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RESUMEN

El presente estudio se 1levé a cabo con el propésito de confirmar
la actividad antimicrobiana de tres especies del género Lippila
(L. qlba,_L. dulcis vy I,. graveolens), popularmente conocidas como
SaIV}a sija, Orozus Yy orégano. Estas han sido utilizadas
ampliamente en el pais para aliviar y curar diversos tipos de
afecciones. En este estudio se ensayaron dos 6rganos de cada
planta .Slendo ellos hoja Yy raiz, contra diferentes cepas
lbacterianas (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Salmonglla typhi, Shigella flexneri, Streptococcus pyogenes Y
Escherichia coli), Y hongos (Aspergillus flavus, Candida

albicans, Fpidermophyton floccosum, Microsporum gypseum Y
Trichophyton rubrum) .

Se 1llevaron a cabo tres fases experimentales, 1la primera
consistidé en el tamizaje antimicrobiano y antimicético de las
hojas y raices de las tres especies en estudio, seleccionandose
las hojas de L. dulcis (orozus) y L. graveolens (orégano) como
el mejor érgano, debido a que mostraron mayor activ1qad
antimicrobiana que el otro érgano, inhibiendo a las bacterias
ensayadas, lo que indica que la parte aérea tiene mayor actividad
que la parte subterranea.

Las hojas de L. alba (salvia sija) inhibieron a M. gypseum, las
de L. dulcis (orozus) a C. albicans y M. gypseum y las de L.
graveolens (orégano) a los cinco hongos estudiados.

La siguiente fase consistid en averiguar que tipo de disolvente,
es el mas adecuado para obtener el principio activo
antimicrobiano segin su polaridad, empleando para ello una
técnica de percolacién en frio y extraccidéon con Jjeringa,
obteniéndose tres extractos con disolventes de diferente
polaridad: acuoso, etandlico y diclorometano. Para esta fase
se trabajé con 1los microorganismos méas susceptibles a 1las
plantas. Con agua no hubo inhibicién de bacterias Ginicamente de
hongos, para el caso de L. graveolens, con etanol se obtuvo
inhibicién de los microorganismos siempre por L. graveolens y con
el diclorometano fueron inhibidas las bacterias tanto por L.
dulcis como por L. graveolens Yy los hongos en su mayoria
inhibidos por L. graveolens.

Los aceites esenciales obtenidos de las hojas de 1las tres
especies presentaron potente accién inhibitoria contra las
bacterias y hongos lo que demuestra que es el aceite esencial
quien posee la mayor cantidad de principio activo con actividad
antimicrobiana.

Se determind la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de 1los
extractos, con 1los microorganismos que fueron inhibidos,
obteniéndose que el extracto etanélico al 80% de las hojas de L.
graveolens inhibe a S. aureus en concentracién de 1.75 mg/ml y
a M. gypseum y T. rubrum a una concentracién de 2.5 mg/ml. El
extracto diclorometénico de L. graveolens inhibe a cuatro de los
cinco hongos ensayados hasta una concentracién de 2.5 mg/ml.

1
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De las tres especies estudiadas, la gque mejor accion
antimicrobiana presenté, conforme a los métodos empleados fué la
hoja de L. graveolens (orégano).

El analisis estadistico de los resultados se real%z@ por
medio de un analisis binomial: siendo las variables: éxito =
inhibicién del crecimiento (+), fracaso = crecimiento (-). Todos
los ensayos que se presentan como positivos (+) repre§enFa" los
cuatro resultados positivos (repeticiones), lo que indica que
existe una actividad antimicrobiana estadisticamente
significativa (p < 0.1)
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2 INTRODUCCION

Guatemq]fl es un pais rico en tradiciones y cuenta con una
perenc1a cultural, en la cual la medicina natural ocupa un
importante lugar. FEsto unido a que ecolégicamente hay una gran
diversidad botdnica que se encuentra ampliamente distribuida en
las distintas regiones del pais, hacen que el uso de éstas sea
una alternativa de tratamiento con buenas posibilidades de éxito.

Desde hace varios afios se estdn llevando a cabo estudios y se han
e§tablec1do métodos y técnicas experimentales para validar
cientificamente el uso popular de las plantas medicinales en el
tratamiento de diversas condiciones patolégicas.

En nuestro pais se han realizado diversas investigaciones de
laboratorio sobre las propiedades antimicrobianas de diversas
plantas, pero se hacen necesarios mas trabajos al respecto, a fin
de qeterminar cuales de ellas poseen efectivamente dicha accién
antimicrobiana y asi mismo estandarizar una metodologia adecuada

que permita obtener resultados concisos Yy confiables.

El presente estudio pretende confirmar la actividad
antimicrobiana contra bacterias (Staphylococcus  aureus,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhi y Shigella flexneri), y hongos (Aspergillus
flavus, C. albicans, Epidermophyton floccosum Y Trichophyton
rubrum), de los extractos de tres especies del género Lippia (L.
alba, L. dulcis, L. graveolens), preliminarmente evaluadas en
estudios anteriores. Es necesario evaluar con mayor profundidad
dicha accién, utilizando una metodologia que permita confirmarla
y validar de esta manera en forma cientifica, el uso popular de
estas plantas para el tratamiento de una variedad de procesos

infecciosos.
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3  ANTECEDENTES

3.1 DMedicina tradicional en Guatemala -

La practica médica tradicional no ha surgido casualmente en
Guatemala{ gino que es el resultado de la acumulacién histérica
de conocimientos aportados por 1la cultura aborigen y la
1ncorpora016n de aquellos traidos por 1los conquistadores Yy
cqlop}zadores espafioles en el siglo XVI. Esta acumulacién, que
siguidé un peculiar proceso histérico, fue méds tarde enriquecida
por los avances médicos logrados en otros paises de Europa y en
los Estados Unidos de América (1).

Los Mayas, a semejanza de muchos pueblos cultos de la antiguedad,
dieron a la medicina un caracter sagrado cuya liturgia solo era
conocida y ejercida por iniciados y sacerdotes, que la heredaban
como patrimonio familiar de generacidn a generacién (2).

Las enfermedades fueron consideradas por los indios como un
castigo de los dioses, especialmente en los casos graves O en
aquellos cuya curacién ignoraban. Recurrian a hechiceros que
mediante invocacién, uso de plantas alucinbgenas Y ritos
singulares, procuraban aplacar a los dioses para lograr la
curacioéon del enfermo. Los hueseros, cirujanos y hierberos
curaban las enfermedades con infusiones, emplastos, operaciones
sencillas, entablillados y masajes (3, 4).

Entre las enfermedades descritas por los Mayas estdn el asma,
neumonia, diarrea, disenteria y parasitismo intestinal. La
neumonia era frecuente y en algunos casos con resultados fatales.
La diarrea y la disenteria, posiblemente endémica, se trataban

en forma magico-religiosa o por medio de plantas (5).

E1 Popol-Vuh, texto indigena prehispanico de gran significaciodn
histérica, plasma la realidad vivida por los pueblos Maya-Quiché,
segiin su propia cosmovisién. En el se contemplan los aspectos
magico-religiosos que intervienen en el arte de curar (1).

Testimonios de historiadores Yy religiosos de la época colonial
(siglo XVI) enriquecen la historia de la medicina tradicional en
Guatemala. Asi, el historiador Francisco Antonio de Fuentes y
Guzman, dedicé varios capitulos en su obra “Rgcordac@ég Florida"
a la descripcién de algunos especimenes botanicos utilizados por
los indigenas de la época prehispénica como medles.terapeutlcos.
Igualmente, relata casos tratados y curados por médicos indigenas

(6) -

Francisco Ximénez (17
Reino de Guatemala",
arboles enfatizando sob

21), en su croénica "Historia Natural del
describe a un gran nimero de plantas Yy
re la utilidad medicinal de éstos (7).

pedro Cortez y Larraz, religoso espafiol, }legé a Guatemalg en el
afio de 1768 para hacerse cargo dgl arzobispado de la regidn que
comprendia 1los actuales territorios de qUatemala, El Salvador y
Nicaragua. Cortéz, en forwa muy generalizada, relata el ;echgzo
de los indigenas a los medicamentos recetados por los botlcarios

4
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! randes s s
curanderos (1) . gre s distancias en busca de los

No obstante que los siglos XV al XVII, son reconocidos como
perio§o§ de auge y florecimiento de la medicina en Espafia, estos
con001m1eqtos no llegaron a Guatemala sino hasta el siglo XVIII.
pa poblacién criolla estuvo a expensas de los boticarios, que
fgqgian como médicos y de los barberos que practicaban 1la
cirugia. A finales del siglo XIX y transcurso del siglo XX, ha
sido la medicina de los paises desarrollados del Norte la que ha
alcanzado un mayor auge y dominio, razén por lo que ha influido
para institucionalizarse en los paises de América Latina (1).

La historia pone de manifiesto que la medicina académica no ha
sido un recurso al alcance de los estratos socioecondémicos bajos

de 1la poblacidén Latinoamericana y que los grandes cambios
logrados en la medicina tradicional de Guatemala, se
desarrollaron durante el periodo de la conquista y colonizacién
espanola. Sin embargo muchos de los elementos bédsicos de la
medicina tradicional se mantienen gracias a la lucha del pueblo

por mantener vigente su cultura (1).

3.2 Accién antimicrobiana vegetal

El término antibiético fue incialmente aplicado a substancias
producidas por hongos o bacterias que inhibian los procesos
vitales de microorganismos distintos de su especie. Actualmente,
se ha extendido a constituyentes de plantas superiores con
efectos similares aungque en menores concentraciones (8).

Los antibiéticos actdan a nivel celular y su acciébn se basa
principalmente en uno de cuatro mecanlsmos:

i - | Interfiriendo con el acido para - aminobenzdéico (que
participa en la sintesis de folatos) e inhibiendo asi

la multiplicacién celular.

Inhibiendo la sintesis de pared celular por un blogueo

3.2.2
de transpeptidasa.
8.2.3 Disociando la estructura lipoprotéica de la pared
celular. .
3.2.4 Impidiendo 1la sintesis protéica bacteriana.

