por tradicion oral se sabe que es utilizada

para dar sabor al atol de maiz (68).

e) Actividad demostrada
Se le atribuye propiedad analgésica, usado en el tratamiento de afecciones

respiratorias y nerviosas (71).

6. Lippia graveolens Kunth
a) Familia: Verbenaceae
b) Nombre comun: Orégano, orégano de monte, mejorana (México, Guatemala, El
Salvador, Honduras, Costa Rica)
c) Descripcion y distribucion

Arbustos delgados de 2m de alto, las ramas con pubescencia cortamente pilosa.
Sus hojas con peciolo usualmente de 5 a 10mm de largo, los limbos oblongos o elipticos y

ovalados a ovalado-oblongo, usualmente obtusos o redondeados en el &pice. Sus flores
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son espigas subglobosas a oblongas de 4 a 12mm de largo, ovaladas a lanceoladas
agudas, glandular y densamente pilosas (62).

Es nativa del sur de Texas a Nicaragua. Se encuentra en pendientes pedregosas
muy secas, en planicies o matorrales himedos 0 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 (68).

d) Uso popular

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 aromética. El aceite esencial de Lippia graveolens es poco explotado en la industria
(66, 72).

e) Actividad demostrada
La decoccion de las hojas es tomada como un eficaz antiespasmédico en célicos
estomacales, vomitos, inapetencia, digestidn lenta y meteorismo. Estudios antiparasitarios

demuestran que la decoccién de la planta es activa contra Giardia lamblia (68).

7. Ocimum micranthum Willd
a) Familia: Lamiaceae
b) Nombre comun: Albahaca, albahaca cimarrona, albahaca de monte, albahaca silvestre,
hierba del toro (Huehuetenango)
c) Descripcién y distribucion

Hierba anual, 50cm de alto, erecta, ramificada, tallos puberulentos o glabros. Hojas
delgadas, ampliamente ovaladas de 2 a 7cm de largo, agudas redondeadas a la base,

aserradas, casi glabras, densa y finamente glandular, palidas al envejecer (70).

Es nativa de América tropical, aunque su origen exacto es desconocido, crece
silvestre en climas calidos y terrenos fértiles. Se cultiva en jardines y huertos a casi todas
las alturas desde La Florida, pasando por México, hasta Centro y Sur América. En
Guatemala se localiza en los departamentos de Alta Verapaz, Chiquimula, El Progreso,

Huehuetenango, Izabal, Jalapa, Jutiapa, Petén, Santa Rosa y Zacapa (70).
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d) Uso popular

Las hojas frescas y secas se usan para sazonar comidas principalmente salsas,
pastas y ensaladas. El olor de las hojas frescas es repelente para larvas de insectos y
mosquitos, razén por la que se cuelgan ramas frescas en las viviendas; tiene uso

aromético, ornamental y cosmético (68).

e) Actividad demostrada

El cocimiento en infusion se wusa oralmente para tratar afecciones
gastrointestinales (diarrea, disenteria, gastralgia, parasitismo), la corteza es cianogenética
y se usa en problemas digestivos (célera). Las semillas son mucilaginosas, diuréticas y

nutritivas, por via oral se usa para tratar afecciones digestivas (67, 68).

8. Pimenta dioica (L.) Merr.
a) Familia: Myrtaceae
b) Nombre comun: Pimienta gorda, pimenton
c) Descripcién y distribucion

Arbol de hasta con mas de 20m de altura, 30 a 40cm de diametro a la altura del
pecho, tronco liso y recto con corteza de color café péalido desprendiéndose en escamas
delgadas o grandes laminas, ramillas creciendo vigorosamente y 4 anguladas, los &ngulos
terminando distalmente en la posiciéon de las estipulas, ramillas, inflorescencias y foliaje
joven cerradamente apresado-pubescente con pelos blanco-amarillentos o sérdidos, hojas
opuestas, coriaceas muy aromaticas, ovadas o elipticas. Flores colocadas sobre
paniculas axilares de 6 a 12cm de largo, ramas cinosas finamente pubescentes con

muchas flores, sésiles o pediceladas.

Originaria de México y Centro América, se extiende desde Veracruz y Oaxaca a
Chiapas y Guatemala, Belice, Honduras, El Salvador, Cuba y Jamaica. En Guatemala se

le puede localizar en los departamentos de Petén, Alta Verapaz y Baja Verapaz (73, 74).

d) Uso popular
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
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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 huez 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. Sus hojas y frutos se usan
de forma medicinal (73, 75, 76).

e) Actividad demostrada
Mejora la digestién. La semilla en decoccion, con sal y agua, por via oral, se usa

para la diarrea y disenteria. Las semillas machacadas y en infusion son estomaticas (76).

9. Piper auritum Kunth
a) Familia: Piperaceae
b) Nombre coun: Hoja de Santa Maria, Santa Maria, hoja de jute, juniapra, cafia de oro,
ocaya, hierba santa, hoja de la estrella, obet.
c) Descripcién y distribucion

Hierba suculenta, grande, gruesa, con ramas esparcidas o raramente lefiosas y
viniendo a ser arbol, comunmente 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 palido, de 4mm de grosor, comiunmente de 20
a 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
(77).

Nativa del sur de México hasta Colombia, cultivada y naturalizada en Cuba y el sur
de la Florida. Es un matorral que en Guatemala se le puede encontrar en bosques
himedos, a menudo como una vegetacion secundaria a 1800msnm 0 menos y mas
comunmente a 900 msnm o menos. Se encuentra en Petén, Alta Verapaz, Izabal, Santa
Rosa y Escuintla, Guatemala, Sacatepéquez (probablemente introducida),
Chimaltenango, Solola, Suchitepéquez, Retalhuleu, Quetzaltenango y San Marcos (77).

d) Uso popular
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En Guatemala las hojas se usan para condimentar las carnes y alimentos que

contienen el caracol llamado “jute” (67, 78).

e) Actividad demostrada

La infusién 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 decoccién de las hojas por via oral para la presion

alta y dolor de ovario (67).

10. Piper jacquemontianum Kunth
a) Familia: Piperaceae
b) Nombre comun: Cordoncillo
c) Descripcién y distribucion

Arbusto de aproximadamente 2m de altura, las ramas jévenes densamente
hispidulosas o hirtulas, algunas veces glabras con la edad u ocasionalmente casi glabras
desde el principio; peciolos mayormente de 1cm de largo o menos, algunas veces mas
largo en las hojas bajas, rigidos, densamente hispidulosos o raramente glabrados. Apice
abruptamente acuminado o largamente acuminado, muy desigual en la base y mas o

menos oblicua (79).

