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Glosario

Aceite esencial: Son mezclas complejas de compuestos (MS) principalmente terpenos
y alcoholes, se encuentran en flores, hojas, cascara y semillas de algunas
plantas, son los responsables del olor caracteristico de estas.

Metabolitos secundarios: Compuesto orgénicos sintetizados en el metabolismo
secundario de un organismo Vvivo.

Cromatografia de gases: Es una técnica cromatografica de separacion donde la
muestra se volatiliza por medio de un mechero y pasa a través de una
columna cromatogréfica, la elucion es producida por medio de un gas inerte
el cual no interacciona con el analito solo lo transporta a través de la
columna.

Espectrometria de masas: es una herramienta enfocada en la separacion de especies
moleculares y atdbmicas de acuerdo a su masa, esta técnica es usada para
la identificacion de unidades elementales hasta compuestos muy complejos
como las proteinas

Antibiograma: método que determina la susceptibilidad de las bacterias a los
antibioticos.

Bioprospeccion: Se define como la busqueda sistematica, clasificacion e investigacion
de nuevas fuentes de compuestos quimicos, genes, proteinas y otros
productos que poseen un valor econdmico actual o potencial, y que se
encuentran en los componentes de la diversidad biol6gica

Bioensayo: Técnica de valoracion bioldgica basada en el crecimiento de un organismo

Bacteria: organismo unicelular de tipo procarionte los cuales no tienen membrana
nuclear los cuales solo se pueden observar al microscopio

Cepa; conjunto de bacterias de la misma especie que se alojan en un mismo lugar

Inocular: viene del latin, que significa infundir inculcar o introducir en este caso es
introducir bacterias a un nuevo medio de cultivo

Incubar: mantener a una temperatura de calor constante donde el organismo se pueda
desarrollar

Buffer: Es una o varias sustancias quimicas que afectan a la concentracion de los iones
de hidrégeno (o hidronios) en el agua amortiguando el PH de las sustancias

Curva de crecimiento: Resulta de la representacion grafica de la determinacion
periodica del nimero de células viables por mililitro que existen en un liquido
inoculado con células microbianas provenientes de un cultivo que ha crecido
previamente hasta la saturacion
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Termo-mezclador: aparato el cual puede mantener a una cierta temperatura una
muestra en constante movimiento al mismo tiempo.

Medio selectivo: Es un medio de cultivo en el que sélo puede crecer un tipo de
microorganismo.

Medio diferencial: Medio de cultivo que es capaz de distinguir dos microorganismos por
su crecimiento diferencial en el mismo, usando las propiedades metabdlicas
de ambos en presencia de un determinado nutriente y de un indicador que
evidencia.

Escala McFarland: es un patron de turbidez que indica una cierta Concentracion de
bacterias y que se utliza para ajustar la turbidez en varios métodos
utilizados en microbiologia.
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Abreviaturas

AE: Aceite Esencial

AE.U.15: Aceite esencial de Tagetes lucida colectada en Uruapilla en 2015
AE.U.16: Aceite esencial de Tagetes lucida colectada en Uruapilla en 2016
AE.T.16: Aceite esencial de Tagetes lucida colectada en Tacicuaro en 2016
MS: Metabolitos secundarios

AMP: Ampicilina
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CG-EM: Cromatografo De Gases Acoplado a Espectrometro De Masas
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CMI: Concentracion Minima Inhibitoria
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Vs: Versus O Contra

UV: Luz Ultravioleta

UFC: Unidades Formadoras De Colonias

HIM: Hospital Infantil De Morelia
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Resumen.

Las plantas sintetizan metabolitos secundarios (MS) que las defienden contra sus
enemigos naturales (animales y microorganismos), mismos que responden a esos MS
empleando contra-defensas. A su vez, las plantas responden a los enemigos naturales
con nuevos MS, o mezclas de ellos, sustancias toxicas o que inhiben dichas contra-
defensas. Con estos mecanismos de defensa las plantas proveen los MS que son usados
como farmacos o como base para el desarrollo de nuevos medicamentos. T. lucida es
una maleza empleada en medicina tradicional como antidiarreico, antidisentérico y
antibidtico en infecciones respiratorias, sin embargo, su composicion quimica es variable
y no se sabe si esa variabilidad afecta su uso antibiotico. Este trabajo es parte de un
proyecto donde se predice que dentro de estas defensas de las plantas se encuentran
inhibidores de resistencia a antibidticos. Por lo que los estudios estuvieron encaminados
a determinar si se cumple esta prediccion, evaluando el efecto de aceites esenciales de
T. lucida en bacterias resistentes a antibidticos, probando los aceites esenciales de T.
lucida por separado y combinandolos con antibidticos contra bacterias.

Se obtuvieron tres aceites esenciales de T. lucida por arrastre de vapor de dos
poblaciones de Michoacan, que se analizaron por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) y resultaron diferentes quimicamente: Se comprobé
la actividad inhibidora del crecimiento de estos aceites sobre Klebsiella pneumoniae HIM.
Escherichia coli ATCC53228, Staphylococcus aureus AVC-10 Staphylococcus aureus
ATCC29213 y Pseudomonas aeruginosa HIM, de igual forma se comprobd la inhibicion
de estos aceites sobre la resistencia a antibioticos en dos de las cepas bacterianas
intrahospitalarias: Staphylococcus aureus ATCC29213 y Pseudomonas aeruginosa HIM.
Los ensayos in vitro se realizaron para determinar la concentraciéon minima inhibitoria por
el método de micro diluciones en agar. Ademas de observar que los tres aceites
esenciales inhibieron diferencialmente a las bacterias ensayadas. Se obtuvieron
resultados con S. aureus ATCC29213 resistente (ampicilina, vancomicina) y P.

aeruginosa HIM resistente (cloranfenicol y &cido nalidixico). Para determinar el
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metabolito 0 mezcla de metabolitos responsables de la actividad inhibidora de la
resistencia a antibiéticos se us6 el método de bioautografia acoplada a CG-EM. Se
observo la sinergia entre los tres aceites y los antibiéticos, en donde el aceite esencial
(AE) potencia el efecto del antibiético en minimas cantidades.
Con los resultados, se sugiere que los MS actlan en S. aureus ATCC29213 inactivando
sus R-lactamasas, lo que permite que el antibiético rompa la pared bacteriana.
Posiblemente la respuesta a la resistencia a antibioticos esta en la diversidad de MS los
aceites esenciales de T. lucida, los que pueden utilizarse como una alternativa al grave
problema que causan las infecciones bacterianas resistentes a antibiéticos en la
poblacion humana.
Palabras clave

Tagetes lucida, Aceites esenciales, Metabolitos secundarios, Resistencia bacteriana,

Microdiluciones en agar.

Abstract

The plants synthesize secondary metabolites (SM) that defend them against their natural
enemies (animals, bacteria, fungi, etc.) that respond to SM using counter-defenses. In
turn, the plants respond evolutionarily to natural enemies with new SM or mixtures of
them, toxic substances or that inhibit the counter-defenses. That arms race has provided
the many SM that are used as drugs or as a basis for the development of new drugs. T.
lucida is a weed used in traditional medicine as antidiarrheal, antidisenteric and antibiotic
in respiratory infections, however, its chemical composition is variable and it is not known
if that variability affects its antibiotic use. This work is part of a project where itis predicted
that inhibitors of antibiotic resistance are found within the MS of the plants. So the studies
were aimed to determine if this prediction is met, evaluating the effect of essential oils of
T. lucida in bacteria resistant to antibiotics, testing the essential oils of T. lucida separately

and combining them with antibiotics against bacteria.