Muchos compuestos de origen natural son investigados afio con afo
estructuras con actividad

la pbtsqueda de nuevas .
El valor terapeitico de un nuevo antibacteriano

en
dades y de sus interacciones (8).

antimicrobiana. ‘
depende de muchas prople

Entre los principales estudios relacionados con la accidén
antimicrobiana de las plantas, podemos mencionar:

colaboradores, realizaron experimentos

Mitscher Yy

Escaneado con CamScanner



utilizando extractos etan6l

superiores en 7 microor icos de 1248 especies de plantas

Gram positivo Gr ganismos representantes de bacterias

levaduras; encont ram negativo, 4cido resistentes Yy

efecto contra al rando que 26% de las plantas tuvieron
guno de los microorganismos (9).

- Macrae c
de 34 pgangggﬁggéﬁ:ﬂif,'cplectaron Y prepararon extractos
las cuales 16 se usan milia Euphorblchac del Amazonas, de
fueron evaluad an como agente medicinal. Los extractos
- 1ados  por su habilidad inhibi 1
crecimiento de bacteri ilida para inhibir e
levaduriformes § las como E. coli y S. aureusj hongos
dermatofitos - . c;mgnv151ae y €. albicans; hongos
gallinae. Eilos.repoth' M. fulvum, M. gypseum x.
fue inhibido por ext ron qug_el crecimiento de E. goll
vy - ractos de s6lo dos de las 34 especles,
21blcans ?ue S. aureus fue inhibido por 26 (76%), C-
corevisiae ? resistente para todos los extractos y S-
ccpecios Lue inhibido por 1los extractos de soélo dos
oy . os cuatro hongos dermatofitos que evaluaron,
ron mas 59n5}b1es a la presencia de los extractos. M.
gypseum fue inhibido por extractos de 97 por ciento, de las
especles, aunque 6 extractos fueron efectivos s6lo en altas
concentraciones (mayor de 2 mg/ml). M. fulvum fue inhibido
por 91 por ciento de las especies evaluadas, 21 por ciento
de estas empezaron con una baja actividad y T. gallinae fue
sensible al 94 por ciento de los extractos y 12 por ciento
empezd con baja potencia (10).

- Khan y colaboradores, reportan que 98 por ciento y 18 por
gleth de 60 especies de plantas medicinales africanas
inhibieron el crecimiento de S. aureus y E. coli (10).

- Rios y colaboradores, evaluaron métodos de difusidn Yy
dilucién para estudiar la actividad antimicrobiana de

plantas medicinales. Un namero de modificaciones se han
hecho en la técnica y en el orden para obtener mejores
resultados. Hay algunos factores como lo son:
composicién de medios de cultivo, microorganismos

evaluados, métodos de extraccién, pH, solubilidad de
algunas muestras en los medios de cultivo, pueden cambiar
los resultados por lo que es dificil usar estos métodos
para estandarizar un procedimiento para el estudio de
plantas antimicrobianas (11).

pellecer y colaboradores, obtuvieron resultados diferentes; para
E. coli a partir de dos extractos diferentes (fenol Yy aceite
esencial de Thymus) . Actividad similar se observd al emplear el
disco de difusién con halos de inhibisién de 41 y 42 mm.
respectivamente, pero cuando hicieron el ensayo por un método de
dilucién, el aceite esencial fue mas activo que el fenol. El
aceite esencial fué mas activo contra S. aureus por el disco de
difusién, pero E. coli fue mas sensible cuando emplearon el

método de dilucidn (11) .
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3.3 [Estudios sobre la Actividad Antimicrobiana de Plantas en
Guatemala

En pugstro.medio, el reconocimiento empirico de las propiedades
antimicrobianas de muchos vegetales data desde tiempos
prehispanicos. El uso del Balché, bebida de miel fermentada con
corteza de L. longistylus con fines terapefiticos, aparece en los
libros del Chilam Balam; en la actualidad han sido demostradas
las propiedades de ésta bebida (12).

Fray.Bernardino de Sahagin en su Codex Florentino, relata el uso
de hierbas y rafces aplicadas en forma local, como también el uso
de una bebida preparada con raices conocidas como '"tecpatli" por
los conquistadores, para el tratamiento de la lepra (13).

_Batres Jauregui refiere que en 1935 se introdujo en la materia
médica la zarzaparrilla que los indios utilizaban desde hacia
cientos de afios para curaciones, ademas de otros remedios como
el guayacdn y el achiote, de los cuales la Farmacopea recibid
muchos beneficios (14).

En nuestro pais es cada vez mayor el namero de antropdlogos,
quimicos, boté&nicos, etc; que muestran interés por dedicarse al
estudio de plantas medicinales (15).

El Centro Mesoamericano de Estudios Sobre Tecnologia Apropiada
(CEMAT), ha realizado varios estudios para demostrar la accioén
antimicrobiana de extractos vegetales en Guatemala entre los
cuales tenemos:

Un estudio acerca de 200 plantas usadas en Guatemala para el
tratamiento de enfermedades dermatomucosas. Basandose en
revisiones de literatura, fueron seleccionadas 89 plantas para
medir su actividad antimicrobiana in vitro contra microorganismos
usualmente causantes de infecciones en la piel y mucosas. Se
prepararon maceraciones etandlicas y se impregnaron en papel
absorbente, una vez secadas, fueron aplicadas por encima del
inéculo estandarizado de C. albicans, E. coli, P. aeruginosa y
S. aureus. Las zonas de inhibicién fueron medidas luego de una
posterior incubacién, observandose dque 28 de. las plantas
eyhibieron alguna inhibicidn in vitro de los microorganismos

evalvados (16).

Se 1llevé a cabo un estudio demostrando que desordenes
gastrointestinales son causa importante de morbilidad en paises
desarrollados y que uno de 1los caminos tradicionales de
tratamiento de estas enfermedades en Guatemla gs.llevarlas a cabo
con plantas medicinales, 385 plantas de 95 familias son empleadas
en Guatemala, para el tratamiento de desordenes
gastrointestinales. La actividad de 84 de las plantas usadas mas
comunmente, fueron demostradas in v1pro contrg cinco
enterobacterias patégenas al hombre (E. coli enteropatqgena, S.
enteritidis, S. typhi, S. dysenteriae y S. flexneri) . Los
resultados indican que 34 (40.48%) plantas inhiben una o mas de
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iﬁﬁiﬁ?&ieangifeﬂfas _evaluadas. La bacteria mAs comunmente
(7.35%) . Las 1 thl (33.73%) y la mas resistente fue E. coll
la actividadlnﬁfaq as qe origen americano que mejor de@ogt;aron
G. stramineum (;mlcrqblaqa fueron: B. crassifolia, D. binioides,
s. lundelii, S. 1 ulmifolia, P. guajava, S. mexicana, S. glauca,
una base C{engifyrp"rea y T. lucida. Estos resultados indican
contra inf . ica para el uso de estas plantas medicinales
ecclones enterobacterianas en el hombre (17).

En otro estudio de 100 plantas usadas en Guatemala para el
tratamiento de dermatofitosis, se escogié una muestra de 52
plantas para evaluacién de su actividad contra dermatofitos. LoS
resultados indican que los extractos de 26 plantas inhiben uno
o mas dermatofitos (FE. floccosum, M. canis, M. gypsum, T.
mentagrophytes y T. rubrum). Los mas inhibidos fueron E.
floccosum (36%), T. rubrum (32%) y T. mentagrophytes (29%); 10S
menos 1nh1bldqs fueron M. canis (24%) y M. gypseum (23%). De las
plantqs americanas que mostraron mejor actividad son: B.
crags%fqlla, C. grandis, C. occidentalis, D. carthagenensis, D-.
robinioides, G. sepium, P. piscipula, S. regelii, S. americanum
y S. nigrescens. Se demostré actividad fungicida y fungistatica
determindndose la concentracién inhibitoria minima. Los
resultados indican que el uso empirico de las plantas para el
tratamiento de dermatofitosis en el hombre es adecuado (18).

En Guatemala durante los afios de 1986 a 1988 se realizd un
estudio donde se emplearon 234 plantas de 75 familias de origen
americano para el tratamiento de infecciones respiratorias. Tres
bacterias Gram positivo que causaron infecciones respiratorias
(S. aureus, S. neumoniae y S. pyogenes) fueron utilizadas, para
escoger 68 de las mas comunmente utilizadas por su actividad, 28
(41.2%) de estas, inhibieron el crecimiento de una o mas

bacterias en esta prueba. S. aureus fue inhibida por 18
extractos de plantas mientras qgue 7 extractos fueron efectivos
contra S. pyogenes. Las plantas de origen americano que

exhibieron actividad antimicrobiana fueron L. alba, L. dulcis,
G. viscosum, Ph. philadelphica, S. brownei, S. nigrescens y T.

Jucida (19).

De un estudio de la actividad antigonorrea de plantas usadas en
Guatemala para el tratamiento de enfermedades transmitidas
sexualmente, las plantas utilizadas con mayor actividad y de
origen americano fueron: B. orellana, C. edulis, C. dioica, D.
robinoides, E. odoratum, G. sepium, P. edulis, Ph. angulata, P.
aduncum y P. juliflora. Estas plantas fueron maceradas con
alcohol al 50 por ciento, evaluandose la actividad in vitro de
los extractos contra N. gonorrhoeae empleando cepas aisladas de
pacientes sintomaticos 'y confirmados por procedimientos

estandares bacteriolégicos (20).
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3.4 Descripcion general sobre las plantas en estudio

3.4.1 Lippia alba Mill N. E. Brown.

3.4.1.1 Familia: Verbenaceae

3.4.1.2 Sinénimos: Lantana alba (Mill), L. geminata HBK
3.4.1.3 Nombres comunes: Juanilama, Salvia santa, Salvia sija.

3.4.1.4 Origen y distribucién: nativa de Guatemala, encontrada
usualmente en laderas zarzosas y a lo largo de
caminos, algunas veces en las orillas de los rios, se
desarrolla en los jardines de viviendas como una
p}apta medicinal (21). Se localiza ademas en Texas,
México, Belice hasta Panami, islas del Caribe y en
América del Sur (22, 23).