Es originaria de América Tropical, crece en Campeche, Guatemala, Belice. En
Guatemala se ha descrito en los departamentos de Alta Verapaz, Petén, Izabal y

Suchitepéquez (80).

d) Uso popular
En Guatemala se utiliza para bajar la fiebre, para granos, tos y para aliviar el
dolor de cabeza y de cuerpo, para el dolor del corazén, para la presion. No se le conoce

uso culinario (81).

e) Actividad demostrada

No se encontré informacion
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11. Psidium guajava L.
a) Familia: Myrtaceae
b) Nombre comun: Guayaba, guayaba colorada, guayaba perulera, pichi (Yucatan),
xalcocotl (lengua azteca: fruto agrio arenoso)

c) Descripcion y distribucion

Arbol o arbusto de hasta 10m de alto, de corteza escamosa, rojiza y delgada.
Hojas opuestas, corto-pecioladas, elipticas a oblongas, subcoridceas, nervaduras
conspicuamente impresas en el haz, prominentes en el envés. Flores blancas solitarias o
en grupos de 2 a 3 en pedunculos delgados; estambres escamosos. Fruto comestible,

globoso, o piriforme, amarillo de 3 a 6¢cm de diametro (70).

Originaria de América tropical, naturalizada en regiones tropicales y subtropicales
del viejo mundo. Puede encontrarse en la regiéon de Florida, México, Centroamérica,
Costa Rica y Panama. En Guatemala, se ha descrito en todo el pais, particularmente Baja

Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, Jutiapa, Santa Rosa y Suchitepéquez (66).

d) Uso popular

La fruta madura se come fresca, cocida y en jalea, el mesocarpio es agridulce. El
aceite esencial de las hojas o las semillas, debido a la presencia de eugenol, se emplea
como saborizante aromatico. El fruto se consume fresco o en conservas (jaleas,
mermeladas, miel) y jugos, en vinos y bebidas refrescantes. El principal mercado de esta

fruta es vendiéndola como fruta fresca y como jalea y pasta (82).

Con las frutas y hojas se prepara una bebida astringente, conocida en Venezuela
como guarapo, y en consecuencia antidiarreico, dando la toma en cucharadas o vasitos
segun la edad y peso del paciente. Las hojas maceradas se utilizan en forma de

cataplasma en los edemas traumaticos. No se le conoce uso culinario (83).

e) Actividad demostrada
A las hojas y corteza se le atribuye propiedad antibacteriana, antiemética,
antiinflamatoria, antihelmintica, antiséptica, antitusiva, astringente, carminativa,

espasmaodica y tonica (83, 68).
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12. Tagetes lucida Cav
a) Familia: Asteraceae
b) Nombre comun: Pericon, iya, jolomocos, hierba de San Juan
c¢) Descripcion y distribucion

Hierba perenne muy aromatica, glabra, erecta de 30 a 95cm de altura. Se levanta
desde corta, gruesa y lefilosa, cimosamente ramificada arriba, ramas escasas, muy
resinosa al secarse, hojas opuestas, sésiles, laminares u oblongas lanceoladas; romas o
puntiagudas, obtusas o agudas en el apice, finamente dentadas, provistas de humerosas
glandulas oleosas, pequefas, y esparcidas. Flores amarillas en pequefias cabezuelas
terminales o cimas abiertas de 9 a 10mm de diametro, involucro o cilindrico, en arreglos

terminales, de 5 a 7 filarios tubulados en el apice, flores del disco de 5 a 7 corolas (79).

Nativa de México a Honduras en bosques de encino (Quercus sp.) y laderas de
1000 a 2000 msnm. Abundante en la época de lluvia, desaparece en la época seca. En
Guatemala se le ha encontrado en los departamentos del occidente del pais,

principalmente en Quetzaltenango (79,).

d) Uso Popular

La planta completa tiene uso culinario para sazonar elotes cocidos (84).

e) Actividad demostrada
Dolor de estdmago: hojas y flores aplicadas por via oral. Gastritis, dolores
musculares. Colicos, malaria y antidoto de picaduras de escorpion, fiebre y tos, acelera el

parto, Ulceras, diarreas, retencién urinaria, indigestion (77, 84, 85).
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IV. JUSTIFICACION

C. jejuni es una de las causas mas comunes de enteritis aguda. La mayor parte
de los casos se debe al consumo de carne de aves contaminada, donde se cree que C.
jejuni es un comensal.

La carne de pollo cada dia es uno de los alimentos que mas se consume debido a
las ventajas que presenta, es una carne nutritiva y apta para todas las edades, es la mas
barata de producir y facil de preparar; ademas, es baja en grasa y poco urigénica. Pero

se cree que en este alimento es donde mas frecuentemente se encuentra C. jejuni.

Diversos estudios han demostrado que los extractos de plantas, incluyendo aceites
esenciales, tienen propiedades antimicrobianas que pueden ser aplicadas para disminuir
la carga bacteriana presente en los alimentos de consumo humano y para la conservacion
de los mismos. Por consiguiente, la presente investigacion tiene la finalidad de evaluar el
efecto inhibitorio sobre la bacteria C. jejuni, de doce plantas condimentarias, alimenticias y
medicinales; y comprobar su accion bactericida para ser recomendadas como una

alternativa natural para un control efectivo de este enteropatégeno.
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V. OBJETIVOS

A. General

Evaluar la actividad inhibitoria de extractos y aceites esenciales de doce especies

condimentarias, alimenticias y medicinales, de uso popular en Guatemala, sobre el

crecimiento de C. jejuni.

B. Especificos

1. Colectar material vegetal y preparar extractos diclorometanicos, metandlicos y

aceites esenciales de doce plantas condimentarias, alimenticias y medicinales.
2. Tamizar la actividad inhibitoria de C. jejuni por extractos y aceites esenciales,
aplicando el bioensayo de actividad antimicrobiana in vitro por el método de

difusién en disco.

3. Determinar la CIM de extractos y aceites esenciales que resulten activos.
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VI. HIPOTESIS

Al menos un extracto vegetal y un aceite esencial de las plantas evaluadas presenta

actividad inhibitoria in vitro sobre el crecimiento de C. jejuni
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo

Doce plantas condimentarias, alimenticias y medicinales de uso popular en Guatemala.

B. Muestra
1. Extractos diclorometanicos, metandlicos y aceite esencial de: C. grandifolia, E.
foetidum, F. pandurata, L. alba, L. chiapasensis, L. graveolens, O. micranthum, P. dioica,

P. auritum, P. jacquemontianum, P. guajava y T. lucida

2. Cepa ATCC 33291 de C. jejuni (origen humano, cepa de coleccion); UVG 62-1773-6 de
C. jejuni (origen humano, aislamiento clinico) y C. coli UVG 62-1769-9 (origen humano,

aislamiento clinico) Universidad del Valle de Guatemala.