Three essential oils were obtained by steam trawling from two populations of T. lucida

from Michoacan, which were analyzed by gas chromatography coupled to mass
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spectrometry (GC-SM) and were chemically different: The growth inhibitory activity of
these was checked oils on Klebsiella pneumoniae HIM. Escherichia coli ATCC53228,
Staphylococcus aureus AVC-10 Staphylococcus aureus ATCC29213 and Pseudomonas
aeruginosa HIM, likewise the inhibition of these oils on antibiotic resistance in two of the
intrahospital bacterial strains: Staphylococcus aureus ATCC29213 and Pseudomonas
aeruginosa HIM. The in vitro tests were carried out to determine the minimum inhibitory
concentration by the method of micro dilutions in agar. In addition to observing that the
three essential oils inhibited differentially tested bacteria. Results were obtained with
resistant S. aureus ATCC29213 (ampicillin, vancomycin) and resistant P. aeruginosa HIM
(chloramphenicol and nalidixic acid). To determine the metabolite or mixture of
metabolites responsible for the inhibitory activity of antibiotic resistance, the
bioautography method coupled to GC-SM was used. The synergy between the three oils
and the antibiotics was observed, where the essential oil (AE) potentiates the effect of the

antibiotic in minimal quantities.

With the results, it is suggested that the SM act in S. aureus ATCC29213 inactivating their
3-lactamases, which allows the antibiotic to break the bacterial wall. Possibly the
response to antibiotic resistance lies in the diversity of SM essential oils of T. lucida, which
can be used as an alternative to the serious problem caused by bacterial infections

resistant to antibiotics in the human population.

Keywords
Tagetes lucida, Essential oils, Secondary metabolites, Bacterial resistance,

Microdilutions in agar
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1. INTRODUCCION

La resistencia a antibioticos es un tema de estudio constante en las ciencias de la salud;
actualmente, toma mayor importancia por el aumento de microorganismos
multirresistentes. Este problema pudiera llegar a una nueva era pre-antibiética, como
antes del descubrimiento de las penicilinas, cuando la expectativa de vida era muy baja.
La resistencia de bacterias a antibiéticos surgié rapidamente debido al mal uso de éstos
por parte de la poblacién (Belloso, 2009). Por otra parte, las bacterias tienen diferentes
mecanismos de defensa, lo que aumenta el problema de la resistencia a antibiéticos. Las
bacterias mutan y diversifican sus mecanismos de defensa como las bombas de eflujo,
gue expulsan las moléculas antibidticas fuera de la célula bacteriana; enzimas que
degradan los antibidticos como las B-lactamasas que degradan el anillo B-lactamico de
las penicilinas; la replicacion de genes de resistencia por medio de plasmidos que se
transfieren de una bacteria que tuvo contacto con antibiéticos a otra que no los ha tenido,

ésta se denomina resistencia adquirida (Cabrera et al., 2007).

El uso correcto de los antibioticos se propuso en 2002 por el Centro de Prevencion y
Control de Enfermedades de los Estados Unidos, restringiendo su uso solo en casos
necesarios y seleccionando el farmaco, la dosis y el tiempo adecuados (Belloso, 2009).
Sin embargo, la multirresistencia a antibiéticos es un problema que persiste desde hace
varias décadas, por lo que la busqueda de nuevos antibioticos se ha centrado en la
etnobotanica con plantas que tienen actividad antibacteriana, y en los microorganismos.
En ambos casos los responsables de esta actividad son sus metabolito secundarios (MS
) (Anaya, 2003; Maguna et al., 2006).

Los MS que se encuentran en las plantas son muy diversos; principalmente son
fenilpropanoides, acetogeninas, terpenoides, esteroides y alcaloides (Anaya, 2003).
Estan presentes en diferentes tipos de extracciones vegetales, desde polvos y tinturas

por maceracion hasta en los aceites esenciales (AE) (Domingo & Lopez-Brea, 2003).
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Los AE han sido reportados con actividad bacteriostética y bactericida, por lo que en este
trabajo de investigacion, especificamente se trabajé con AE de la maleza Tagetes lucida
Cav. (Lamiaceae) que habita en la region de Morelia, la cual ha sido reportada
anteriormente con una actividad antibacteriana, anti-herbivora, antifingica,
antiparasitaria e inhibidora de resistencia bacteriana a antibiéticos (Barajas Pérez et al,
2011; Méndez Rodriguez, 2011; Omer et al., 2015; Ramirez Ortiz, 2017).

En esta investigacion se evaluaron los MS T. lucida responsables de la actividad
moduladora de la resistencia bacteriana a antibiéticos demostrando el efecto de tres AE
de T. lucida contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, solos 0 en combinacion

con antibiéticos a los que son resistentes.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Resistencia bacteriana

“La organizacion mundial de la salud (OMS) define resistencia microbiana como la
resistencia de un microorganismo a un medicamento antimicrobiano al que originalmente
era vulnerable”. Dentro de esta definiciobn estan las bacterias como parte de los
microorganismos que afectan la salud de los seres humanos y de los animales. La
resistencia bacteriana se ha vuelto un tema de interés en todo el mundo en los ultimos
afios, puesto que las bacterias han desarrollado diversos mecanismos que evitan la
accion de los antibidticos. ElI fenomeno de la resistencia es méas visible en hospitales
donde pueden encontrarse bacterias patdgenas multirresistentes que causan infecciones
en pacientes inmunodeprimidos o con enfermedades cronico degenerativas lo que los
hace mas dificiles de tratar (Serra Valdés, 2017). Las bacterias adquieren continuamente
nuevos mecanismos de defensa que evaden la accion bactericida o bacteriostéatica de
los antibidticos. La produccion de nuevos antibidticos bactericidas ha disminuido de
forma considerable, debido a la resistencia a estos en poco tiempo por medio de
mecanismos defensivos bacterianos que evaden la accidn de los antibioticos (De Sa Del
Fiol et al,. 2000).

En general, hay dos tipos de resistencia, la natural o intrinseca y la adquirida. La
resistencia natural es una propiedad especifica de las bacterias y su aparicion es anterior
al uso de los antibidticos. En el caso de la resistencia natural todas las bacterias de la
misma especie son resistentes a algunas familias de antibidticos y eso les permite tener
ventajas competitivas con respecto a otras especies y pueden sobrevivir en caso de que
se emplee ese antibidtico. Esta resistencia se trasmite de forma vertical de generacion

en generacion (San Millan, et al, 2016).

La resistencia adquirida es la aparicién de la resistencia en una bacteria producida a
través de mutaciones (cambios en la secuencia de bases de cromosoma como
integrones y transposones) y por la trasmision de material genético extracromosoémico
procedente de otras bacterias en contacto con los antibiéticos usados en el ser humano

y animales. De esta forma una bacteria puede adquirir la resistencia a uno o varios
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antibiéticos sin necesidad de haber estado en contacto con éstos (De Sa Del Fiol et al.,
2000).