3.4.1.5 zona de vida: Bosque seco-subtropical

3.4.1.6 Departamentos: El Progreso, Chiquimula, Guatemala,
Alta Verapaz, Escuintla, Huehuetenango, Sacatepequez
y Solola.

3.4.1.7 Descripcidn

3.4.1.7.1 Habito: Arbustos de 2 m de alto, esparcidamente

ramificados, un poco densanente puberulentos a
estrigosos (21).

3.5.1.7.2 Hojas: Opuestas o algunas Veces ternadas, 1los
peciolos de 2 a 10 hasta de 14 mm de largo; los limbos
de 2 a 7 cm de largo, oblongos, lanceolados-oblongos
u ovalados-oblongos, agudos U obtusos en el apice,
cuneados o atenuados hacia la base y decurrente en el

peciolo, estrigosos-hirtelososc)puberulentos, algunas

veces canescentes, los margenes finamente aserrados

(21) .

igas primeramente subglobosis, cerca de
6 mm de largo, usualmente alargandose de 8 a 12 mm de
largo; bracteas puberulentas, ovqladas, abruptamente
acuminadas, algunas de las de abajo, mucronadas, de 3
a 5 mm de largo. Pedinculos usualmente solitarios en
las axilas. CAliz velloso, de 1.5 a 2 mm de largo.
corola lila péalida, pirpura o blanco con parpura, de

5 a 6 mm de largo (22, 23).

3,4.1.7.3 Flores: En esp
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3.4.1.8 gso§: ' El cocimiento .de la planta es un remedio
oméstico . para disturbios intestinales Y
resplratorios, como sedante y en la diabetes, como

desinfectante en forma de bafios, diaforéticas vy
emenagoga (24).

La infusién de 1las hojas i
\ . p b3 y flores sirve como sedante
gastrointestinal, antiespasmédico en célicos hepaticos y para la

COllng (25). La decoccién de las ramas y flores frescas o
secadas, tomada como un té por las noches y por las mafianas,

actﬁap como estomdquico, febrifugo, la disenteria, calambres
abdominales y frios (26).

3.4.1.9 Cgmponentes quimicos: La planta contiene un 1.2 por
ciento de aceite volatil, compuesto por geraniol

(34.1%), neral (23%), linalool (1.1 %), citronello
(5.8%) (25).

3.4.1.10 Actividad antimicrobiana: El extracto etandlico de
las hojas inhibe el crecimiento de algunas bacterias
causales de infeccién respiratoria, como S. aureus, oS-
pyogenes, S. pneumoniae Yy S. typhi (27).
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3.4.2.3

3.4.2.4

3-‘1.205

3.4.2.6

3.4.2.7

3.4.2.7.1

3.4.2.7.2

3.4.2.7.3

3.4.2.8

Lippia dulcis Trev

Familia: Verbenaceae

Sinénimos: , ,
nimos: Zapania scaberrima (Juss), L. sScaberrima

(Sond) Phyla dulci
' RN 1C1 '
(Moldenke y Fedde). ? (Moldenke), Phyla seaberring

Nombre comin: Orozus

Ori e 3 L . i

matgrE 1Y distribucién: Nativa de Guatemala, en

las Cmﬂiis himedos o secos y terrenos abandonados, en
g 1llas de los rios enmontados. Algunas veces

alrededor de terrenos cultivados. Se extiende del Sur

SE)M°X1CO' Belice hasta Panami e islas del Caribe (21,

Zona de vida: Bosque seco sub-tropical

Departamentos: ‘El Progreso, 2Zacapa, Chiquimula,
Guatemala, E1 Petén, Retalhuleu, Sacatepequez, Santa
Rosa y Solola.

Descripciodn

Habito: Una hierba semilefiosa, perenne, erecta o
decumbente, de 40 cm de alto, fuertemente olorosa, los
tallos a menudo enraisando abajo de los nudos,
estrigosos o glabros (21).

Hojas: Opuestas, en pecidlos de 5 - 1.5 cm de largo,
los limbos roéombicos a ovalados de 1 - 6 cm de largo,
agudos o algunas Vveces acuminados en el éapice,
ampliamente cuneados en la base; los margenes crenado-
acerrados, el haz estrigoso, rugoso al tacto,
esparcida o densamente rugosos en el envés ' Yy
oscuramente glandulares (28, 29).

Flores: En espigas ovoide-globosas al principio,
luego cilindricas, cerca de 6 mm de grueso, las
cabezuelas ocasionalmente alargandose, tanto como 3 cm
de largo en la maduracién; pero usualmente mas cortas,
pedinculos solitarios en las axilas de 1.5 cm de
largo; bractea cuneado-ovalado, obtusasy abruptamente

acuminadas (21, 28).

Usos medicinales: El agua de las hojas y flores
hervidas es bebida para Jos cbélicos. Para casos de
tos corriente Yy tosferina. En México su cocimiento se
emplea como remedio para la tos, catarro, bronquitis,

asma y colico (21, 30).
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Escaneado con CamScanner



La planta e Fon s

remgdio par: ;$qém1ento (100 g/1t de agua), es tomada como un
infusidén como Jn t%SéGCftarros, bronquitis, asma y célicos. En
y expectorante en bronqa planta, se ha bebido como un demulcente

G % uitis co
y el cblico gastrointestina1)&2lr? sedativo para aliviar la tos

Las hojas como infusién
antiespasmodicas de

son consideradas como emenagogas,
diuréticos (21),

dolores menstruales, estimulantes vy

s R € <2 Componentes quimicos: En tallos y hojas, aceites

?§§;12001§? aiganforad°' acidos: aracnico, butirico,
: + llnoléico. Alcoho i a ag s
fltoesterol, les insaturados y esteres

(21) hendriacosano, heptacosano, lippianol

Componentes en flor, tallo Yy hojas:

- alcaloides no cuaternarios
alcaloldes cuaternarios, '

polifenoles (21).
3.4.2.10 Activida? §ntimicrobiana: Las maceraciones etandlicas
y megano{10a§ de L. dulcis han presentado accidn
inhibitoria in vitro sobre S. typhi (31, 32).

El extracto etanélico de la planta inhibe el crecimiento de
algunas bacterias causales de infecciones respiratorias, como S.
aureus, S. pyogenes y S. pneumoniae (27).

3.4.3 Lippia graveolens HBK

334351 Familia: Verbenaceae

3i4:3.2 Sinénimos: Lantana origanoides, L. berlandieri,
Gonioschyum graveolens.

3.4.3.3 Nombre comin: Orégano

3.4.3.4 Origen y distribucién: Es nativa de Guatemala,'se

encuentra en pendientes pedregosas muy secas, en
planicies o matorrales himedos o secos; es habitual en
la aldea, Casas de Pinto, de Rio Hondo, Zacapa y forma
rodales densos en los cerros de la aldea Paso de los
Jalapas, de El Jicaro, El Progreso. Se reporta del
sur de Téxas, México y Nicaragua (21).

3.4.3.5 zona de vida: Bosque seco subtropical, monte espinoso
subtropical.

3.4.3.6 Descripciodn

i ' 2 m de alto, las ramas
4bito: Arbustos delgados dg .
34.3.6-1 gon pubescencia cortamente pilosa (21).

as: En peciolos usualmente de 5 a 10 mm de largo,
Bt ?g;alimboslzblongos a eliptico y ovalado a ovalado-
oblongo; de 2 a 4 cm de largo, usualmente obtusos o

12

Escaneado con CamScanner



redondeado en el 4&pice, algunas veces agudos,
r?dondeados o subcordados en la base, densamente
pllulosos en el haz, suave al tacto, glandular Yy
densamente tomentosos o pilosa en el envés, los
margenes finamente crenados (21).

3.4.3.6.3 Flores: En espigas subglobosas a oblongas, de 4 a 12
mm de largo; bracteas en cuatro filas, ovaladas ©
1angeoladas, agudas, glandular y densamente pilosa;
pedinculos axilares de 2 a 6, de 4 a 12 mm de largo.
Caliz de 1 a 2 mm de largo, glanduloso y velludo.

?gi?la blanca, el tubo estriboso, de 3 a 6 mm de largo

3.4.3.7 Usos medicinales: La decoccidén de las hojas es tomada
como un eficaz antiespasmédico en cbélicos estomacales,
vomitos, como expectorante y en forma de bafhos para la
gripe. La planta en cocimiento con sal y aplicada en
forma de lienzos es muy usada para los golpes (21).

La infusién de las hojas y flores se ha usado como estimulante,
en menagogo y demulcente, la decoccién se ha empleado como
antiespasmédico contra el dolor de estémago y las diarreas (34).

Las hojas en infusién con leche, se ha bebido en afecciones
bronquiales y asma (33). La decoccién de la hoja es tomada (2
cucharadas grandes cada dos horas), para detener la disenteria
y como antiséptica intestinal (26).

3.4.3.8 Usos comestibles

3.4.3.8.1 Locales: Las hojas secas del orégano son utilizadas
en las cocinas como condimento, en guacamole,
ensaladas, chirmol, etc. (21). :

3.4.3.8.2 Revisién bibliografica: Las hojas verdes son muy
usadas para sazonar pescado, salchichas o embutidos y
otros alimentos y en la elaboracidén de un té. (21).

3.4.3.9 Componentes quimicos: Contiene el aceite esencial
carvacrol, de color amarillo, olor fuerte y muy
picante (25).

3.4.3.10 Actividad antimicrobiana
En bibliografia consultada, no se ha reportado
actividad antimicrobiana.

13
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3.5 ])‘ It 10 v b
escripeion e infecciones causadas por los microorganismos en

estudio.