C. Recursos
1. Humanos
a) Seminaristas: Vilma Gricelda Samol Juarez
Berta Corina Santizo Paz

b) Asesor: Lic. Armando Céaceres

c) Revisor: Licda. Margarita Paz

2. Institucionales
a) Laboratorio de Bioensayos Departamento de Citohistologia, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia USAC
b) Centro de Estudios en Salud (CES), Universidad del Valle de Guatemala
c) Laboratorio de Investigaciéon de Productos Naturales (LIPRONAT), Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia USAC

d) Laboratorio de Productos Naturales Farmaya



D. Materiales

1. Equipo
a) Incubadora 36°C
b) Refrigerador 4°C
c) Bolsas Ziploc que formaron parte del ambiente microaerofilico
d) Campana bacterioldgica de flujo laminar
e) Microscopio
f) Balanza analitica y semi analitica
g) Autoclave
h) Incinerador
i) Pinzas
i) Gradilla
k) Pipetas automéaticas
[) Cajas de petri
m) Congelador a -80°C
n) Percolador
0) Rotaevaporador
p) Destiladdor Neoclevenger
q) Desecadora
r) Horno
s) Cristalizadores
t) Embudos de vidrio
u) Probeta de 1000mL
v) Erlenmeyer de 500 y 1000mL
w) Vaso de precipitar de 500 mL

X) Baldn de destilacion de 1000mL

2. Materiales y Reactivos
a) Sobres generadores de microaerofilia CampyGen™ Oxoid
b) Agar base sangre
c) Agar Mueller Hinton
d) Sangre de carnero

e) Glicerol

41
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f) Colorante carbol fucsina

g) Caldo tripticasa soya

h) Solucién salina

i) Peroxido de hidrégeno

j) Reactivo de oxidasa

k) Tabletas de eritromicina MK®
[) Agua destilada

m) Discos estériles de papel filtro
n) Laminas portaobjetos

0) Cajas de Petri

p) Frascos ambar y viales

q) Tubos de ensayo

r) Hisopos estériles

s) Asas de nicromo

t) Pipetas Pasteur

u) Papel filtro

v) Algodon

w) Bandejas de plastico y aluminio
x) Diclorometano

y) Metanol

z) Pentano

E. Metodologia
1. Preparacion de extractos (86)
a) Se pesaron de 150 a 250g de materia seca vegetal tamizada y se colocé en una
bandeja de aluminio
b) Se colocd algodén en la parte inferior del percolador, y papel filtro para cubrir el
fondo
c) Se humedecio la materia vegetal con cierto volumen de diclorometano o metanol
(dilucién 1:5), segun fue el caso
d) Se transfirié todo el material vegetal al percolador y se cubrié con el disolvente
e) Se dejo reposar por 24 horas, para que se disuelva la parte de la planta

seleccionada



f)

9)

h)

)

k)
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Se recolectd en un erlenmeyer todo el disolvente agregado y se coloc6é en un
balén de destilacion de 1,000mL

Se verificd que todas las conexiones eléctricas estuvieran conectadas, el nivel del
bafio de calentamiento fuera adecuado y la llave de alimentacion del refrigerante
estuviera cerrada

Se coloco el balén con la muestra y se sujet6 con la llave correspondiente y se le
asigno una rotacién de 50% y una temperatura entre 40-60°C

Se encendi6 la bomba de vacio, si el disolvente a utilizar fue metanol, cuantas
veces fuese necesario hasta agotar el disolvente

Se inici6 la destilacién del extracto con la recuperacion del disolvente, hasta que
estuviera semisolido

Se agreg6 el disolvente recuperado al percolador que contiene el material vegetal
(esta operacion se repitié dos veces antes de iniciar la concentracion)

Una vez concentrado el extracto se retird el balén, y el extracto obtenido se colocé
en cristalizador de vidrio previamente tarado

Se colocé en la desecadora durante 7 a 15 dias

Se verificé la consistencia sélida del extracto y se guardd en frascos ambar
previamente tarados y se almacené en refrigeracion a 4°C

Se calcul6 el porcentaje de rendimiento del extracto obtenido

2. Preparacion de aceites esenciales (86)

a)
b)
c)

d)
e)

f)

9)

h)

Se molieron 25g de materia seca vegetal

Se colocaron en un balén de destilacion de 1,000mL

Se agregaron aproximadamente 500mL de agua hasta cubrir todo el material
vegetal

Se conectd la bomba que circula la solucién de enfriamiento por el refrigerante

Se llen6 con agua destilada el tubo N hasta el nivel B del tubo graduado

Se agregaron 2mL de disolvente orgénico (pentano) en el tubo K utilizando una
pipeta Pasteur y se coloco el tapdn al tubo hasta que empezara a destilar el aceite
Se dejo destilar a temperatura constante durante 2-3 horas, se mantuvo un flujo de
destilacion de 2-3mL por minuto

Se determiné el tiempo de destilacion a partir de que empezara a obtenerse el

aceite
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i) Se midi6 la capa superior del aceite esencial recogido en el recipiente graduado

j) Se dejo transcurrir 10 min después de terminar el calentamiento antes de colectar
el aceite

K) Se abri6 la llave, y se dejé caer el agua y se descartd. Se recibio la parte organica
en un vial y se agreg6 al tubo K aproximadamente 1mL del disolvente organico
utilizado anteriormente, para lavar y arrastrar todo el aceite recuperado

[) Se eliming el disolvente orgénico utilizando bafio Maria

m) Se peso el aceite obtenido, y se vertidé en un vial color ambar y se almacené a 4°C

n) Se determind el porcentaje de rendimiento del aceite esencial obtenido

3. Resiembras de cepas de Campylobacter (87)

a) Se utilizaron las cepas de C. jejuni ATCC® 33291, UVG 62-1773-6 y C. coli UVG
62-1769-9

b) Se realizaron resiembras en agar sangre de carnero 7%

c) Se tomaron los viales que contienen la bacteria, los cuales estan almacenados en
un congelador a -80°C utilizando el asa bien caliente

d) Se eligi6 la muestra del hielo y se colocd un in6culo inicial, posteriormente se
realizaron cuatro inéculos perpendiculares al indculo inicial

e) Se dej6 incubar en condiciones de microaerofilia (CampyGen™ Oxoid) a 36°C por
48 horas

f) Se examinaron las cajas de agar y se observaron colonias mucoides, planas y
extendidas sobre la superficie del medio (efecto de swarming), o colonias
pequefias, de color blanco grisaceo, en forma de gotas de rocio

g) Se comprobd la identidad de las colonias por tincién con carbol fucsina, prueba de
oxidasa, catalasa e hidrdlisis del hipurato

h) Una vez identificadas, se almacenaron las colonias en viales con tripticasa soya y
glicerol al 20%, hasta el momento de realizar el ensayo de actividad

antimicrobiana

4. Curva de actividad dosis/efecto
a) Se prepararon soluciones de eritromicina MK® a diferentes concentraciones: 0.60,
1.21y 2.43ug

b) Se impregnaron discos estériles con 50ul de cada concentracion
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c) Se realizé la siembra de la cepa ATCC 33291 en agar Mueller-Hinton sangre de
carnero 7%

d) Se colocaron los discos impregnados sobre la resiembra

e) Se dej6 incubar por 48 horas en ambiente microaerofilico

f) Los resultados fueron interpretados, un halo menor o igual a 13mm fue
considerado resistente, un halo entre 14 y 22mm fue considerado intermedio,
finalmente un halo mayor o igual a 23mm fue considerado susceptible