2.2.-Mecanismos de resistencia bacteriana

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos que las hacen resistentes a la accién
de los antibioticos, ya sea como resultado de mutaciones o por intercambio de material

genético mediante el transporte de genes de resistencia a través de varios mecanismos.

La transduccién (mediada por bacteriéfagos), la conjugaciéon (que implica contacto
directo de célula a célula y la transferencia de plasmidos o transposones), la
transformacion (captacion de ADN libre captado tras la lisis bacteriana) y la transposicion
(Figura 1). Todas estas formas de reproduccion parasexual, son inserciones de material
geneético que genera resistencia contra antibiéticos y cualquier otro xenobidtico destructor
(San Millan et al., 2016).

TRANSFORMACION

Ronar_\(e de
asmidio

2

Figura 1. Resistencia adquirida 1(Transduccion), 2(Conjugacion) y
3(Transformacion), tomada de
https://diazrisco.wordpress.com/2010/06/29/resistencia-bacterian
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Existen cinco mecanismos de resistencia a los antibioticos y las bacterias pueden usar
mas de uno. La modificacion enzimatica o destruccion del antibiotico es el mecanismo
de resistencia que utilizan algunas bacterias contra medicamentos R-lactamico y
aminoglucosidos; este consiste en el uso de enzimas que inactivan el antibiotico al
hidrolizar el anillo R-lactamico de la molécula. Este mecanismo lo utilizan principalmente
bacterias Gram positivas y se reconocen cuatro clases de enzimas que inactivan a los
antibidticos: penicilinasas, B-lactamasas, cefalosporinasas y oxacilinasas. Ademas de
estos cuatro tipos de enzimas bacterianas estan las 3-lactamasas de espectro extendido
(BLEES) que son resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion
(monobactamicos y aminoglucésidos). Después estan las enzimas carbapenemasas que
hidrolizan a los antibiéticos carbapenems y por ultimo, estan las enzimas modificadoras
metilasas, acetil-transferasas, nucleotidil-transferasas y fosfotransferasas que inactivan

especialmente a los aminoglucoésidos (Cabrera et al., 2007; Tafur & Villegas, 2008).

La impermeabilidad al antibiotico es otro mecanismo que consiste principalmente en la
cantidad de péptidoglicano presente en las células bacterianas el cual es una barrera.
Las bacterias Gram negativas, aparte de tener una pequefia capa de peptidoglicano,
tienen una estructura de membrana consistente en lipopolisacarido y lipoproteina
anclados al peptidoglicano junto con grandes proteinas de membrana externa llamadas
porinas. Estas varian en nimero y tamafio y funcionan como canales acuosos que
generan una ruta hidrofilica a través de la estructura de la membrana hacia el espacio
periplasmico (Figura 2). La alteracién o produccion de nuevos sitios blanco es otro de los
mecanismos mas usados por las bacterias, el cual consiste en cambiar o modificar el

sitio de accion de la bacteria en la que se une el antibiotico (Tafur & Villegas, 2008).

Finalmente, esta el mecanismo de bombas de eflujo o proteinas transportadoras, por el
cual se expulsan hacia el exterior de la bacteria, gran cantidad de moléculas como
metabolitos (Figura 2), detergentes, solventes organicos y antibiéticos (Cabrera et al.,
2007; Tafur & Villegas, 2008).
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Figura 2.Mecanismos de defensa bacterianos (A) Bomba de eflujo, (B) Enzimas degradadoras de
antibioticos, © enzimas alteradoras de antibioticos. Tomada de
http://www.revista.unam.mx/vol.15/numl11/art85/Venenos aracnidos: su sorprendente
poder insecticida y su rara capacidad antibiotica Alexis Joavany Rodriguez Solis, Elba C.
Villegas Villarreal y Gerardo A. Corzo Burguete.

2.3.-Principales bacterias con resistencia a antibiéticos en el mundo

Una de las principales bacterias que desde tiempos antiguos ha dado problemas para el
ser humano es Staphylococcus aureus, la cual, antes del descubrimiento de los
antibidticos, era el agente causal de bacteriemias responsables del 82% de las muertes
en los hospitales en el mundo; hoy en dia solo causa del 25 al 62 % de las bacteriemias
en los hospitales. En afios recientes esta bacteria ha causado infecciones con mas
frecuencia ya que se ha hecho resistente a los antibiéticos con los que se trataba

normalmente como la penicilina y a la metilcilina (Borges et al., 2016).

Otras bacterias que han creado multirresistencia a antibiéticos son Mycobacterium

tuberculosis, Salmonella spp, Shigella spp, Vibrio cholerae, Streptococcus pneumoniae
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y Streptococcus pyogenes; entre otras mas, que principalmente se encuentran en
ambientes nosocomiales por multiples factores, entre ellos, el amplio uso de antibioticos
en la medicina humana, veterinaria, acuicultura y la agricultura (Cabrera et al., 2007;
Borges et al., 2016).

2.4.-Principales bacterias con resistencia a antibiéticos en México

En un pais en desarrollo como México, la resistencia bacteriana es uno de los retos
clinicos mas grandes, porque limita la prescripcion de antibiéticos que hasta hace poco
eran eficaces. Las bacterias han creado resistencia a antibiéticos causando infecciones
con mas frecuencia en pacientes intrahospitalarios y ambulatorios. Las infecciones
respiratorias mas comunes son causadas principalmente por Streptococcus pyogenes,

S. pneumoniae y Haemophilus influenzae (Javier et al., 2009).

Las infecciones entéricas son causadas principalmente en infantes de 1 a 4 afos, los
principales agentes causales que han creado resistencia son Shigella dysenteriae tipo I,
Vibrio cholerae, Clostridium difficile y Salmonella no Typhi (Solorzano Santos & Miranda
Novales, 1998)

Salmonella Typhi, causante de una epidemia de fiebre tifoidea en 1972, ha mostrado
resistencia al cloranfenicol, tetraciclina, estreptomicina y sulfas. En Escherichia coli
enterotoxigénica, un patdégeno entérico frecuente en 1987, se encontrd resistencia a
ampicilina, tetraciclina, estreptomicina y kanamicina. En 2007 y 2009 se reporto el
surgimiento y diseminaciéon de Salmonella Typhimurium, patdgeno entérico
multiresistente gracias a las betalactamasas que produce de tipo AmpC. En 2011 se

reporté a Helicobacter pylori resistente a claritromicina (Rodriguez et al., 2014).