3.5.1 Bacterias

Entre inf :
las infecciones causadas por las bacterias en estudio estéan

la i i i i

ga:troiizfeg?lones respiratorias y las infecciones

skl Ao estinales. Las infecciones respiratorias en Guatemala
segunda causa de muerte. Los agentes patdégenos mas

i?ggitantes de afecciones agudas son los virus, las infecciones
ales son.aceptadas en general como factores predisponentes
para infecciones bacterianas las que ocurren a menudo durante el
periodg de 'recuperacién. En Guatemala 1las infecciones
gastrO}ntestJnales constituyen la principal causa de morbi-
mortalidad sobre todo en la poblacién infantil, de un 60 - 70 por
c1en§o de los nifios que presentan diarrea mueren a causa de 1la
deshidratacidén (35).

3.5.1.1 Pseudomona aeruginosa

Bacilo recto o ligeramente curvo, Gram negativo, no produce
esporas, con flagelos polares monotricos, mdévil, catalasa
p051F1vo, crece a 42°C., produce un olor caracteristico debido
a aminoacetofenona,,y produce dos pigmentos la piocianina, y la

que la hacen fluorescente. Crece con facilidad en los medios
dg cu}tiyo, no fermenta la lactosa. Se encuentran ampliamente
distribuidos en el suelo, el agua, las aguas negras y en el aire.
Alggnas cepas de P. aeruginosa son resistentes a los
antibiéticos, por 1lo que son peligrosas en infecciones
nosocomiales, en general las Pseudomonas son sensibles a los
aminoglucésidos, por ejemplo la amikacina, gentamicina,

penicilina y kanamicina 37).

3.5.1.2 Staphylococcus aureus

S. aureus suele agruparse en pares, tétradas, cadenas cortas y
en racimos. Son bacterias Gram positivo, inméviles. No

formadores de esporas y no poseen capsulas.

LLas cepas patégenas suelen ser coagulasa positivo, hemoliticas
y fermentan el manitol (38, 39). La virulencia de S. aureus se
debe en gran parte a su capacidad de resistir o sobrgvivir a la
fagocitosis. La toxina alfa tiene diversas propiedades que
aumentan su virulencia. Esta proteina mata las células
fagociticas, constrife los misculos lisos, paralizg las paredes
de los vasos sanguineos, €s dermonecrética y en dosis suficiente

mata a los animales de experimentacién (38).

Problamente el factor mas importante para producir enfermgdades
por S. aureus sea la disminucién de las defensas del huésped.
El recién nacido es rapidamente co}oplzado por este
microorganismo, iones estafilocécicas son frecuentes

y las infeccl
durante la infancia y la pubertad (40).
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Puede causar infecciones respiratorias muy graves. Su principal
patologia es la neumonia que puede ser primaria o secundaria; la
primera se manifiesta por fiebre alta, escalofrios miltiples,
cianosils, disnea, dolor de térax y produccién de esputo viscoso,
amarillento rojizo. En la secundaria o hematbégena suele
observarse miltiples infiltrados periféricos que se asemejan a
lesiones embdlicas que evolucionan hasta necrosis con formacién
de abscesos y una elevada frecuencia de empiema y neumotdrax
(41). Otras patologias importantes son la faringitis que se
presenta en pacientes inmunodeprimidos, y la bronconeumonia que
se caracteriza por estertores gruesos y finos (40).

3.5:1.3 Streptococcus pyogenes

Pertenece al género Streptococcus y es clasificado dentro del
grupo A de Lancefield. Es un coco Gram positivo, esférico u
ovoide, de un di&metro menor a 1 um, se agrupan en cadenas
formadas por pares de cocos intimamente unidos, se dividen en un
plano perpendicular al eje mayor de la cadena (42).

Es anaerobio facultativo, su metabolismo es fermentativo y el
principal producto del mismo es el acido lactico. Es catalasa
y oxidasa negativo, no contiene ningin compuesto hemo. Su
crecimiento es éptimo con un pH de 7.4 a 7.6 y a una temperatura
de 36°C (41).

La gran mayoria de los estreptococos del grupo A, poseen capsula,
la cual estad compuesta de A&acido hialurénico. Esta no es
inmunogénica, probablemente debido a la similitud estructural se
mantiene con el sarcolema de los mamiferos, se ha postulado que
juega un papel importante en 1la virulencia de la cepa.
Dependiendo de la cantidad de é&cido hialurdnico que posea la
cepa, asi varia la morfologia de la colonia en medios
artificiales de cultivo, que puede ser mate, mucoide o lustrosa

(42) .

Entre las substancias de mayor importancia liberadas por 1los
estreptococos del grupo A, se encuentran la estreptolisina O y
S, la toxina eritrogénica, la hialuronidasa, y varios tipos de

nucleasas (42).

Se encuentra en el tracto respiratorio superior como causa comin
de faringitis aguda. Las infecciones causadas por esa bac?eria
presentarlfrecuentementracomplicaciones, como: adenitis cervical,
otitis media, mastoiditis y neumonia. Puede dejar graves
secuelas como: fiebre reumdtica y glomerulonefritis aguda (43).
Es universalmente suceptible a la penicilina G, por lo que puede
excluirse la prueba de sensibilidad antibiética en las cepas
aisladas, amenos que el paciente sea alérgico a ésta. En casos
como estos, puede recurrirse al uso de tetraciclina o
eritromicina, como tratamiento alternativo, pero se han reportado

cepas resistentes (39).
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3.5.1.4 Salmonella typhi

Los organismos del género Salmonella son bacilos méviles Gram
negativo, aerobios que en forma caracteristica no fermentan la
lactosa y que son patégenos para el hombre, y los animales por
via bucal, son no esporulados, de longitud variable. La mayoria
de las especies son méviles merced a flagelos peritricos (excepto
S. pullorum y S. gallinarum). Las salmonelas crecen fécilmente
en los medios de cultivo ordinarios, pero no fermentan lactosa,
sacarosa, ni salicina; forman 4cidos y generalmente gas a partir
de glucosa, maltosa, manitol y dextrina (37).

Las salmonelas presentan tres antigenos principales: los
antigenos "H" o flagelares, los antigenos '"O" somdticos (forman
parte de la pared de la célula bacteriana), y los antigenos "Vvi",
antigenos K capsulares especializados se encuentran presentes en
la extrema periferia de la bacteria. Contienen en su membrana
lipopolisacaridos (37).

Es el agente causal de fiebre tifoidea, infeccién que se
caracteriza clinicamente por malestar general, anorexia, cefalea
y fiebre. Puede o no haber diarrea, si se presenta es de
consistencia liquida contiene gran nimero de leucocitos polimorfo
nucleares (44). '

El cloranfenicol es la droga de eleccidén para el tratamiento de
fiebre tifoidea, se ha reportado el uso de trimetroprim-
sulfametoxazole, ampicilina y furazolidone como antibiéticos para
tratamiento alternativo; sin embargo se han encontrado cepas
resistentes al tratamiento de eleccién (45).

3.5.1.5 Shigella flexneri

Las shigelas, son bacilos Gram negativo, delgados, no capsulados,
inméviles, no esporulados. En cultivos jévenes pueden presentar
formas cocobacilares. Son microorganismos anaerobios
facultativos, pero crecen mejor en aerobiosis. Forman colonias
redondas, convexas, transparentes, de bordes enteros que alcanzan
un diadmetro de cerca de 2 mm en 24 hrs. Pueden reconocerse
generalmente en los medios diferenciales por su incapacidad para
fermentar la lactosa, permaneciendo por lo tanto incoloras,
mientras que las colonias de los fermentadores de la lactosa
forman colonias cromdgenas. Todas las shigelas fermentan 1la
glucosa; ninguna fermenta la salicina, con la excepcién de S.
sonnei. La variacidén de la forma colonial lisa (S) a rugosa (R)
estd asociada con la pérdida de la invasividad (37).

El género incluye cuatro especies: S. dysenteriae, S. boydii, S.
sonnei y S. flexneri, las cuales pueden causar disenteria
bacilar. La shigelosis es usualmente endémica y es una causa
importante de morbilidad y mortalidad (37).

Es un microorganismo que tiene la capacidad de invadir 1las

células epiteliales de la mucosa del intestino delgado, donde
proliferan provocando muerte celular. No se conoce si produce
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E;Zt;fiina in vivo. Es suficiente una pequefia dosis de la
Ta gre para provocar una infeccién clinicamente manifiesta.
- OSigfc1on en su forma clinica mis leve se manifiesta por

p ones liquidas, malestar general y célicos. Los casos

graves se manifiestan por fiebre alta, célicos abdominales
intensos, tenesmo y disenteria (46). '

Genera}mepte las shigelas son sensibles a la ampicilina,
tetgac1qllna, estreptomicina, sulfamida, kanamicina, d&cido
nalidixico, cloranfenicol y colistina; sin embargo se han
reportado cepas resistentes (45).

3.5.1.6 Escherichia coli

Bacilo Gram negativo, no esporulado, cuyo habitat natural es el
intestino del hombre y de 1los animales, microorganismo
facultativo, crece bien en muchos medios cominmente utilizados.
Algunas cepas producen beta hemélisis en agar sangre. En medios
de aislamiento entérico, muchas cepas aparecen como colonias
fermentadoras. Muchas cepas son no pigmentadas, méviles,
producen lisina descarboxilasa y utilizan acetato como dnica
fuente de carbono, fermenta la lactosa, el gas de glucosa es
positivo. La tipificacién serolégica de los antigenos de E.
coli, antigeno O, K y H proporciona una atil herramienta
epidemiolégica (47).

Es la causa mas comin de infeccién de las vias urinarias en el
hombre, también puede causar neumonia que se presenta como una
bronconeumonia en parches, a menudo del 1dbulo inferior. Puede
producirse empiema, especialmente en pacientes que han tenido la
enfermedad durante mds de 6 dias. E. coli es una causa mayor de
meningitis neonatal, pero rara Vvez causa meningitis en
poblaciones de mayor edad, puede invadir el torrente circulatorio
durante cualquiera de las infecciones ya mencionadas (47).

Se considera susceptible a la mayoria de los antibiéticos usados
cominmente contra bacilos Gram negativo. Sin embargo, se han
reportado cepas resistentes a la ampicilina, cefalotina,
neomicina y trimetroprim-sulfametoxazol (39).

3.5.2 Hongos

La clasificacién de los dermatofitos (hongos queratinofilicos
taxonémicamente relacionados como un grupo) se basa en sus
caracteristicas morfoldgicas macro Y microscopicas (48).