5. Ensayo de actividad contra cepas de Campylobacter por extractos y aceites esenciales
de especies vegetales (87)
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 especies
vegetales, mediante discos impregnados por los mismos, utilizando agar Mueller-Hinton
sangre de carnero 7%
a) Preparacion de dilucién del extracto a concentracion conocida 200ug/mL
i) En un vial se pes6 0.0120mg de cada extracto y se disolvié en 3mL de metanol
absoluto
ii) La solucién anterior se filtr6, para ello se emplearon filtros de éster de celulosa
mixta de 25mm de diametro
iil) De esta solucion se tom6 un volumen de 50uL para obtener una concentracion
de 200ug en cada disco
b) Preparacién del aceite esencial
Se utilizé una sola dosis de 10uL de aceite puro
¢) Impregnacion de discos de difusion
Se impregnaron discos estériles con 50uL de cada solucién preparada (se utilizé un
volumen de 10yL diarios, ya que es la cantidad apropiada que el disco puede
absorber)
d) Preparacion del inéculo
i) Se inocularon de 3 a 5 colonias de las bacterias a estudiar en un vial con 1mL de
caldo tripticasa soya
ii) Se incubo a 36°C por 30 min, se verificé que la turbidez fuera aproximadamente

igual al estandar de McFarland 1.0
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iif) Al alcanzar la turbidez deseada, se inoculé con un hisopo estéril en cuatro
direcciones sobre la caja de agar Mueller Hinton sangre y se dejo reposar por 5
min como minimo, y un maximo de 10

iv) Se colocdé un méaximo de 6 discos con los extractos y aceites esenciales por
caja, en cada una se incluyé un disco de eritromicina (0.60pg) como control
positivo y un disco impregnado con metanol, como control negativo

v) Se incubo en condiciones de microaerofilia por 48 horas a 36°C

e) Interpretacién de resultados
La actividad antimicrobiana in vitro de extractos y aceites esenciales fue estimada
midiendo cualitativamente y cuantitativamente la presencia o ausencia de halos de
inhibicion de crecimiento.
i) Se consideraron activos aquellos extractos y aceites esenciales que originaron un
halo de inhibicion 27mm
i) Se consideraron inactivos aquellos extractos y aceites esenciales que

presentaron un halo <6mm

F. Disefio de la investigacién
1. Tipo de estudio

Estudio experimental, disefio de bloques incompletos (el orden de colocacion de
los discos fue al azar en numero parcial). La determinacién de la actividad inhibitoria in
vitro de los extractos vegetales y aceites esenciales sobre el crecimiento de C. jejuni fue
por el método de difusion en disco.
Se consider6 actividad inhibitoria; la formacién de un halo de inhibicién alrededor del disco
impregnado, de los extractos que resultaron activos se determind la concentracion
inhibitoria minima (CIM). Se realiz6 un minimo de 5 repeticiones para cada extracto y
aceite esencial, para un nivel de significancia de a=0.05, de acuerdo a la tabla de la

distribucién binomial.

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

b) Variable dependiente: Actividad inhibitoria contra C. jejuni.
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3. Andlisis estadistico

El andlisis de los datos fue basado en una prueba de hip6tesis 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 rechaza para el nivel a establecido, y se dira que los extractos y aceites
esenciales evaluados tienen efecto inhibitorio in vitro significativo sobre el crecimiento de
C. jejuni con un valor p=0.0312.



48

Guatemala, 02 de Febrero de 2011

A quien corresponda:

Por este medio, hago constar que el trabajo de seminario de investigacion
“Actividad inhibitoria de extractos y aceites esenciales de especies condimentarias,
alimenticias y medicinales contra Campylobacter jejuni”, form6 parte de la linea de
investigacion que determind la actividad inhibitoria contra microorganismos causantes de
enfermedades transmitidas por alimentos, tales como, Listeria monocytogenes y
Campylobacter jejuni. El mismo se realizé dentro de las instalaciones del Laboratorio de
Bioensayos, en el Departamento de Citohistologia, Facultad de C.C. Q.Q. y Farmacia,
USAC.

El seminario de investigacion se efectud en un periodo de 720 horas, obteniendo
los resultados que se describen a continuaciéon. La instancia oferente le otorga la
aprobacién para su publicacion.

Atentamente,

Lic. Armando Céceres

Asesor
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VIIl. RESULTADOS

Se obtuvieron extractos diclorometdnicos, metandlicos y aceites esenciales de
doce especies condimentarias, alimenticias y medicinales, de uso popular en Guatemala.
Los extractos fueron obtenidos mediante la técnica de percolacion y concentrados en
rotaevaporador y los aceites esenciales por hidrodestilacion con Neoclevenger. El
rendimiento de cada especie vegetal evaluada se muestra en la Tabla 1. En el caso de
los aceites esenciales, igualmente se evaluaron doce especies, sin embargo se obtuvo
aceite Unicamente de nueve. Las hojas de C. grandifolia, E. foetidum y la flor de F.
pandurata proporcionaron un rendimiento tan bajo que fue imposible obtener suficiente
cantidad de aceite esencial mediante la técnica antes mencionada, por lo que no se

utilizaron para el bioensayo.

Para la validacion del método, se evaluaron tres concentraciones de eritromicina,
0.60, 1.21 y 2.43ug; contra la cepa de C. jejuni ATCC® 33291. Los halos de inhibicion

producidos por el antibiético se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. Porcentajes de rendimiento de extractos diclorometanicos, metandlicos y

aceites esenciales obtenidos.

Especie vegetal Parte % % %
utilizada Rendimiento Rendimiento Rendimiento
Diclorometano Metanol Aceites
Esenciales
C. grandifolia Hoja 2.04 231 *NSO
E. foetidum Hoja 3.08 12.60 *NSO
F. pandurata Flor 1.06 1.20 *NSO
L. alba Hoja 9.94 6.42 0.82+0.05
L. chiapasensis Hoja 14.71 15.96 0.91+0.17
L. graveolens Hoja 10.36 11.39 3.08+0.11
O. micranthum Hoja 5.92 6.58 1.42+0.11
P. dioica Fruto 2.89 9.69 0.97+0.42
P. auritum Hoja 20.46 13.43 1.10+0.23
P. jacquemontianum Hoja 7.48 6.65 0.44+0.08
P. guajava Hoja 4.77 13.51 0.20+0.08
T. lucida Hoja 'y 3.86 14.39 0.26+0.05
tallo

Fuente: Datos Experimentales
*NSO: No se obtuvo
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Tabla 2. Actividad de la eritromicina contra C. jejuni ATCC® 33291 empleando la técnica

de difusién en disco.