México ha aportado al mundo cepas de bacterias resistentes como las BLEES (Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae y Escherichia coli), bacterias productoras de

metalobetalactamasas y carbapenemasas (Rodriguez et al., 2014) .
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2.5.-Tratamientos nuevos para cepas multirresistentes

La resistencia bacteriana a la terapia antimicrobiana ha aumentado en los Ultimos afios
a escala mundial, llegando a “una nueva era pre-antibidtica " (Rios et al., 2016), donde
la sociedad se pone en peligro, por lo que se han desarrollado nuevos tratamientos,

algunos de los cuales que se describen a continuacion:

Terapia de fagos.- La terapia de fagos se ha puesto como complemento a los
antibacterianos convencionales, ya que son altamente especificos para luchar contra
cepas bacterianas resistentes. Este método se ha aplicado durante décadas en la
Republica de Georgia y Polonia y hasta ahora s6lo unos pocos ensayos se han realizado
en seres humanos y son aceptados por las autoridades de salud publica, como la Food
and Drug Administration ( Canchaya, et al., 2003; Rios et al., 2016). Esta terapia se basa
en enzimas de bacteriéfagos que digieren la pared celular bacteriana permitiendo la
liberacion del profago, asegurando que los nuevos ciclos de infeccion se lleven a cabo.
Estas enzimas son efectivas y selectivas para algunas bacterias; algunas han sido

ampliamente probadas y aplicadas en diversos modelos animales (Rios et al., 2016).

Terapia péptidos toxicos.- Los antimicrobianos presentes en lagrimas y orina de seres
humanos son polipéptidos que consisten en una cadena endogena de 12-50
aminoacidos sintetizada de forma ribosomal. Tienen bastantes funciones, pero una de
las principales es la de concentrar células del sistema inmune (Rios et al., 2016).La
antibioterapia con péptidos toxicos llamados bacteriocinas, puede ser utilizada por las
bacterias como defensa contra otras bacterias muy especificas y comunes, eliminando
oponentes potenciales y aumentar el nimero de los nutrientes disponibles en el entorno
de su propio crecimiento (Sanches de Rivas, 2006). Las bacteriocinas han sido utilizadas
como conservadores y para tratar mastitis causada por S. aureus; por ejemplo la
administraciéon de nisina en pacientes con mastitis bacteriana, causa la desapariciéon de

los sintomas de mastitis a los 14 dias (Rios et al., 2016).
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2.6.-En busca de nuevos antibiéticos

En los dltimos afos los cientificos de las areas de la salud de todo el mundo se han
dedicado a buscar nuevas formas de curar las enfermedades, entre éstas, las
infecciosas. Algunos se han enfocado en desarmar a las bacterias inhibiendo la actividad
o produccion de factores de virulencia permitiendo al sistema inmune del huésped acabar
con lainfeccion. Una segunda nueva estrategia es la de inhibir directamente los procesos
que causan que fallen los antibidticos. Con esto lo que se quiere es encontrar
compuestos que pueden ser utilizados como co-terapias para mejorar y preservar la
eficacia de los antibioticos tradicionales (Smith & Romesberg, 2007). Algunos otros se
han vuelto a los origenes de la medicina tradicionalista para verificar y descubrir los
componentes de las plantas capaces de tener efectos antimicrobianos, algunos de los
cuales tienen efectos sinérgicos o adyuvantes de los antibioticos convencionales a los
cuales las bacterias ya son resistentes, efectos que inhiben o inhabilitan la resistencia a

los antibioticos ( Yap et al 2014; Borges et al., 2015).

Tal es el caso de la investigacion de la sinergia de oxacilina con a-mangostin obtenido
de la cascara de fruta seca de Garcinia mangostana, una planta originaria de Tailandia,
probada contra Staphylococcus saprophyticus, afectd in vitro a la membrana
citoplasmatica (interrupcion y aumento en la permeabilidad), inhibio la actividad de B-

lactamasa y causo dafos en la estructura de peptidoglicano (Phitaktim et al., 2016).

2.7.-Metabolitos secundarios de plantas con actividad antimicrobiana

Desde tiempos inmemoriales se ha sabido que las plantas tienen propiedades curativa,
una prueba de esto son los escritos como el papiro de Ebers y el codigo de Cruz-Badiano,
gue son recopilaciones de informacién sobre las funciones curativas de las plantas de la
época antigua. Hoy en dia se sabe que las plantas tienen sustancias denominadas
metabolitos secundarios (MS), algunos de los cuales son principios activos o precursores

de principios activos responsables de accion terapéutica de medicamentos; en nuestro
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caso nos enfocaremos en los MS de plantas que tienen actividad antimicrobiana (Vega,
2013).

Globalmente las plantas producen mas de 100,000 compuestos de bajo peso molecular
llamados metabolitos secundarios (MS) de los cuales 12,000 aproximadamente tienen
actividad antimicrobiana (Domingo & LoOpez-Brea, 2003). Estos metabolitos se
denominan secundarios porque no son esenciales para la vida de la planta, la gran
diversidad o variedad de éstos es debido a un proceso evolutivo que induce la seleccion
natural, adquiriendo una defensa mejorada contra microorganismos insectos y otros

animales (Domingo & Lépez-Brea, 2003).

De acuerdo a su funcién en la planta los MS se pueden dividir en compuestos de
proteccion, atraccion y defensa este ultimo grupo se divide en dos, los que estan de
manera constitutiva en la planta (primer defensa contra agentes extrafios a la planta o
fitoanticipinas ) y los MS inducidos(fitoalexinas), son compuestos de bajo peso molecular
con propiedades antimicrobianas sintetizados por las plantas al ser atacadas por

patogenos (Gonzélez & Castro, 2008; Garcia-Rodriguez et al., 2012).

Las plantas con mutaciones que causan la pérdida de la capacidad de producir MS
inducidos, muestran una sensibilidad muy alta a las infecciones producidas por
microorganismos (Domingo & LoOpez-Brea, 2003). La definicion de fitoalexinas y
fitoanticipinas no esta bien clara en todas las ocasiones, pues las mismas moléculas en
algunas plantas pueden ser fitoalexinas y en otras fitoanticipinas (Anaya, 2003); todo
depende de la cantidad producida por la planta y si es producida a la hora que la planta

es atacada in vivo por un agente patdégeno (Domingo & Lopez-Brea, 2003).

Los grupos de MS mas importantes por el nUmero de estructuras son los compuestos
fendlicos, los alcaloides y terpenos. Los compuestos fendlicos, son fenoles, quinonas,

taninos, cumarinas, flavonas entre otros mas (Anaya, 2003).

Los terpenos son compuestos formados por unidades de isopreno, se clasifican principal
mente en monoterpenos, diterpenos, triterpenos dependiendo del nimero de moléculas
de isopreno que las formen son los principales componentes de los aceites esenciales ,

estos compuestos por lo general son los que le dan un olor caracteristico a las flores,

10
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tiene diferentes funciones dentro de las que se encuentra la de defensa de la planta, un
ejemplo es su actividad antibacteriana que se ha asociado con alteraciones en la
membrana citoplasmatica de la bacteria ( Domingo & Lépez-Brea, 2003;Avalos & Elena,
2009;Garcia-Rodriguez et al., 2012)

Los fenoles simples son los compuestos fitoquimicos mas simples constan de un anillo
fendlico (Marina, et al, 2008). El mecanismo de accidn parece estar relacionado con la
inhibicibn enzimatica por los compuestos oxidados de este grupo de metabolitos
(Domingo & L6pez-Brea, 2003).

Las quinonas, también compuestos fendlicos, son anillos arométicos con dos grupos ceto
0 cetdnicos. Poseen una alta reactividad, formando complejos con los aminoacidos
hidrofilicos de las proteinas bacterianas, la mayoria de las veces inactivando la proteina
y anulando su funcion. Debido a esto, el potencial antimicrobiano de este grupo es amplio
(Domingo & L6pez-Brea, 2003).