Actualmente hay 39 especies reconocidas de dermatofitos,

clasificadas en tres géneros l1lamados: Microsporum (16’especies),
Trichophyton (21 especies) Y Epidermophyton (2 especies) (48).

CAPE
C7 st
8 .\
\

17

Escaneado con CamScanner



3.5.2.1 Aspergillus flavus

g;eiiggiiiztzuc%ﬁras tabicadas filampntosas que, por lo general
SGar incubndog 1cotom£a. Los cultivos sobre medio Sabouraud-

S s-veard ados a 37=-40°C se desarrollan como colonia de color
gris-verde con domo central de conidiéforos. Estos sostienen a
las cadenas radiantes de conidios que son caracteristicas (37).

Produce un grupo de compuestos relacionados, la aflatoxina que

?gg)muy toxicas (al igual que carcinégenas) para los animales

3.5.2.2 Epidermophyton floccosum

Es un hongo de crecimiento lento, su colonia es de color blanco
Y algodonosa al principio, luego se torna seca y aterciopelada,
de color verde a canela, la superficie es plana o radiada, en el
reverso presenta un pigmento de color café canela. Presenta
numerosas macroconidias en forma de mazo con 1-5 células. Las
microconidias estan ausentes. Las hifas en forma de espiral son
raras, aparecen clamidosporas solo en cultivos viejos. No
requiere de condiciones nutricionales especiales para su cultivo.
Agente comin de tinea pedis, tinea unguium y tinea cruris. Este
hongo invade la piel y las ufias nunca el cabello (49).

3.5.2.3 Microsporum gypsum

Ataca la piel, el pelo y ufias. Es de crecimiento rapido y de
aspecto pulverulento tiene color pardo claro, algunas cepas
desarrollan un micelio aéreo blanco, lanudo que mas tarde toma
aspecto polvoriento y color pardo claro en el centro con sSurcos
radiantes. El reverso de la colonia tiene color pardo rojizo a
anaranjado (50). :

En el examen microscdpico pueden verse grandes macroconidias en
cadena, de pared delgada, elipsoide, con 4 a 6 tabiques. En los
cultivos primarios se encuentran microconidias en maza,
unicelulares pequenos (50).

Es una especie geofilica que produce tifia esporadica en ninos y
adultos. Se ha aislado del suelo en el mundo entero (50).

3.5.2.4 Trichophyton rubrum

Las colonias presentan crecimiento lento planas o abultadas en
el centro, con una superficie velloza, blanca (algunas cepas
pulverulentas o rugosas), algodonosa que se torna ros?da, pueden
tener mucho o poco micelio. En el reverso.la colonia se forma
un pigmento rojo obscuro en el 95 por ciento de las cepas,
mientras que el 5 por ciento restante dg las cepas se observa un
pigmento més café o no lo tienen. Las microconidias son delgadas
en forma de clava, adheridas en forma alterna a hifas
indiferenciadas o en tallos cortos. No tienen macroconidias, a
excepcién de la cepa pfricana que las tiene abundantes alargadas

y elongadas. No requlere de condiciones especiales de nutricién,
es un agente comin de tineas en piel, ufas y menos frecuente del
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pelo. Es un hongo antropofilico (39).

3.5.3 Levaduras

Se ref}eye a un grupo de hongos que tienen caracteristicas
morfo}oglcas y fisiolégicas de 1levaduras. Todas producen
colon}as hiimedas de consistencia cremosa. Morfolégicamente son
esenclalmente organismos unicelulares, sin embargo algunos de los

hopgos de este grupo producen micelio ademds de las formas
unicelulares (50).

3.5.9.% Candida albicans

Es el agente causal de candidiasis, la cual es una infeccidn
aguda o subaguda, que puede producir lesiones en: boca, vagina,
piel, ufla, bronquios o pulmones y ocasionalmente septicemia,
endocarditis y meningitis. Factores predisponentes: diabetes
sacarina, trastornos del sistema hematopoyético, lesiones, etc
(50) .

Las levaduras o blastosporas son redondas, ovales u oblongas Yy
miden 2.5 por 3 a 14 um aparecen solas o en grupos o cadenas.
En medios nutricionales pobres desarrollan abundantes
pseudohifas. La produccidén de tubos germinales y clamidosporas
esféricas son caracteristicas Gtiles para su identificacidén. Su
crecimiento es aerdbico y de 24 a 36 horas aparecen colonias
pequenas gque llegan a tener 1.5 a 2 mm en 7 dias en agar
Sabouraud. ILas colonias son blancas pero pueden pasar a crema
o beige con el tiempo (39).
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4  JUSTIFICACION

Fx1st9 en 1a‘nqturaleza gran variedad de plantas, que sus efectos
1an sido pogltlvqs contra diversas afecciones, razén por la cual
estas han sido bien aceptadas y se pueden encontrar a la venta

en los mercadps o en establecimientos comerciales 1llamados
"Centros Naturistas".

La qutaja de estos ‘productos, es que la poblacién los acepta con
facilidad por ser de origen natural y debido a la situacién
econémlga del pais, al alto costo de las medicinas y a 1la
aceptacidén cultural generalizada, las plantas constituyen 1la

primera medida de tratamiento al alcance de 1la mayoria de
habitantes.

Se ha demostrado preliminarmente una cierta actividad
antimicrobiana de los extractos, de tres especies del género
Lippia (L. alba, L. dulcis, L. graveolens). Es necesario evaluar
con mayor profundidad dicha accién, utilizando una metodologia
que permita confirmarla y validar de esta manera en forma
cientifica, el uso popular de estas plantas para el tratamiento
de una varidad de procesos infecciosos.
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S  OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

5.1.1 Contribuir a validar el uso de plantas medicinales

empleadas popularmente para el tratamiento de 1los
procesos infecciosos.

5.2 Objetivos Especificos

T I | Confirmar la actividad antimicrobiana contra bacterias
(S. aureus, S. pyogenes, E. coli, P. aeruginosa, S-
typhi y S. flexneri), y hongos (A. flavus, C.
albicans, M. gypseum y T. rubrum) de extractos de tres
especies del género Lippia, cuyas propiedades han sido
evaluadas en forma preliminar en trabajos anteriores.

5.2.2 Determinar el érgano de la planta que posee mayor
actividad antimicrobiana

5.2.3 Determinar en que disolvente se obtiene la mayor
actividad antimicrobiana, sobre los microorganismos en
estudio y la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM).
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HIPOTESIS

La parte aérea, tiene mayor actividad que 1la parte
subterrénea de las plantas en estudio.

Lilppia graveolens posee la mayor actividad antimicrobiana
respecto a las otras especies en estudio.

22

Escaneado con CamScanner



7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de trabajo

g;zrt‘t;iiasque ctﬁan 1l\1ostrado actividad antimicrobiana in vitro,

re5piratoria~( .ades de 1nfgcc1oncs gastrointestinales,

extraccid d?e la piel, diferentes disolventes para la
ién disponibles en el mercado nacional.

7.2  Muestra

7.2.1 Parte aérea y subterrénea de: L. alba, L. dulcis y L.
graveolens.
T.2.2 Cepas de seis bacterias
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Salmonella typhi INCAP ST-001
Shigella flexneri INCAP CDC
Streptococcus pyogenes INCAP 90809
Escherichia coli ATCC 9637
7.2.3 cepas de cinco hongos
candida albicans ATCC 10231
Aspergillus flavus A-75

Epidermophyton floccosum IGSS 761

Microsporum gypseunm M-71

Trichophyton rubrum T-3.5

7.3 Recursos

7.3.1 Recursos humanos

Autor: Br. Julia cristina Mendoza Cruz

Asesor: Lic. Armando Caceres
7:3.2 Materiales

7.3.2.1 Recursos fisicos
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Laboratorio de productos fitofarmacetGticos FARMAYA.

Departamento de Citohistoloqgs B ) .
imi a de ciencias
Quimicas y Farmacia USAcC. g la Facultad de

7:83.2.2 Disolventes y medios
Etanol al 50% y 95%
Diclorometano

Agua destilada

Agar Mueller Hinton

Agar

Sabouraud para produccién de esporas de Takashio

Agar sangre de carnero al 5%

7.3.2.3 Equipo y cristaleria
Balanza analitica

Autoclave

Refrigerador

Incubadora

Mechero

Campana microbioldgica

Unidad de filtracidén con bomba de vacio
Vortex o mezclador

Papel filtro Whatman N° 1
Filtros milipore 0.45 mm
Soporte con anillo gravesande
Tubos con tapdén de rosca
Pipetas seroldgicas

Probeta graduada

Erlenmeyer de 250 y 500 ml [;
Embudo de véastago corto 5
Cajas de petri de 15 mm !
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Algodén

Gaza
Asa de nicromo calibrada

Frascos de color ambar de 3 onzas fluidas

Agitadores de vidrio

7.4 Procedimiento

7.4.1 Seleccidén de plantas

Se .egcogigron tres plantas que presentaron alguna accién
antimicrobiana en trabajos anteriores como lo son tres especies
del género Lippia (L. alba, L. dulcis y L. graveolens) .

7.4.2 Recoleccién y clasificacién

Se recolectaron las plantas en los departamentos de Guatemala Yy
El Progreso para su clasificacion.

7.4.3 Preparacién de las plantas

Las partes de 1las plantas trabajadas se colocaron en secadores
especiales para el proceso, posteriormente se cortaron en pedazos
pequefios y se molieron hasta alcanzar estructuras de 1igual
tamano. Finalmente se almacenaron en bolsas plasticas selladas.

7.4.4 Obtencién de las tinturas vegetales

Para la obtencién de 1a tintura vegetal se utilizaron 10 g de la
materia vegetal y se mezclaron con 100 ml de etanol al 50 por
ciento durante 3 dias. Se filtrdé con membrana de papel filtro

whatman N° 1.
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7.4.5 Obtencidn de aceites esenciales

Se utilizaron 100 g de las hojas de cada una de las plantas y se
mezclagon con 1090 ml de agua destilada durante un dia. Se
efectud la destilacién por arrastre con vapor de agua, el
destl}ado (agua + aceite) obtenido de cada una de las plantas se
mezcld con eter y se colocé en una ampolla de decantacién para
poder separar el aceite del agua, posteriormente se guardaron en
frascos de color ambar refrigeréndose hasta su utilizacién.