Concentracion de Halo de inhibicién
eritromicina mm?
Hg
0.60 24.0
1.21 28.0
2.43 33.0

Fuente: Datos experimentales
#mm milimetro. Cada valor es un promedio de cinco repeticiones
independientes

Grafica 1. Diametro de Halo de Inhibicion (mm)
vrs. Concentracion de Eritromicina (pg)

35.00
33.00
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25.00

24.00
23.00

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50
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La actividad inhibitoria fue evaluada en tres cepas de Campylobacter
correspondientes a una cepa ATCC® y dos aislamientos clinicos de muestreos realizados
por la Universidad del Valle de Guatemala. Aunque esta investigacion esta enfocada en la
actividad anti C. jejuni, se incluyé una cepa de C. coli para determinar el comportamiento

en dos variedades del mismo género frente a los extractos y aceites esenciales.

La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos con los extractos diclorometénicos.
Las tres cepas mostraron igual comportamiento, ya que fueron sensibles a un extracto, los
halos de inhibicion fueron de menor tamafio. El extracto de T. lucida fue activo contra C.
jejuni ATCC® 33291 y C. jejuni UVG 62-1773-6. En tanto que el extracto de L. graveolens
fue capaz de inhibir a C. coli UVG 62-1769-6.
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Tabla 3. Actividad inhibitoria in vitro de extractos diclorometanicos de doce especies
condimentarias, alimenticias y medicinales contra cepas de Campylobacter, utilizando la
técnica de difusion en disco®

Especie vegetal Parte C. jejuni C. jejuni C. coli
utilizada ATCC® 33291 UVG 62-1773-6 UVG 62-1769-9
mm° mm mm

E. foetidum Hoja <6.0 <6.0 <6.0
C. grandifolia Hoja <6.0 <6.0 <6.0
F. pandurata Flor <6.0 <6.0 <6.0
L. alba Hoja <6.0 <6.0 <6.0
L. chiapasensis Hoja <6.0 <6.0 <6.0
L. graveolens Hoja <6.0 <6.0 8.0°
O. micranthum Hoja <6.0 <6.0 <6.0
P. dioica Fruto <6.0 <6.0 <6.0
P. auritum Hoja <6.0 <6.0 <6.0
P. jacquemontianum Hoja <6.0 <6.0 <6.0
P. guajava Hoja <6.0 <6.0 <6.0
T. lucida Hoja y tallo 7.0° 8.0° <6.0
Eritromicina (0.60pg) -—--- 23.0 24.0 24.0
Metanol (control negativo) - <6.0 <6.0 <6.0

Fuente: Datos experimentales

# Los discos poseen un diametro de 6mm y una concentracion de 200pg/mL

® mm milimetros. Cada valor es un promedio de cinco repeticiones independientes
¢ Actividad inhibitoria significativa (p=0.0312)

En el caso de los extractos metandlicos, también se observa que los halos de
inhibicion fueron de menor tamafio. El extracto metandlico de L. alba inhibi6 a las tres
cepas evaluadas. Mientras que el extracto de L. graveolens fue activo contra C. jejuni
ATCC® 33291 y C. coli UVG 62-1769-9. En tanto que el extracto de P. jacquemontianum
inhibié a C. jejuni ATCC® 33291, y T. lucida a C. coli UVG 62-1769-9 (Tabla 4).
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Tabla 4. Actividad inhibitoria in vitro de extractos metandélicos de doce especies
condimentarias, alimenticias y medicinales contra cepas de Campylobacter, utilizando la
técnica de difusion en disco®

Especie vegetal Parte C. jejuni C. jejuni C. coli
utilizada ATCC® 33291 UVG 62-1773-6 UVG 62-1769-9
mm " mm mm

E. foetidum Hoja <6.0 <6.0 <6.0
C. grandifolia Hoja <6.0 <6.0 <6.0
F. pandurata Flor <6.0 <6.0 <6.0
L. alba Hoja 10.0° 10.0° 9.0°
L. chiapasensis Hoja <6.0 <6.0 <6.0
L. graveolens Hoja 8.0° <6.0 10.0°
O. micranthum Hoja <6.0 <6.0 <6.0
P. dioica Fruto <6.0 <6.0 <6.0
P. auritum Hoja <6.0 <6.0 <6.0
P. jacquemontianum Hoja 8.0° <6.0 <6.0
P. guajava Hoja <6.0 <6.0 <6.0
T. lucida Hoja y tallo <6.0 <6.0 8.0°
Eritromicina (0.60pg) -—-- 24.0 24.0 24.0
Metanol (control negativo) - <6.0 <6.0 <6.0

Fuente: Datos experimentales

? Los discos poseen un diametro de 6mm y una concentracion de 200ug/mL

® mm milimetros. Cada valor es un promedio de cinco repeticiones independientes
¢ Actividad inhibitoria significativa (p=0.0312)

La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos con los aceites esenciales. L.
graveolens present6 actividad contra las tres cepas del estudio. C. jejuni ATCC® 33291
presento resistencia a los aceites esenciales de P. jacquemontianum y P. guajava. C. coli
UVG 62-1769-9 fue resistente al aceite esencial de T. lucida. C. jejuni UVG 62-1773-6 fue

resistente a la mayoria de aceites esenciales evaluados.
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Tabla 5. Actividad inhibitoria in vitro de aceites esenciales de doce especies
condimentarias, alimenticias y medicinales contra cepas de Campylobacter, utilizando la
técnica de difusion en disco®

Especie vegetal Parte utilizada C. jejuni C. jejuni C. coli
ATCC® 33291 UVG 62-1773-6 UVG 62-1769-9
mm® mm mm

L. alba Hoja 22.0° <6.0 21.0°
L. chiapasensis Hoja 17.0° <6.0 13.0°
L. graveolens Hoja 15.0° 10.0° 25.0°
O. micranthum Hoja 18.0° <6.0 18.0°
P. dioica Fruto 27.0° <6.0 19.0°
P. auritum Hoja 15.0° <6.0 15.0°
P. jacquemontianum Hoja <6.0 <6.0 12.0°
P. guajava Hoja <6.0 <6.0 9.0°
T. lucida Hoja y tallo 13.0° <6.0 <6.0
Eritromicina (0.60pg) - 23.0 24.0 26.0
Metanol (control negativo) - <6.0 <6.0 <6.0

Fuente: Datos experimentales

? Los discos poseen un diametro de 6mm y una dosis de 10uL

® mm-milimetros. Cada valor es un promedio de cinco repeticiones independientes
¢ Actividad inhibitoria significativa (p=0.0312)

Luego de realizar la fase de tamizaje, se procedié a determinar la CIM de las
especies vegetales con probable actividad, esta concentracion permite obtener datos mas

precisos de las propiedades antimicrobianas.