Se define a los taninos como sustancias fendlicas poliméricas, se pueden dividir en
hidrolizables y condensados(Hassanpour, et al, 2011). Estos precipitan las proteinas en
la membrana citoplasmatica bacteriana alterando la permeabilidad de esta provocando,
el intercambio de sustancias nutritivas y de desecho llevando finalmente a la muerte

celular (Domingo & Lopez-Brea, 2003).

Las cumarinas son derivados de la benzo-a-pirona. Sumecanismo de accion puede estar
ligado a su interaccion con el ADN eucariota. Por lo que se les atribuyen propiedades

anti virales (Domingo & Lopez-Brea, 2003) .

Las flavonas son compuestos fendlicos que contienen un grupo carbonilo. Su actividad
frente a los microorganismos probablemente se deba a su capacidad de generar
complejos con proteinas extracelulares y proteinas solubles, ademas de presentar
actividad sobre la pared celular de forma similar a las quinonas (Domingo & Lopez-Brea,
2003).

Los alcaloides son compuestos nitrogenados heterociclicos. EI mecanismo de accion
antibacteriano parece ser mediante intercalacion entre la pared celular y el ADN del

microorganismo (Domingo & Lépez-Brea, 2003).

11
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Las plantas como se ha visto potencial mente a son una de las grandes soluciones al
problema de la resistencia bacteriana, en la que, a medida que los patdgenos desarrollan
nuevas maneras de propagarse y atacar a los organismos, éstos crean nuevas defensas,
enfrentdndose unos y otros en una continua batalla por superar al enemigo (Borges et
al., 2016).

2.8 Variacion fitoquimica de MS en plantas

Las plantas producen una gran variedad inmensa de MS los cuales difieren dentro de las
especies, entre géneros y familias de plantas. Esta variacion se clasifica en tres
categorias alfa, beta y gamma. La categoria alfa es la que caracteriza el fenotipo quimico
del tejido vegetal de una planta, la beta se divide en dos, individual y poblacional. La
individual diferencia los fenotipos quimicos que componen los diferentes tejidos
vegetales de una planta y la poblacional se definen como el recambio de los fenotipos
guimicos de una especie. Por ultimo, la gamma es el grado de diferenciacion (produccion

de MS) entre especies que conforman una comunidad (Garcia-Rodriguez et al., 2012).

Esta variacion quimica de multiples metabolitos secundarios en las plantas permite una
mayor ventaja selectiva en respuesta a sus diversos enemigos naturales. Abriéndonos
una pauta de sinergia entre metabolitos secundarios que se da en mezclas mas que
cuando se prueban solos(Richards et al., 2016). Esta variacion fitoquimica de metabolitos
secundarios puede ser favorable o no para las malezas pues los MS que son efectivos
en una zona pueden ser no tan efectivos en otra, por lo que la actividad terapéutica de

la maleza puede variar, maleza que comunmente se utiliza como remedio herbolario.

2.9 Material vegetal

Tagetes lucida Cav. (Asteraceae) se conoce en México como hierba de Santa Maria,

hierba anis, pericén, yerbafil, periquillo, Tzitziqui Nana uarhi (purépecha) y yiauhtli

12
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(nahuatl) (Roldan, 2009). Es una planta herbacea perenne, erecta con un tamafio de 30
cm hasta 1 m de alto, ramificada desde la base y con varios tallos secundarios; hojas
simples, opuestas, indivisas, sésiles, lineares a oblongas, elipticas a oblanceoladas, de
2 a 10 cm de largo, de 0.5 a 2 cm de ancho. Sus flores liguladas son amarillas, con sus
laminas flabeladas (Figura 3), de 3 a 6 mm de largo. Aquenios de 5 a 8 mm de largo,
negruzcos y con olor a anis al estrujarse (Roldan, 2009).

Figura. 3 T. lucida recolectada en Tacicuaro,

fotografia tomada por Agustin Moreno Ledn
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En este trabajo se utiliz6 como objeto de estudio a T. lucida, cuyo aceite esencial ha
mostrado actividad antibacteriana, el material vegetal fue colectado en dos diferentes
zonas de Michoacan (Uruapilla y Tacicuaro) en la época de floracién durante los afios
2015 y 2016 en Uruapilla; y 2016 en Tacicuaro (Ramirez Ortiz, 2017). Esto para
comprobar si la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de esta planta difiere
debido a la diversidad fitoquimica presente entre sitios y fechas de recoleccion.

3. JUSTIFICACION.

La variacion en los perfiles defensivos de las plantas puede verse afectada por factores
ambientales, factores genéticos y diferentes consumidores, mismos que pueden tener

respuestas a la variacion en las defensas (Anaya, 2003).

La variacion fitoquimica esta ligada con la distribucién de las plantas y los enemigos
naturales que las atacan, por lo que en cada regidén la composicion quimica es mas
efectiva con los enemigos locales que con los de otras localidades (Garcia-Rodriguez et
al., 2012; Bravo-Monzon, 2015; Bravo-Monzon,et al, 2016) Por lo que se quiere verificar
si la variacion quimica de una planta afecta diferencialmente a las especies de bacterias
en cuanto a su actividad antibacteriana y posible actividad inhibitoria de la resistencia

bacteriana a antibioéticos.

4. HIPOTESIS.

La composicion de los aceites esenciales de Tagetes lucida contiene metabolitos
secundarios que determinan la inhibicion de los mecanismos bioquimicos que habilitan

la resistencia bacteriana a antibiéticos comerciales.
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4.1 Predicciones.
La combinacién de aceite esencial de T. lucida con antibiéticos a los que las bacterias
son resistentes, anulara la resistencia.

Los aceites esenciales de T. lucida tendran una diferente actividad inhibidora de la
resistencia bacteriana a antibioticos que dependerd de la variacion en la composicion

guimica de los aceites.

5. OBJETIVOS.

5.1 Objetivo general.

Detectar los metabolitos secundarios en aceites esenciales de Tagetes lucida con
diferente composicion quimica, que modulen la resistencia bacteriana a antibioticos

comerciales.

5.2 objetivos especificos

Determinar la dosis minima inhibitoria de la resistencia bacteriana de tres aceites
esenciales de T. lucida con diferente composicion quimica, por el método de

microdiluciones.

Determinar el metabolito o mezcla de metabolitos secundarios responsables de la
actividad inhibitoria de la resistencia bacteriana de tres aceites esenciales de T. lucida

por el método de bioautografia.

15
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Colecta del material vegetal.

Se colect6 entre los meses de septiembre y octubre las partes aéreas de T. lucida en
dos afios consecutivos (2015 y 2016) en Uruapilla y Tacicuaro en (2016), siendo estas
localidades pertenecientes a Morelia Michoacan. Se colectaron 19.5 Kg de planta fresca
cerca de la carretera Morelia-Guadalajara, entrada a Tacicuaro, (19°40'42.6"N
101°21'17.4"W); y 11.9 Kg en Uruapilla (19°31'19,31"N 101°16'48,84"W). En ambas
colectas se tom6 un ejemplar de referencia, que se deposité en el Herbario de la Facultad
de Biologia de la UMSNH. Los nameros de herbario son 27487 y 27488, para la primera

y segunda colecta respectivamente.