7.4.6 Preparacién del medio (Método de Mitscher et al. 1972)
para bacterias y levaduras.

Se prepararon 9 ml de Mueller Hinton y se le adicioné 1 ml del
extracto vegetal de cada planta, posteriormente se virtié en una
caja de petri para su confrontacién microbiana. Se incubdé a 35°C
durante 24 horas para observar crecimiento bacteriano,
almacendndose 1las cajas libres de contaminacién en bolsas
pldsticas a 4°cC.

7.4.7 Preparacién del inéculo

Se purificaron los microorganismos a ensayar e inocularon en un
tubo con 8 ml de agar tripticasa soya inclinado e incubaron a
35°C durante 24 horas. Se inoculd una asada del cultivo puro
microbiano en un tubo con 5 ml de caldo tripticasa soya,
incubandose a 35°C durante 24 horas, para el caso de las
bacterias se diluyd 0.1 ml de la suspensién en 10 ml de solucién
salina estéril (SSE) y en el caso de las levaduras, un mililitro
de la suspensién en 10 ml de solucidén salina estéril.

7.4.8 Demostracién de la actividad

Se inoculd en las cajas con extracto crudo una asada de cada uno
de los microorganismos, siguiendo un patrén de ocho partes
iguales con una zona clara en el centro de la caja, se dejd
reposar durante 5 a 10 minutos y se incubd a 35°C durante 24

horas.
7.4.9 Interpretacién de resultados

Se examind la aparicién de un crecimiento homogéneo en las zonas
de inoculacién y se interpretaron de la siguiente forma:

Si hubo crecimiento (- = negativo) Actividad

Si hay alteracidn morfolégica (p = parcial)
si hay aparecimiento de colonias a lo largo del inéculo (R =
resistencia).

Presencia de microorganismos fuera del lugar de los inéculos
(C=contaminacién) .
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7.4.10

Preparacién del medio (Método de Takashio) para
hongos.,

g:ka2£igor;arigif Sabouraud modificado segln la técnica de
hongos a’e:tGAi A mayor produccién de esporas se inocularon los
Se adiciome ar, luego se incubaron a 27°C durante 15 dias.

& onaron.tres mililitros de agua destilada estéril a cada
tubo Y Se agitd con una varilla de vidrio para hacer una
Suspension homogéneca del hongo, se mezclé la suspensién en un
vortex durante 1 minuto, luego se efectué el conteo de esporas
en una camara de Newbauer para llevar a cabo una concentracién
de 300 esporas por mililitro Yy de 100 por mililitro para A.
flavus, almacenadndose en viales a 4°C hasta su utilizacién.

7.4.11 Preparacion del agar-planta para hongos (Método de Mac

Rae et al. 1980)

Se prepararon tubos de ensayo conteniendo 13.5 ml de medio
Sabouraud estéril y cuando alcanzaron una temperatura aproximada
de.50°q se le agregaron 1.5 ml del extracto del érgano a ensayar
(dilusidén 1:10). Se virtié el agar-planta en cajas de petri
estériles, se esperé a que solidificara y posteriormente se
guardaron en refrigeracién durante 24 horas.

7.4.12 Demostracién de la actividad

Se perforaron 4 pocitos en el agar-planta con la boca de una
campana de Durhan (6 mm de didmetro), inoculdndose 30 pl de la
suspensién de esporas preparada previamente, se incubd a 27°C
durante 24 horas, posteriormente se les didé vuelta a las cajas
e incubaron a 27°C durante 15 dias.

7.4.13 Interpretacién de los resultados

Después de 15 dias de incubacién se midieron los diametros de
crecimiento de 1las colonias alrededor de cada inéculo. Se
calculdé el porcentaje de inhibicién de crecimiento comparando el
didmetro de las colonias control con el de las colonias en cajas
con agar y planta. Se eligieron como positivos aquellos érganos
de la planta que redujeron el diametro de la colonia control en
un 75 porciento.

7.4.14 Seleccién del mejor disolvente

Una vez determinado el o los Organos con mejor actividad
antimicrobiana, se obtuvieron extractos con diclorometano, etanol
y agua. El extracto con diclorometapo se qoncentré en rotavapor
hasta alcanzar una consistencia de miel. Finalmente se suspendié
cada ewxtracto en su respectivo disolvente obteniéndose una
dilucién 1:10, se almacenaron en frascos de color ambar hasta el

momento de la prueba.

Para probar el mejor disolvente, se utilizé el mismo
procedimiento de tamizaje usdndose el o los Organos que
demostraron mayor actividad.
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7.4.10 Preparacig | .
hong;;?clon del medio (Método de Takashio) para

g:kai%igorga;:gir Sabouraud modificado segn la técnica de
hongos aIGQ£dai a mayor produccién de esporas se inocularon los
e adiciongron :r, lqeqo.se incubaron a 27°C durante 15 dias.
tubo y se a igfes mililitros de agua destilada estéril a cada
i, - ](g” 6 con una varilla de vidrio para hacer una
spenslon homogénea del hongo, se mezclé la suspensi6n en un
vortex durante 1 minuto, luego se efectué el conteo de esporas
en una camara de Newbauer para llevar a cabo una concentracién
de 300 esporas por mililitro y de 100 por mililitro para A.
flavus, almacenandose en viales a 4°C hasta su utilizacidén. =

7.4.11 Preparacién del agar-planta para hongos (Método de Mac
Rae et al. 1980)

Se prepararon tubos de ensayo conteniendo 13.5 mnl de medio
Sabouraud estéril y cuando alcanzaron una temperatura aproximada
de_50°q se le agregaron 1.5 ml del extracto del érgano a ensayar
(dlluglén 1:10). Se virtié el agar-planta en cajas de petri
estériles, se esperdé a que solidificara y posteriormente se
guardaron en refrigeracién durante 24 horas.

7.4.12 Demostracioéon de la actividad

Se perforaron 4 pocitos en el agar-planta con la boca de una
campana de Durhan (6 mm de diametro), inoculandose 30 pl de 1la
suspensién de esporas preparada previamente, se incubdé a 27°C
durante 24 horas, posteriormente se les dié vuelta a las cajas
e incubaron a 27°C durante 15 dias.

7.4.13 Interpretacién de los resultados

Después de 15 dias de incubacién se midieron los diametros de
crecimiento de las colonias alrededor de cada inéculo. Se
calculd el porcentaje de inhibicién de crecimiento comparando el
diametro de las colonias control con el de las colonias en cajas
con agar y planta. Se eligieron como positivos aquellos organos
de la planta que redujeron el didmetro de la colonia control en

un 75 porciento.
7.4.14 Seleccién del mejor disolvente

Una vez determinado el o los oOrganos con mejor actividad
antimicrobiana, se obtuvieron extractos con diclororj\etano, etanol
y agua. E1 extracto con diclqrometapo se concentrd en rotavapor
hasta alcanzar una consistencia de miel. Finalmente se suspendid
cada extracto en su respectivo disolvente obteniéndose una
dilucién 1:10, se almacenaron en frascos de color a&mbar hasta el

momento de la prueba.

Para probar el mejor disolvente, se utilizé el mismo
procedimiento de tamizaje usédndose el o los Organos que
demostraron mayor actividad.
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7.4.15 Determinacién de la CcIM.

Se ensayd el 6r
v o ls rgano con e s s 2
actividad contra tres 2l mejor disolvente que demostrd mayor

de bacterias vy 1evaduconce”traCiones (10, 5 y 1 mg) en el caso

ras, con los 1 t 1
extra ’ 1ongos se confrontaron os
actos que presentaron mayor inhibié%én.

7.5 Diseiio estadistico

El andlisis estadisti
< i 126 .
86 fniana Ty o binomigg.de los resultados se realizé por medio

Para la i 2 &
tamizajergii:ifcipn-de la parte experimental, se inicié con un
pe acterlas y un tamizaje para hongos para determinar

e ] &

dété?i?iﬁ Oﬁgano ,de las tres plantas en estudio, 1luego se
con y © el mejor disolvente y finalmente se realizé 1la
oncentracidn inhibitoria minima del mejor disolvente.

feed Disefio estadistico para tamizaje de bacterias

Disefio al azar.

Para este estudio se usara un alfa de 0.1, la prueba de hipodtesis
binomial sera:

Ho: La planta no tiene efecto inhibitorio (p = 0.5).
Ha: La planta si tiene efecto inhibitorio (p > 0.5).

Ho. Se rechazard si la probabilidad de error es menor a alfa =
0.1

Variable binomial: Exito = inhibicidén (+).
Fracaso = crecimiento (-).
7.5.2 Disefio estadistico para tamizaje de hongos
Disefo al azar
Criterio de clasificacidn

Si hay inhibicién: El diametro deberd ser menor o igual al 25%
del didmetro del control.

No hay inhibicidn: El1 diametro debera ser mayor o igual al 26%
del diametro del control.

variable binomial: Exito = inhibicidén (+).

Fracaso = crecimiento (-).
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7-5-3 .:_- Feq » N
Disefio estadistico para el mejor disolvente.

Se trabajé con tr .
: . es dlSO - 1 = - )
el tamizaje. lventes, el disefio fué el mismo que para

7.5.4 Concentracién Inhibitoria Minima (CIM).

iiaggqgijo el o los drganos que presentaron mayor actividad, se
Jaron tres concentraciones (10, 5 y 1 mg), el disefio fue el

2;220 que para el tamizaje para bacterias y hongos seg(n sea el
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8 RESULTADOS

gg iﬁﬁi;egtUdlp se trabajaron las tinturas de las hojas y raices
r vc&f species del género Lippia (L. alba, L. dulcis y L.

gniimiégggz' con el propésito de determinar 1la actividad

flexnari ;ana contra: E. coli, P. aeruginosa, S. typhi, S.