Los resultados indican que el extracto diclorometanico de T. lucida presenté una
CIM de 100ug/mL sobre la cepa de C. jejuni UVG 62-1773-6. Mientras que el resto de
extractos demostraron la misma concentracién inicial evaluada en la fase de tamizaje
(200ug/mL) (Tabla 6).



54

Tabla 6. CIM de extractos diclorometanicos y metandlicos que presentaron actividad anti

Campylobacter en la fase de tamizaje

Especie vegetal Extracto C. jejuni C. jejuni C. coli
ATCC® 33291 UVG 62-1773-6 UVG 62-1769-9
pg/mL pg/mL pg/mL
L. alba MeOH 200 200 200
L. graveolens CH.Cl, >200 >200 200
MeOH 200 >200 200
P. jacquemontianum MeOH 200 >200 >200
T. lucida CHCl, 200 100° >200
MeOH >200 >200 200

Fuente: Datos experimentales
& Actividad inhibitoria significativa (p=0.0312)

En tanto que la CIM de aceites esenciales mostré6 que L. graveolens, O.
micranthum y P. dioica fueron activos a una dosis <1.25yL, un valor menor que el resto de

los aceites esenciales en las tres cepas estudiadas (Tabla 7).

Tabla 7. CIM de aceites esenciales que presentaron actividad anti Campylobacter en la

fase de tamizaje

C. jejuni C. jejuni C. coli
Especie vegetal ATCC® 33201 UVG 62-1773-6 UVG 62-1769-9

HL a° uL o HL a
L. alba 5.0° 8.0 >10.0 <6.0 5.0° 7.0
L. chiapasensis 5.0° 7.0 >10.0 <6.0 10.0 13.0
L. graveolens <1.25° 8.0 <1.25" 7.0 <1.25° 9.0
O. micranthum <1.25° 7.0 >10.0 <6.0 <1.25° 7.0
P. dioica <1.25° 7.0 >10.0 <6.0 <1.25° 8.0
P. auritum 10.0 15.0 >10.0 <6.0 10.0 15.0
P. jacquemontianum >10.0 <6.0 >10.0 <6.0 10.0 12.0
P. guajava >10.0 <6.0 >10.0 <6.0 10.0 9.0
T. lucida 10.0 13.0 >10.0 <6.0 >10.0 <6.0

Fuente: Datos experimentales
& Didmetro de halos de inhibicion
® Actividad inhibitoria significativa (p=0.0312)
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IX. DISCUSION

Para los extractos diclorometénicos, la hoja de P. auritum present6 mayor
rendimiento con 20.46% vy la flor de F. pandurata con 1.06% fue la de menor rendimiento.
De los extractos metandlicos, la hoja de L. chiapasensis present6 el mayor rendimiento,
con 15.96%, mientras que la hoja de C. grandifolia la de menor rendimiento con 2.31%.

En el caso de los aceites esenciales, la hoja de L. graveolens presentd el mayor
rendimiento con 3.08%, mientras que la hoja de P. guajava fue la de menor rendimiento
con 0.20%.

Los extractos diclorometanicos que presentaron actividad inhibitoria significativa
(p=0.0312, segun el valor establecido en el analisis estadistico), contra Campylobacter
fueron L. graveolens y T. lucida. El diclorometano permite obtener compuestos con
determinadas caracteristicas quimicas por su naturaleza apolar, dichos compuestos
pertenecen al grupo de terpenoides, resinas y aceites, los cuales presentan actividad
bactericida atacando la membrana celular a través de la bicapa lipidica, desencadenando
una serie de acciones que causan la destruccién bacteriana (88).

Los extractos metandlicos de L. alba, L. graveolens, P. jacquemontianum y T.
lucida fueron los que presentaron actividad inhibitoria significativa (p=0.0312). El metanol
es un disolvente polar que permite extraer la gran mayoria de sustancias naturales de
interés tales como, los alcaloides, flavonoides, terpenos, taninos, saponinas, entre otros.
En general, la accidn bactericida de estas sustancias es formar canales i6nicos tanto en la
membrana como en la pared celular, aumentando la permeabilidad de la misma,

permitiendo la entrada de compuestos quimicos presentes en este extracto (88).

Los extractos de L. chiapasensis y L. graveolens (etandlicos), fueron evaluados
con anterioridad en la busqueda de actividad anti C. jejuni, sin embargo no se encontrd
actividad alguna (58, 59). En el presente estudio, fue evidente la actividad inhibitoria
significativa (p=0.0312) de L. graveolens en ambos extractos (diclorometanico y
metandlico) (Tabla 3 y 4). Esta discrepancia, se explica primeramente, por la polaridad de

los disolventes utilizados para la preparacion de los extractos. Segundo, por la
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composicion de cada especie vegetal que varia de acuerdo al origen, la especie y el
organo de la planta, las condiciones climéaticas y de crecimiento. Y tercero, el método
utilizado para evaluar la actividad antimicrobiana, el volumen del in6culo, el medio de
cultivo utilizado, pH del medio, temperatura, condiciones de microaerofilia y el tiempo de
incubacién. Cabe resaltar que en los estudios mencionados y en este, se utilizé la misma
técnica (difusién en disco), pero puede variar entre ensayos, por la naturaleza del extracto
que impide la difusién uniforme de las sustancias incluidas a través del medio, diferencias

en el crecimiento bacteriano y la solubilidad en si del extracto.

Los aceites esenciales presentaron mayor actividad inhibitoria, comparada con la
de los extractos diclorometanicos y metandlicos. Ademas, puede observarse que los halos
de inhibicién producidos por los aceites esenciales fueron considerablemente de mayor
tamafio. Esto coincide con otros estudios, que indican que los aceites esenciales son
constituyentes que poseen una fuerte actividad inhibitoria, sobre una amplia variedad de

microorganismos.

Los aceites esenciales se caracterizan por ser una mezcla compleja de varios
compuestos pertenecientes a hidrocarburos (compuestos terpénicos), alcoholes,
aldehidos, cetonas, ésteres y fenoles. La naturaleza antimicrobiana de los aceites
esenciales aparentemente estd relacionada con su alto contenido de compuestos
fendlicos. Asimismo, su actividad puede estar relacionada con la configuracion estructural
de sus constituyentes y su grupo funcional y posibles interacciones sinérgicas entre sus
componentes. Por lo que la actividad biol6gica no se puede atribuir a un compuesto en

particular (89).