6.2.- Extraccion de aceite esencial.

La extraccion del aceite esencial se realizo por el método de destilacion con arrastre de
vapor de agua (Figura 4A): una combinacion de inflorescencias, tallos y hojas con un
peso total de 5 Kg de planta fresca, se introdujo envuelta en manta dentro de una
autoclave modificada sobre una rejilla colocada por arriba del nivel del agua, evitando
gue el material vegetal tocara la resistencia del autoclave. El tiempo de destilacion fue
de una hora a partir del primer liquido destilado, el cual se colecté en vasos de precipitado
de un litro. La fase organica se separé con un embudo de separacion que contenia 20
mL de hexano (Figura 4B), repitiendo este proceso tres veces consecutivas. Esta fase
organica se filtré en un embudo con papel filtro y sulfato de sodio anhidro (Na>SO4) para
eliminar el agua residual. La muestra se recolectdé en un vial y se evapor6 bajo una
corriente suave de nitrégeno gaseoso hasta eliminar el hexano (Figura 4C). Obteniendo
un rendimiento de aceite puro de 15 mL para la colecta de Tacicuaro (19.5 Kg) y 12 mL
para la colecta de Uruapilla (2016) y 11.5 mL para Uruapilla (2015) (11.9 Kg). Estos viales
de aceite puro fueron sellados, etiquetados y guardados en refrigeracion a -20°C hasta

su analisis quimico.
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Figura.4 B. Separacion de AE fase acuosa Figura.4 C. Concentracion de AE con
de fase organica en embudo de nitrégeno gaseoso.
cenaracidn

6.3.-Analisis quimico del aceite esencial

La muestra del aceite se diluyd 1:100 en hexano (1 parte de AE por 99 partes de hexano)
para cada uno de los aceites extraidos, previamente a su analisis quimico. La
identificacion de la composicion quimica de los aceites se llevdé a cabo mediante una
inyeccion en el cromatégrafo de gases Agilent 6890 acoplado a un Detector Selectivo de
Masas Agilent 5973, con el método reportado por Ramirez (2017). Se inyect6 0.5 pL de
muestra con division de flujo (60:1) a una temperatura de 220 °C con helio como gas
acarreador con un flujo en columna de 1 mL/ min en una columna no polar HP5 Agilent

(30m x 0.25 mm x 0.25 um). El programa de la temperatura en el horno inicié a 60 °C por
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5 minutos, aumentando a 5 °C/min llegando a 200 °C y aumenté a 25 °C/min hasta 300
°C. Las condiciones usadas en el detector selectivo de masas fueron: voltaje de
ionizacion por impacto electrénico a 69.9 eV; temperatura de la interface a 280 °C, modo
FULL SCAN y en un rango de masas de 35-550m/z. La sefial del detector fue procesada
en el programa Enviromental ChemsStation (Agilent Technologies), este programa nos
ayudoé a la identificacion automética de los compuestos analizados comparandolos con
la Biblioteca Nacional Institute of Standards and Technology (NIST05). Aceptamos solo
la identificacion de los espectros que concordaban por arriba del 90% y su pureza de
pico era de 1 compuesto. Los compuestos mayoritarios se identificaron por inyeccién de
estandares comerciales (Sigma-Aldrich). Para la identificacion de compuestos también
se calcularon indices Kovats experimentales, inyectando 1 pL de una serie de alcanos
puros (Sigma-Aldrich) Cs-C20 en el cromatdgrafo de gases, en las mismas condiciones

en las que se analizaron las muestras.

6.4.- Microorganismos usados y condiciones de crecimiento.

Los microorganismos usados fueron: Staphylococcus aureus ATCC29213, S. aureus
AVC-10, Escherichia coli ATCC53228, Klebsiella pneumoniae BLEES (+) HIM, y
Pseudomonas aeruginosa HIM; cuyas cepas fueron donadas por el Hospital Infantil de
Morelia (HIM) a través de la QFB Guadalupe Bolafios Monroy., el QFB, Juan Manuel
Barajas Magallon del laboratorio Dipromi y por la Unidad de Biotecnologia y Prototipos
(UBIPRO) de la Facultad de Estudios Superiores-lztacala, UNAM a través de la Dra.
Tzasna Hernandez Delgado. Las cepas se reactivaron resembrandolas en medio Agar
Mueller-Hinton a 36°C en condiciones de oscuridad 24h antes de cada bioensayo (Golus
et al., 2016).
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6.5.- Antimicrobianos usados.

Los antibioticos utilizados para realizar los antibiogramas fueron: acido nalidixico,
carbenicilina, cloranfenicol, clindamicina, imipenem, vancomicina y penicilina, de la
marca BBLO en la presentacion de sensidisco (Tabla 1). Los antibiéticos utilizados para
realizar los bioensayos de Microdilucién en placa de Elisa y Bioautografia, fueron: 4cido
nalidixico con fenazopiridina, imipenem con cilastatina, vancomicina y cloranfenicol
(Tabla 2) en presentacion genérica comercial. El cloranfenicol fue adquirido grado
reactivo en Sigma Aldrich ©

6.6.-Ensayos preliminares.

6.6.1- Antibiogramas.
A cada cepa bacteriana se realiz6 un antibiograma para comprobar su resistencia a los

antibidticos comerciales por el método de Kirby-Bauer, este método consiste en la
inoculacién de placas de Agar Mueller-Hinton con cepas bacterianas a una concentracion
de 0.5 en la escala de McFarland correspondiente a 1x10 @ mL* unidades formadoras de
colonias (UFC). Se tomd con un asa bacterioldgica 1 o 2 colonias del in6culo de las cepas
previamente resembradas de 18 a 24 h en agar Mueller-Hinton y suspendiendo en caldo
Mueller-Hinton en tubo de cultivo. Se ajusto la turbidez a 0.5 McFarland, en una placa
con agar Mueller-Hinton, se realizé un estriado masivo con hisopo, se colocaron
sensidiscos de los antibioticos a ensayar en la placa inoculada y se incub6 de 18 a 24 h

a una temperatura de 37 °C (Tabla 1).

Tablal. Antibiéticos utilizados en antibiograma para corroborar la resistencia a antibiéticos.

Antibio6tico Clave Concentracion en
sensidisco
(ng)
Acido Nalidixico NA 30
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Clindamicina
Cloranfenicol
Imipenem
Penicilina
Vancomicina

Carbenicilina

CC

IPM

P10

VA

CB

30

10

6.25

100

6.6.2- crecimiento de cepas en medios selectivos

Las cepas se resembraron en medio selectivo de Agar-Sal-Manitol y agar Mac-Conckey

para corroborar que no hubiera cambios durante su manipulacion en el laboratorio, ya

gue se estaban previamente identificadas (Figuras 6 A-6 E).

Figura 6 A. S. aureus AVC-10 en gelosa sal
y manitol 37 °C de 18 A 24 h.

Figura 6 B. S. aureus ATCC29213 en gelosa
sal y manitol 37 °C de 18 A 24 h.
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-

Figura 6 C. P. aeruginosa HIM en gelosa Figura 6 D. E. coli ATCC53228 en gelosa
Mac-Conckey 37 °C de 18 A 24 h. Mac-Conckey 37°C de 18 A 24 h.