B rloccosun aureus, S. pyogenes y antimicética para A. flavus,
> sum, M. gypseum, T. rubrum y C. albicans.

Ep éa prlmexa_parte del estudio se realizé un tamizaje de las
inturas contxailas bacterias y los hongos a estudiar empleando
para las bacperlas y hongos levaduriformes el método de Mitscher,
el cqal consiste en un método de dilucién en agar inoculado por
e§tr1as Y en el.caso de los hongos se utilizé el método de MacRae
siempre por dilucién en agar y perforando cuatro agujeros
equidistantes en el agar de cada caja con la boca de una campana
de Durhan.

Los resultados obtenidos de los extractos vegetales para cada
bacteria en la fase de tamizaje a una concentracién de 1las
tinturas de 10 mg/ml fueron positivos para las hojas de L. dulcis
y L. graveolens a excepcién de E. coli que no fue inhibido por
L. dulcis y negativo para las hojas de L. alba ya que anicamente
S. aureus fue inhibida. En el caso de las raices ningun extracto
dio actividad antimicrobiana (Tabla 1).

Tabla 1. Fase de Tamizaje de la Actividad Antibacteriana de las
tres especies del género Lippia, Etanol al 50%.

Bacterias
Planta Parte usada A B C D E F
Lippia alba hoja - - = - %+ -
Lippia alba raiz - - - - CLA.
Lippia dulcis hoja - + + + + o+
Lippia dulcis raiz - - - - =, -
Lippia graveolens hoja + + + o+ + +
Lippia graveolens raiz - - - - N
Bacterias ensayadas: A = E. coli, B = P. aeruginosa, C = S.

typhi, D = S. flexneri, E = S. aureus, F S. pyogenes. + =
positivo: Inhibicién (no crecimiento); - = Negativo: No

inhibicién (crecimiento).
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g: fgﬁé;tﬁfdléntimicética donde la concentracién utilizada fue
ﬁnicamente'c Os extractos de las hojas de L. alba fueron activos

seum ontra M. gypseum, L. dulcis inhibié tanto a M.
e como a C. albicans, sin embargo L. graveolens inhibié a

los cinco hongos estudiados i
. . Esta actividad se demostrd en
la tintura de las raices (Tabla 2). g =

Tabla 2. Ease de Tamizaje de la Actividad Antimicética de las
res especies del género Lippia, Etanol al 50%.
Hongos
Planta Parte usada A B c D E
Lippia alba hoja - - + - -
Lippia alba raiz - - - - =
Lippia dulcis hoja = - + -+
Lippia dulcis raiz - - - - -
Lippia graveolens hoja + + + + +
Lippia graveolens raiz - - - =

Hongos ensayados: A = A. flavus, B = E. floccosun, cC = M.
gypseum, D = T. rubrum, E = C. albicans. + = Positivo:
Inhibicién, significativo de porcentaje de crecimiento < 25%; -

= Negativo: No inhibicién, representativo de un porcentaje de
crecimiento > 25%.

Los aceites esenciales obtenidos de las hojas de las tres
especies en estudio, inhibieron totalmente a los microorganismos
excluyendo a S. pyogenes, ya que ésta fue inhibida Gnicamente por
el aceite esencial de L. graveolens (Tabla 3).
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Una vez’determinado el 6rgano con mejor actividad antimicrobiana,
se llevé a cabo la fase de evaluacién del mejor disolvente (agua,
dlclorometqno y etanol al 80%), donde los resultados obtenidos
de L. dulcis con los tres disolventes fueron negativos para el
extracto acuoso y positivos para el extracto con diclorometano
excluyendo a E. coli y S. pyogenes, el etanol al 80% inhibidé a
S. aureus funicamente y el resto de microorganismos no fue
inhibido (Tabla 5), mientras que para L. graveolens el
dlc]oromgpano y etanol al 80% inhibieron a todas las bacterias
a excepcidén de S. pyogenes que fue inhibido Gnicamente por etanol
al 80% (Tabla 5).

Tabla 5. Actividad Antibacteriana de las hojas de L. dulcis y
L. graveolens contra tres disolventes.

Bacterias
Planta Disolvente A B C D E F
Lippia dulcis diclorometano - + + + + -
etanol al 80% - - - - + -
agua - o - - o
Lippia graveolens diclorometano + + + + + . -
etanol al 80% + + + + + +
agua - - - - - -
Bacterias ensayadas: A = E. coli, B = P. aeruginosa, C = S.
typhi, D = S. flexneri, E = S. aureus, F = S. pyogenes. + =
Positivo: Inhibicién (no hubo crecimiento); - = Negativo: No

inhibicién (crecimiento).

n el caso de hongos fue empleada para las hojas de
gypseum fue inhibido por L. alba y
graveolens inhibidé los cuatro

Esta fase, en &
las tres especies ya que M.
L. dulcis, en tanto gque para L.

hongos (Tabla 6).
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Tabla 6. Actividad antimicética de las hojas de las tres
especies del género Lippia con tres disolventes.

Hongos

Planta Disolvente A B o D E

Lippia alba diclorometano ° ° -
etanol al 80% o ° -
agua o o —

Lippia dulcis diclorometano ° ° + ° +
etanol al 80% ° ° . ° -
agua ° ° - ° -

Lippia graveolens diclorometano + + + + M
etanol al 80% + + + + +
agua - + + + -

Hongos ensayados: A = A. flavus, B = E. floccosum, C = M.

gypseum, D = T. rubrum, E = C. albicans. + = Positivo:

Inhibicién, significativo de porcentaje de crecimiento < 25%; -
= Negativo: No inhibicién, representativo de un porcentaje de
crecimiento > 25% del diametro del control, ° = No ensayados.

La fase de determinacién de la CIM, se llevo a cabo para las
hojas de L. dulcis por haber presentado inhibicién para bacterias
y hongos de los que E. coli y S. pyogenes no fueron inhibidos a
una concentracién de 10 mg/ml por el diclorometano sin embargo
el resto de microorganismos fueron inhibidos. S. aureus fue el
Ginico microorganismo inhibido por el extracto con etanol al 80%

hasta 2.5 mg/ml (Tabla 7).

34

Escaneado con CamScanner



Tabla 7. Concentracién I

nhibj i i ojas de
L. dulcis. ibitoria Minima (CIM) de las ho]

Disolvente Microorganismos Concentracién (mg/ml)

10 5 2.5 1

Diclorometano coli - - -

aeruginosa
typhi
flexneri
aureus
pPyogenes

I+ + + + 1
|
I
|

Etanol al 80%

coli
aeruginosa s
typhi -
flexneri -
aureus +
pyogenes -

LR
o 0 o0 o

nhhahhutlm kol

o4+ o0 o o ©
o+ 0 0 0 o
o

+ = Positivo: Significativo de inhibicién, - = Negativo: No
inhibicién. ° = No ensayados.

Para el caso de los hongos se realizé esta fase empleando el
extracto diclorometé&nico contra M. gypseum y C. albicans en el

gque la CIM fue de 5 mg/ml para M. gypseum y para C. albicans de
10 mg/ml (Tabla 8).

Tabla 8. Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de las hojas de
L. dulcis contra M. gypseum y C. albicans.

Disolvente Hongos Concentracidén (mg/ml)
10 5 2.5 1
Diclorometano M. gypseum + + + -
C. albicans + - - o
+ = Positivo: Inhibicién, signi@icqt%vq‘ de porcentaje de
crecimiento < 25%; - = Negativo: No inhibicidén representativo de

un porcentaje de crecimiento > 25% del diadmetro del control.

Se emplearon también las hojas de L. graveolens ya que en la
parte anterior mostraron cierta inhibicidén tanto para bacterias
como para hongos con diclorometano y etanol al 80%, la CIM para
S. aureus con extracto etandélico de L. graveolens fue de 1.75

mg/ml (Tabla 9).
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Tabla 9. Concentracién

Inhibitoria Minima (CIM) de las hojas de
L. graveolens.

Disolvente Microorganismos Concentracién (mg/ml)

10 5 2.5 1.75 1

Diclorometano E. coli

P. aeruginosa
S. typhi

S. flexneri
S. aureus

S. pyogenes

|+ + + + +
|
1
1
1

Etanol al 80% E. Coli

P. aeruginosa
S. Typhi

S. flexneri
S. aureus

S. pyogenes

++++ + +
+ 01
+ 01
+ 11
Lo

+ = Positivo: Significativo de inhibicién (No hubo crecimiento);
- = Negativo: No inhibicién (Crecimiento).
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La CIM para hongos fué de 1 mg/ml (Tabla 10).

Tabla 10. goncentracién Inhibitoria Minima (CIM) de las hojas de
. graveolens contra los cinco hongos en estudio.

Disolvente Hongos Concentracién (mg/ml)

10 5 2.5 1

Diclorometano C. albicans
A. flavus
E. floccosum
M. gypseum
T. rubrum

+ 4+ ++F

4+ +++

+ 4+ + +
|

Etanol al 80% C. albicans
A. flavus
E. floccosum
M. gypseum
T. rubrum

+ 4+ ++ +
|
I
I

Agua A. flavus
E. floccosum
M. gypseum
T. rubrum

+ + t 1
1
|
|

+ = Positivo: 1Inhibicién, significativo de porcentaje de
crecimiento < 25%; - = Negativo: No inhibicién, representativo
de un porcentaje de crecimiento > 25% del diametro del control.

Se realizd ésta fase tnicamente para el aceite esencial de L.
graveolens contra T. rubrum llegandose a una CIM de 5 mg/ml. No
se efectud para las otras dos plantas debido a la poca cantidad

de aceite obtenido.