Una caracteristica fundamental de los aceites esenciales y sus componentes es su
“hidrofobicidad”, la cual le permite distribuirse en los lipidos de la membrana celular y
mitocondrial, alterando su estructura y haciéndolas mas permeables lo que desencadena
una serie de procesos entre los que se mencionan, degradacién de la pared celular,
interaccion con su composicion y destruccion de la membrana citoplasmica, dafio a las
proteinas de membrana, causando una fuga de iones y componentes celulares,
coagulacion del citoplasma, dafio en los mecanismos enzimaticos para la produccion de

energia y el metabolismo, lo que lleva finalmente a la muerte celular (4).
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A pesar de la naturaleza apolar del aceite esencial de T. lucida y la posible
presencia de este en el extracto diclorometanico, no se encontr6 correlacion en ambos.
Unicamente entre el extracto de L. graveolens y su aceite esencial. Indicando que no
necesariamente los compuestos extraidos entre uno u otro tienen actividad inhibitoria, o
porque durante el proceso de hidrodestilacion ocurren reacciones que modifican la

composicion quimica del aceite esencial.

La CIM se define como la menor concentracion de un compuesto que inhibe el
crecimiento de microorganismos. Los aceites esenciales de L. graveolens, O. micranthum
y P. dioica mostraron una CIM <1.25yL, resaltando que la actividad inhibitoria de L.
graveolens sobre las tres cepas evaluadas fue significativa (p=0.0312). Diversas
investigaciones realizadas sobre esta especie vegetal, han demostrado actividad
inhibitoria sobre una variedad de microorganismos entre los que se mencionan a E. coli,
L. monocytogenes, P. aeruginosa, S. aureus y S. enterica. Dicha actividad se atribuye
principalmente a la accién antimicrobiana del carvacrol y timol, compuestos quimicos muy
similares estructuralmente, presentes en este aceite esencial, que tienen un grupo
hidroxilo en diferente posicion del anillo fendlico (Anexo 3). La mezcla de los dos, en
cantidades apropiadas da un efecto aditivo sobre la inhibicion total, aumentando la
permeabilidad de la membrana celular, lo que afecta la integridad de la misma,

perjudicando ademas la homeostasis y el equilibrio de iones inorganicos (90).

De las tres cepas evaluadas, se encontré que C. jejuni UVG 62-1773-6 fue mas
resistente a los extractos y aceites esenciales, una explicacién, es que muchas bacterias
se adecuan a las condiciones ambientales a las que son expuestas. Un ejemplo de ello es
que algunas cepas bacterianas son capaces de tolerar altas concentraciones de
sustancias, estos mecanismos no se conocen con detalle, aunque una posibilidad, es que
modifiquen la membrana externa de la envoltura celular, activando los sistemas para
remover los compuestos téxicos que las afectan. Otra explicacion, es que esta cepa
bacteriana haya desarrollado resistencia en el hospedero de donde fue aislada, y posea
factores de virulencia que no estdn presentes en las cepas restantes. Estudios en el
campo de la microbiologia, han revelado que los microorganismos son extremadamente
ingeniosos para superar la amenaza contra agentes quimicos, lo que las hace

multiresistentes (91).



58

Un estudio paralelo a este, realizado en 2010, utilizando extractos de las mismas
especies vegetales contra L. monocytogenes, demostrd actividad inhibitoria significativa
(p=0.0312) del extracto diclorometanico de E. foetidum y T. lucida, a una concentracion de
200ug, siendo esta dltima similar a la presente investigacion. Mientras que los extractos
metandlicos no presentaron actividad, comparado con este estudio, donde L. alba, L.
graveolens, P. jacquemontianum y T. lucida si presentaron actividad inhibitoria
significativa (p=0.0312) contra Campylobacter, a una concentraciéon de 200ug/mL. En
cuanto a los aceites esenciales se demostré actividad inhibitoria significativa (p=0.0312)
de L. alba, L. graveolens y P. dioica, a una dosis de 6uL (92), en comparacion con este,
las nueve especies de las que se obtuvo aceite esencial, presentaron actividad a

diferentes dosis (Tabla 7).

Con los resultados obtenidos se demuestra que las especies vegetales que
presentaron actividad inhibitoria significativa (p=0.0312), especialmente los aceites
esenciales, pueden ser utilizadas como una alternativa natural, en respuesta a la
demanda que actualmente el consumidor tiene frente al uso de conservadores artificiales,
para la preservacion de alimentos. Este tema ha sido de gran interés en los Ultimos afios,
y para el cual se han realizado varias investigaciones en la busqueda de nuevas vias para
inhibir el crecimiento de microorganismos, manteniendo la calidad, frescura y seguridad

de los alimentos.

Tomando en cuenta que en la poblacion guatemalteca, las especies vegetales
incluidas en esta investigacion, son conocidas popularmente y utilizadas para la
preparacion de alimentos, ya que son adicionadas en una amplia variedad de comidas
para sazonar y dar un sabor caracteristico, asimismo son empleadas en la medicina
tradicional, por lo que se sugiere incluirlas en investigaciones futuras, que aporten datos
para su aplicacion en el desarrollo de novedosos sistemas para la preservacion de

alimentos, y de esta forma se permita ofrecer productos seguros, naturales y de calidad.
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X. CONCLUSIONES

El extracto diclorometdnico de L. graveolens presentd actividad inhibitoria
significativa (p=0.0312) contra C. jejuni ATCC® 33291 y C. coli UVG 62-1769-9 a
una concentracion de 200ug/mL, mientras que T. lucida inhibié a C. jejuni UVG 62-
1773-6 a una concentracion de 100 pg/mL.

Los extractos metandlicos de L. alba, L. graveolens, P. jacquemontianum y T.
lucida, mostraron actividad inhibitoria significativa (p=0.0312) a una concentracion

de 200ug/mL, en las cepas evaluadas.

Los aceites esenciales de O. micranthum y P. dioica mostraron una CIM <1.25uL
sobre C. jejuni ATCC® 33291 y C. coli UVG 61-1769-9, indicando que estos fueron

los de mayor capacidad inhibitoria.

El aceite esencial de L. graveolens mostré ser mas efectivo contra las tres cepas
bacterianas evaluadas, al mostrar una CIM <1.25uL, lo que permite proponer a
esta especie en futuros programas de aprovechamiento para diferentes usos y

aplicaciones.

. Se encontrd que C. jejuni UVG 62-1773-6 presentd multiresistencia a los extractos

y aceites esenciales evaluados.

Esta investigacion encontré actividad inhibitoria del extracto diclorometanico de T.
lucida y los aceites esenciales de L. graveolens y P. dioica, al igual que la

reportada contra Listeria sp.
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Xl. RECOMENDACIONES

Continuar con la busqueda de la actividad biol6gica anti Campylobacter, y de esta
manera realizar una base de datos, para conocer las especies vegetales que

puedan utilizarse con fines médicos o a nivel industrial.