— v £
e AR

Figura 6 E. K. pneumoniae HIM en gelosa
Mac-Conckey 37 °C de 18 A 24 h.

6.6.3 Bioensayo de bioprospeccién de inhibicion a la resistencia (método de
difusion en Agar en disco)

Este método conocido en el area clinica como Método de Kirby-Bauer, consiste en la
inoculacién de placas de Agar Mueller-Hinton con cepas bacterianas a una concentracion
de 0.5 escala de McFarland correspondiente a 1x10® UFC/mL. Se tomaron con un asa
bacteriol6gica 1 o 2 colonias del inéculo de las cepas previamente resembradas de 18 a
24 h en agar Mueller-Hinton y se suspendieron en tubo del cultivo con caldo Mueller-
Hinton, ajustando la turbidez a 0.5 McFarland. En una placa con agar Mueller-Hinton se
realizé un estriado masivo con hisopo, se pusieron discos de papel filtro de 6 mm de
diametro impregnados con 5 pL de aceité esencial de T. lucida y sensidiscos de

diferentes agentes antimicrobianos a los que es resistente la bacteria de AE en

21



¢+ Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

concentraciones especificas en este caso en particular. Estas placas se incubaron a
37°C durante 24 h y se observo la aparicion de una zona de inhibicion del crecimiento
alrededor del disco que contenia el agente antimicrobiano al cual es susceptible el
microorganismo (Vega, 2013).

6.6.4 -Bioensayo de bioprospeccion antimicrobiano con AE por el método de micro
dilucién en agar.

Se prepar6 un indculo de cada cepa bacteriana previamente resembrada 18 a 24 horas
antes y se suspendi6 en caldo Mueller-Hinton ajustando la turbidez a 0.5 de la escala de
McFarland, correspondiente a 1x10® UFC /mL unidades formadoras de colonias (UFC).
De este in6culo se hizo una dilucion 1:10 en caldo Mueller-Hinton en tubo Eppendorf
para una concentracion de 1x10” UFC/mL, de esta dilucion se tomaron 6 uL del inéculo
para cada pocillo de una microplaca de 96 pozos, dandonos una concentracion final de
1 x 10* UFC/mL por pozo. Esta suspension bacteriana se uso antes de 15 min después
de que se preparo para mantener las condiciones antes establecidas (Golus et al., 2016).

Los ensayos se realizaron en una microplaca estéril de 96 pocillos de fondo plano con
volumenes de 360uL por pocillo. El aceite esencial disuelto con DMSO se anadié al agar
Mueller-Hinton BBL® antes de solidificar en diferentes concentraciones en tubos
Eppendorf (Tabla 2).
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Tabla2. Volumen de agar, DMSO y aceite esencial (AE), por pocillo en la placa Elisa de 96 pozos.
Concentracion de los tres AE de T. lucida expresadas en miligramos por mililitro de AE
de acuerdo con su densidad (AE.U.15=658.5mg/ml, AE.U.16=704.135mg/ml y
AE.T.16=868.63mg/ml.

AGAR pL DMSO pL Volumen AE.U.15 AE.U.16 AE.T.16
Aceites (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
esencial (ML)

273 6 24 15.8 16.90 20.89
278 6 16 10.54 11.27 13.89
28 6 12 7.9 8.44 10.42
288 6 6 3.95 4.22 5.21
291 6 3 1.97 2.11 2.60

292.5 6 15 0.99 1.05 1.3
293.25 6 0.75 0.49 0.53 0.65
293.63 6 0.37 24 0.26 0.32
293.85 6 0.15 0.1 0.10 0.13

Los tubos se homogeneizaron en un agitador de vibracién vortex V1 plus y se
mantuvieron a 50° C en un termo-mezclador hasta dispensar el volumen correspondiente
para cada pocillo en la microplaca de 96 pocillos. La dilucidon en serie se ensay0 por
cuadruplicado con tres controles (esterilidad, crecimiento y para DMSO) y los diferentes
tratamientos para cada cepa ensayada. La placa se mantuvo a temperatura ambiente
hasta que el agar se solidifico. Al solidificar el agar en la microplaca, se inoculd con 6 uL

de indculo usando una micropipeta de 10 pyL (Golus et al., 2016).

Las placas inoculadas se incubaron a temperatura ambiente hasta que el inéculo fue
absorbido por el agar, se sellaron con papel parafilm y se incubaron a 36 °C durante 18-
24 horas.

Los resultados se determinaron sobre una base oscura y no reflectante bajo un
estereoscopio como apoyo visual. La CMI fue registrada como la concentracién mas baja

del agente ensayado que inhibié parcialmente el crecimiento bacteriano, la presencia de
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una débil neblina causada por el in6culo fue ignorada (Figuras 7A 7B y 7C). El
experimento se repitié por cuadruplicado (Golus et al., 2016).

Figura.7 A. Efecto de AE.U.15 contra S. aureus ATCC29213 (B1), P. aeruginosa HIM (B2) Y
K. pneumoniae BLEES (+) (B3) en placa de Elisa micro diluciones.

Figura.7 B. Pozo de microplaca sin
crecimiento microbiano visto
desde estereoscopio Leica
zoom 2000 (20x).

Figura.7 C. Pozo de microplaca con
crecimiento microbiano visto
desde estereoscopio Leica
zoom 2000 (20x).
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6.7.- Bioensayo de bioprospeccion de lainhibicion de la resistencia a antibioticos.
6.7.1 Método de micro dilucion en agar.

Este bioensayo fue realizado solamente con S. aureus ATCC29213y P. aeruginosa HIM.
Siguiendo el procedimiento igual que el descrito en el punto 6.6.4 de esta tesis. A este
ensayo sumamos un tratamiento: la mezcla de antibidtico con AE vs estas bacterias
(Figura 8). Después de 18-24 h de incubacion se agregaron 50 pL de cloruro de tetrazolio
(TTC) en solucién (0.8mg/mL) a cada pozo, se tapo la caja y se dejo reposar en la

campana de flujo laminar durante 30 minutos.

A B G DEFRGHI J KL
W

AR 2®OOC@OO
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Figura.8 Tratamientos de microdiluciones en agar. Donde C1 a C9 son concentraciones
diferentes de aceite esencial.

Se observo una coloracion rosada en los pozos donde hubo respiracion celular ya que
las bacterias redujeron el cloruro de tetrazolio a formazan (Figura 8), en este caso en
especifico se tomé como CMI la concentracion del tratamiento a la cual se formo un boton
rosado muy tenue donde casi no se ve la coloracién y la CMB se tom6 como la
concentracion donde hubo ausencia total de coloracion (Golus et al., 2016; Vega, 2013).

Los resultados se analizaron con una prueba de Kruskal-Wallis, estableciendo categorias
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de crecimiento bacteriano: donde O corresponde al 0% de crecimiento bacteriano, 1 a
12.5% 2 a 25%, 3a 50%, 4 a 75% y 5 es 100% de crecimiento bacteriano.

Tabla 3. Concentracion del antibitico en cada pozo de la microplaca expresado (ug/mL).