Todos los ensayos que se presentan como actividad positiva (+),
representan las cuatro repeticiones, lo que indica que hay una
actividad antimicrobiana estadisticamente significativa de t <

0.1.
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9  DISCUSION DE RESULTADOS

El primer i
reséﬁtados Zi%Ziﬁzo:mfortante‘a considerar para analizar los
sl Prbuents eftudi s lo cogstltuyc ¥a metodologia utilizada en
ol 4 empléango .o: En-ano§ anteriores la metodologia que se
e 1.“Pa1a cs%e tipo de estudios era la prueba de
echADLaS qurtggfﬁ.anﬁynl-Klrby modificada) para bacterias y
los ewtrwét 3 1sistia en impregnar discos de papel secante con
8 extrs os de {as plantas a estudiar luego se colocaban sobre
el agar Mueller-Hinton previamente inoculado con las bacterias,

posteriormente se median los halos de inhi i
de incubacién. é e inhibicidén a las 24 horas

sln_embargo en éspe estudio se llevd a cabo la preparacién del
medio para bacﬁcrlas y levaduras empleando la prueba de dilucién
en agar de Mlt;chcr et al. debido a que es rapida, simple
scn51b1g, de bajo costo y se puede determinar la CIM de uné
maceracién contra 6 u 8 microorganismos al mismo tiempo. Esta
prueba consistié en afnadir al extracto vegetal el medio afn
liquido luego se vertid en cajas de petri y se hicieron estrias
de indculos bacterianos en forma radial.

Mientras que los hongos fueron ensayados con una modificacién del
nmétodo de dilucién en agar basandose en el método de MacRae et
al. el cual posee la ventaja de poder medir el didmetro del halo
del hongo ensayado y asi cuantificar el grado de inhibicién de
las plantas ensayadas con respecto a los hongos en estudio.

De acuerdo a estudios efectuados anteriormente, se confirmé 1la
actividad antimicrobiana de las tres especies del género Lippia
(L. alba, L. dulcis y L. graveolens) mediante tres fases, mejor
érgano, mejor disolvente y CIM contra algunos microorganismos Y
se demostrd por primera vez la actividad en otros.

En la fase de eleccién del mejor 6rgano (tamizaje), los extractos
de las hojas y raices fueron enfrentados a bacterias y hongos a
una concentracién de 10 mg/ml. Debe tomarse en cuenta gue para
el estudio de tamizaje efectuado anteriormente para estas tres
especies, se trabajaron tnicamente bacterias gramfpositivo, por
lo gque se pone en evidencia por primera vez la accién presentada
contra las bacterias gram-negativo y hongos. Las hojas de las
tres especies fueron las que inhibieron tanto a bac?erias como
a hongos; L. alba inhibié dnicamente a S. aureus, mientras que
L. dulcis presentd actividad contra la mayqriq dg_las bacterias
a excepcidén de E. coli y L. graveolens inhibié a todas las
pacterias ensayadas. En el caso de los hongos L. alba }nhlblo
solamente a M. gypseunm, L. dulcis a M. gypseum Y C. §1b1cans y
L. graveolens a los cinco hongos en estud{o. Las raices de las
tres plantas no demostraron actividad antimicroblana.

En esta forma se comprueba 1la primera hipépegis planteada que
afirma que la parte aérea, tiene mayor actividad que la parte
subterranea de las plantas en estudio. Por lo que el dérgano que
debe trabajarse para continuar con la elucidaci6n estructural y

38

d

Escaneado con CamScanner



ayo i 3
ensayos clinicos son las hojas, por poseer buena actividad

antimicrobiana y a 1la
vez or se 5
abundante. p r un ©6rgano naturalmente

ggs;ivssg;ndz parte del estudio, se buscaba comprobar con que

S lorobi e obtiene el extracto con mayor actividad
aglaridad ?gpai Para ello se usaron disolventes de diferente
P : iclorometano, etanol al 80% y agua). Se trabajaron
las hojas de las tFeS especies a una concentracién de 10 mg/ml
tanto para bacterias como para hongos. Los microorganismos
ensayados con los tres extractos de L. dulcis fueron negativos
para el extracto acuoso y positivos para el extracto con
diclorometano excluyendo a E. coli y S. pyogenes, el etanol al
80% inhibld a S. aureus Gnicamente y el resto de bacterias no
fgeron inhibidos, mientras que los extractos de L. graveolens con
dlcloromggano y etanol al 80% inhibieron a todas las bacterias
a excepcién de S. pyogenes que fue inhibido solamente por el
etano} al 80% y el extracto acuoso siempre de L. graveolens no
inhibid® a ninguna bacteria. Los tres extractos de L. alba
fueron enfrentados contra M. gypseum, y los de L. dulcis contra
M. gypseum y C. albicans comprobdndose que el de L. dulcis con
diclorometano fué el tunico que inhibié ambos hongos. Los
extractos de L. graveolens inhibieron a los cinco hongos,
excluyendo el extracto acuoso que no presento actividad contra
A. flavus y C. albicans, resultados que nos evidencian que el
diclorometano y el etanol al 80% fueron los mejores disolventes
que extrajeron el principio antibacteriano y antimicdético de las

hojas de las tres especies.

La actividad antimicrobiana de 1los aceites esenciales de las
hojas de las tres especies presentaron resultados interesantes,
de los cuales podemos apreciar su actividad contra las bacterias
y hongos por lo gque es de vital importancia utilizar estos
aceites para la elaboracidn de productos medicinales accesibles
a la poblacidn y asi contribuir al uso popular de las plantas,
en afecciones causadas por algunos de los microorganismos

ensayados.

En cuanto a la determinacién de la CIM de los extractos cuya
actividad fue detectada en la fase anterior se emplearon
concentraciones de 10, 5, 2.5y 1 mg/ml de cada extracto. De los
que L. dulcis con diclorometano presentd inhibicién de M. gypseum
hasta 2.5 mg/ml, y de C. albicans en concentracién de 10 mg/ml.

L. graveolens con etanol al 80% inhibidé a S. aureus a 1.75 mg/ml.
Los tres extractos de L. graveolens fueron ensayados para los
hongos, el extracto acuoso presentd actividad positiva a 10 mg/ml
para E. floccosum, M. gypseum y T. rubrum. El extracto con
diclorometano inhibid hasta 2.5 mg/ml a cuatro de los cinco
hongos y el etanol al 80% a M. gypseum y T. rubrum, sin embargo
A. flavus, E. floccosum y C. albicans fueron inhibidos solamente
con 10 mg/ml del mismo extracto. Con esto podemos indicar que
la mejor concentracidn de inhibicién es de 10 mg/ml debido a que
la mayoria de inhibiciones tanto de bacterias y hongos se dieron

a ésta concentracion.
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O 3 B i :
gUEGSEt; §:t2dl?rse confirma la actividad de L. alba contra S.
cabn pre]i&in;r%.azeolens contra S. pyogenes, estudio llevado a
dulcis como I ente (51) que nos indica a la vez que tanto L.
LCLE Mo - L. gravelens no inhiben a S. aureus, pero en el
presente estudio se demostré que si la inhibe. Esta diferencia

podria deberse a que las pl i
R colectadan oot plantas para cada estudio fueron

: giones distintas y en diferentes & i
y traba?a}das a concentraciénes ydifer:entes. ell?:caéspgsz} agg
recoleccidn es de vital importancia, puesto que la cantidad y a
veces la naturaleza de los principios activos, no son constantes
a lo largo del.aﬁo. Ademas la edad de las plantas influyen no
solo.%n la cantidad total de principios activos producidos, sino
también en.las proporciones relativas de los componentes de la
mezcla activa. Existen otros factores que alteran el desarrollo
de las plantas entre ellos estan: las lluvias, orientacién del

terreno, duragién del dia, altitud, temperatura, intensidad de
la luz y manejo post-cosecha.

L. graveolens (orégano) fue de las especies estudiadas, la que
presentd los mejores resultados, tanto para las bacterias como
para hongos. Esta planta fue la tlnica que inhibidé a A. flavus,
que es un hongo sumamente resistente, lo que nos demuestra la
gran actividad antimicética y es por.eso que deberd identificarse
su principio activo y luego analizar las propiedades antibidticas
y téxicas, para que posteriormente los médicos puedan hacer
estudios clinicos y preclinicos con grupos de personas.

Debido a que los resultados obtenidos de los aceites esenciales
fueron interesantes tanto para bacterias como para hongos, es
necesario averiguar si la actividad se mantiene en el extracto
luego de aislar el aceite.
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10 CONCLUSIONES

10.1 Las hoqas de las tres especies en estudio fueron las
que mejor actividad presentaron contra las bacterias
Y hongos estudiados, mientras que 1las raices no
demostraron actividad antimicrobiana.

10.2 En la fase de tamizaje efectuada para las hojas y
raicgs.de L. alba se presentdé muy poca actividad, ya
gque Unicamente S. aureus fue inhibida.

10.3 L. ‘dqlcis (hoja) en la fase de tamizaje presentd
actlvgdad contra la mayoria (5/6) de las bacterias en
estudio y en el caso de los hongos Gnicamente para C.

albicans y M. gypseum.

Los aceites esenciales obtenidos de las hojas de las

10.4
tres especies en estudio presentaron potente accién
inhibitoria contra las bacterias y hongos.

10.5 El diclorometano y el etanol al 80% fueron los mejores
disolventes que extrajeron el principio antibacteriano
y antimicético de L. graveolens.

10.6 Se confirma la actividad de las tres especies contra
S. aureus y S. pyogenes. -

10.7 L. graveolens fue la que presentod mejor actividad

antimicrobiana y antimicética respecto a las otras
especies en estudio en las tres fases empleadas.
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11 RECOMENDACIONLES

11.1 Qon?ipugr el estudio para demostrar el espectro de
inhibicidn de I,. graveolens, empleando varias cepas de
diferentes bacterias.

11.2 Inic%ar los estudios fitoquimicos tendientes a 1la
elucidacidn estructural del principio activo
responsable de la actividad antimicrobiana.

Determinar la toxicidad aguda, subcrénica y crdénica de

11.3
estas especies del género Lippia para poder propiciar
su uso.

11.4 Informar a la poblacién sobre 1los resultados del

estudio, haciendo ver la importancia que representa el
uso de estas plantas medicinales en el tratamiento de

una variedad de procesos infecciosos.
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ANEXO 1

PLANTILLA PATRON PARA BACTERIAS

PATRON DE OCHO PARTES

PLANTILLA PATRON PARA HONGOS
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