En vista del potencial y la actividad antimicrobiana encontrada en el aceite esencial
de L. graveolens, se recomienda su aplicacion en productos fitofarmacéuticos y

alimenticios, para optimizar la calidad de los mismos.

Realizar estudios biologicos y fitoquimicos introduciendo otras variables como,
colecta en diferentes épocas del afio, altitud y diferentes condiciones climaticas,

para comprobar la actividad biolégica.

Realizar estudios fitoquimicos y farmacoldgicos de los aceites esenciales y
extractos que presentaron actividad, para reafirmar y ampliar la informacién acerca

de su capacidad bactericida.

Evaluar las propiedades antioxidantes de las especies vegetales que presentaron
actividad, ya que se ha reconocido que la presencia de estos, fortalece la actividad

antimicrobiana de las mismas.

Efectuar estudios adicionales del extracto diclorometanico de T. lucida, y los
aceites esenciales de L. graveolens y P. dioica, ya que estas especies presentaron
actividad contra Campylobacter y Listeria sp, y de esta manera permitan ser
integrados como una propuesta de aprovechamiento en la industria farmacéutica y

alimenticia.

Evaluar las mismas especies vegetales incluidas en esta investigacion, utilizando
otras metodologias, considerando a este un microorganismo fastidioso, que
permita determinar cual es la mas indicada para realizar este tipo de

investigaciones.
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ANEXO 1

Caracteristicas Bioquimicas de Campylobacter

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de especies de Campylobacter termotolerantes

__C.Jjgjuni C.coli C.lai C upsaliensis
jejuni Doyle
Hidrdlisis del hipurato + + - - -
Oxidasa + + + + +
Produccién de catalasa + + + + -/d
Reduccion de nitratos + - + + +
Produccion de SH-» - - -/d - -
R. Ac. Nalidixico S S S R S
R. cefalotina R V R R S
Indoxil acetato + + + - +
TTC S/id S S
Glycina 1% + + + + V

S: sensible R: resistente d: déhil V: variable TTC: cloruro trifenil tretazolium

Fuente: Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas. Manual de Procedimientos

Campylobacter. Argentina. 2001



ANEXO 2
Tabla 2. Componentes mayoritarios de algunos aceites esenciales con propiedades

antibacterianas

Major components of selected EOs that exhibit antibacterial properties
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Common Latin name of plant source Major components Approximate References

name of EO % composition”

Cilantro Coriandrum sativiim Linalool 26% (Delagquis et al., 2002)

(immature leaves) E-2-decanal 200%

Coriander Coriandrum sativum (seeds)  Linalool 70% (Delaquis et al., 2002)
E-2-decanal -

Cinnamon Cinnamomum zeyvlandicum Trans-cinnamaldehyde  65% (Lens-Lisbonne et al., 1987)

Oregano Origanum vulgare Carvacrol Trace-80% (Lawrence, 1984; Prudent et al., 1995;
Thymol Trace-64% Charai et al.,, 1996; Sivropoulou et al., 1996;
«-Terpinene 2-52% Kokkini et al.,, 1997; Russo et al.,, 1998;
p-Cymene Trace-52% Daferera et al., 2000; Demetzos and

Perdetzoglou, 2001 ; Marno et al., 2001)

Rosemary Rosmarinus officinalis a-pinene 2-25% (Daferera et al., 2000, 2003; Pintore et al., 2002)
Bornyl acetate 0-17%
Camphor 2-14%
1,8-cineole 3-89%

Sage Salvia officinalis L. Camphor 6—15% (Marino et al., 2001)
a-Pinene 4-5%
P-pinene 2-10%
1,8-cineole 6—14%
a-tujone 20-42%

Clove (bud)  Sizvgium aromaticum Eugenol T5—-85% (Bauer et al., 2001)
Eugenyl acetate 8—15%

Thyme Thymus vulgaris Thymol 10—-64% (Lens-Lisbonne et al., 1987,
Carvacrol 2-11% McGimpsey et al,, 1994;
«-Terpinene 2-31% Cosentino et al., 1999; Marino et al., 1999,
p-Cymene 10-56% Daferera et al., 2000; Juliano et al., 2000)

#EOs which have been shown to exert antibacterial properties in vitro or in food models and for which the composition could be found in

the literature.

b percentages of total volatiles rounded up to the nearest whole number.

Fuente: Burt S. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in
foods-a review. Internat J Food Microbiol 2004; 94:223-253
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ANEXO 3

Figura 1. Formula estructural de algunos componentes presentes en aceites esenciales

| D
= @] O L | = / /

geranyl acetate eugenyl acetate trans-cinnamaldehyde
©/DH
HO OH
s
menthol carvacrol thymaol
=
| o h
geraniol eugenol
# | = A~ 0
S,
P N
p=cymene limonene y-terpinene carvone

Fuente: Burt S. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in
foods-a review. Internat J Food Microbiol 2004; 94:223-253
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Tabla 3. Informacion general de las especies vegetales estudiadas
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Familia Especie 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
Apocynaceae Fernaldia pandurata 1152 Gualan, Zacapa N15° 06'55.73" 691 Condimento
W89° 21'40.20"
Asteraceae Tagetes lucida 1127 Cuatro Caminos N14°55°05.70” 2400 Medicinal
San Cristobal W91°26°31.64”
Totonicapan
Lamiaceae Ocimum micranthum 1064 Ecoparcela El N14° 33'06.1” 465 Condimento
Kakawatal Samayac =~ W91° 28°'01.0” Medicinal
Suchitepéquez
Lamiaceae Psidium guajava 1169 Ecoparcela El N14° 36' 7.14" 468 Medicinal
Kakawatal Samayac  W91° 28' 2.22"
Suchitepéquez
Myrtaceae Pimenta dioica 1171 Salama, Baja N 14°33'7.9” 471 Condimento
Verapaz W 91°28°2.6” Medicinal
Piperaceae Piper auritum 1170 Ecoparcela El N14° 33'6.8" 470 Medicinal
Kakawatal Samayac W91° 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 grandifolia 04706* San Juan Chamelco N15°25°26.05” 1368 Medicinal
Alta Verapaz W90°19°41.23”
Verbenaceae Lippia alba 1131 CEDA Facultad de N14° 34.811' 1465 Medicinal
Agronomia, USAC W90° 33.220
Verbenaceae Lippia chiapasensis 43411* Paraje Juchanep N14° 56.106' 2570 Medicinal
Totonicapan W91° 22.259'
Verbenaceae Lippia graveolens 1132 CEDA Facultad de N14° 34.811' 1465 Condimento
Agronomia, USAC W90° 33.220' Medicinal

CEDA: Centro Experimental Docente de Agronomia

*No. de herbario perteneciente al Herbario de la Escuela de Biologia (BIGU), Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
El resto pertenece al herbario de Farmaya, S.A.

**msn: Metros sobre el nivel del mar