Antibiético Concentracion (ug/mL)
Acido Nalidixico (NA) 3.3
Cloranfenicol (C) 3.3
Imipenem (IPM) 1.1
Ampicilina (AMP) 1.1
Vancomicina (VA) 0.5

6.7.2 Método Bioautografia.

6.7.2.1Curva de crecimiento bacteriano.

Previo a la cromatografia en capa fina se realiz6 una curva de crecimiento para cada
bacteria usada en el bioensayo. Se preparé una escala de concentracion de BaCl,; en un
intervalo de concentracién de 0.1 a 1.0 conocida como escala Mac-Farland y se midio su
absorbancia en un espectrofotdmetro. Posteriormente se prepararon tubos con caldo
Mueller-Hinton BBL® a una concentracion de 0.1 Mac-Farland y se inocularon con cada
bacteria utilizada en el bioensayo, y se midi6 su absorbancia a 540 nm. Esta absorbancia
(Abs) se tom6 como tiempo cero, la Abs se midié cada 3 horas durante un periodo de 24
horas y después una ultima lectura hasta las 48 horas con el motivo de encontrar la fase
exponencial bacteriana. Cada tubo se inocul6 por cuadruplicado obteniendo cuatro
lecturas para cada bacteria (UNAM, 2010).
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6.7.2.2 Cromatografia en capa fina (CCF).

Se utilizaron cromatoplacas de silica gel (60W Merck) de 4cm x 10 cm una por muestra
de aceite esencial (AE.U.15, AE.U.16, AE.T.16). Las cromatoplacas se llevaron a
esterilizar por exposicion a luz ultravioleta durante 30 min. Después se les agregd 5 pL
para el AE.U.15, 10 uL para el AE.U.16 y 15 uL para el AE.T.16. Esta aplicacion fue
hecha en banda de 1lcm de ancho, una placa para cada aceite esencial. Las
cromatoplacas se dejaron secar no mas de 30 segundos y se introdujeron en una

solucion de 80:20 hexano-acetato de etilo dentro de cAmara cromatografica (Figura 9).

Figura.9 Cromatografia en placa fina en sistema de elucion hexano-acetato de etilo 80%-
20%.

Estas cromatoplacas se revelaron en una cabina Spectroline® Model CX-20 Ultraviolet
de luz UV a 365 nm (Figura.10). La cromatoplacas de los AE.U.15, AE.U.16 y AE.T.16
se revelaron asperjando una solucion de sulfato sérico amoniacal y calentando
ligeramente a 100°C en una plancha para revelar los compuestos incoloros bajo luz UV
(Figura 11). Una vez reveladas las placas, se calcularon los RF de los compuestos
separados y se identificaron corriendo cromatoplacas con estandares de [-pineno,
estragol y metil-eugenol. Se dejo evaporar el disolvente de la cromatoplaca todo un dia
en campana de seguridad. Una de las cromatoplacas con bandas ya identificadas se

dejé como referencia.(Vega, 2013).
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Figura.10. Placas reveladas con luz UV de los tres Figura.ll. Placa revelada con sulfato
aceites esenciales 1 (AE.U.15), 2 (AE.U.16) sérico amoniacal de
y (3) AE.T.16. AE.U.15.

6.7.2.3 Fase de inoculacion de placa cromatografica.

Las cromatoplacas se sumergieron en caldo Mueller-Hinton durante 7 minutos
colocandolas en recipientes de plastico herméticos previamente estériles con una capa
de agar-agar aproximadamente de 0.5cm de espesor. El control de crecimiento fue una
cromatoplaca impregnada con la mezcla de disolventes e inoculada con el mismo
microorganismo. Todas las cromatoplacas en cajas se incubaron a 37°C por 24 h (Figura
12).

. _—

Figura 12. Inoculacion e incubacion de las placas cromatograficas a 37°C.
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Después de la incubacion las placas inoculadas fueron asperjadas con una solucion de
Cloruro de tetrazolio (TTC) disuelto en buffer fosfato salino (BPS) (100 mg para 100 mL)
e incubadas nuevamente dentro de su correspondiente recipiente a 37°C + 0.5, hasta la
completa asimilacion del sustrato enzimatico por el microorganismo. Este proceso tardé
aproximadamente de 16 a 20 horas. La zona de inhibiciébn del crecimiento de los
microorganismos en la cromatoplaca se comparé con la cromatoplaca que se dej6é de
referencia. A esta cromatoplaca se le midié los RF de los compuestos separados, RF
gue se correlacionaron con el registro previo de las fracciones separadas

cromatograficamente (Vega, 2013).

6.7.2.4 ldentificacion de compuestos por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas.

Las bandas de las cromatoplacas se rasparon con una espatula y la silica se depositd
en tubos Eppendorf de 1.5y 2 mL, uno para cada fraccion identificada. Esta silica se
lavo con una mezcla de 200 uL de metanol y 500 pL de hexano y se agito durante 15

min en un sonicador.

Figura.13. Raspado de placa cromatografica muestras preparadas para la
inyeccion en GS-MS.
Posteriormente se centrifugé a 10 000 rpm durante 10min (Figura 13). Separando la fase
liguida que se concentr0 con nitrégeno gaseoso hasta un volumen de 50 pl.
Posteriormente, se inyectaron 3 uL en el cromatografo de gases acoplado a un detector
de masas con el mismo método que se analizaron los aceites esenciales, anteriormente

descrito.
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7. RESULTADOS

7.1 Composicion quimica de los aceites esenciales

La cuantificacién de los compuestos fue por el método de area bajo la curva expresando
los resultados en porcentaje. Los tres aceites esenciales de T. lucida analizados tienen
una composicién abundante en monoterpenos y fenil-propanoides. EI AE.U.15, colectado
en Uruapilla 2015, tiene 16 compuestos volatiles, cuyos mayoritarios son: metil-eugenol
46.1%, estragol 32.9%, B-pineno 9.01% y B-E-ocimeno 5.3%. Estos cuatro compuestos
representan 93.4% del total de la muestra. En el AE.U.16, colectado en Uruapilla 2016
se encontraron 16 compuestos, de los cuales son: B-pineno 37.3% y B-E-ocimeno 19.4%,
estragol 13.3% y metil-eugenol 9.5 %; los mayoritarios representan mas del 79.6% del
total de la muestra. En el AE.T.16, colectado en Tacicuaro, se encontraron 17
compuestos los mayoritarios son: 3-pineno 27.1% y B-E-ocimeno 23.4%, geranil acetato
15.5%, D-germacreno 8.9% y cariofileno 7.7%. Estos compuestos representan mas del
82.89% del total de la muestra (tabla 4).

Tabla 4. Composicidn quimica de aceites esenciales T. lucida Uruapilla 2015 (AE.U.15) T. lucida
Uruapilla 2016 (AE.U.16) y T. lucida Tacicuaro 2016 (AE.T.16). Los compuestos
volatiles y sus estructuras estan ordenados segun su indice Kovats determinado
experimentalmente (IKE) y sus indices Kovats tedricos (IKT).

AE.U.15 (%) AE.U.16 (%) AE.T.16 (%)
Abundancia Abundancia abundancia

Compuestos Estructuras IKE IKT relativa relativa relativa
H
i ﬁl’s |€Ha
B-Pineno Hy 994 974 9.01 37.35 27.17
CH

)

H5C tCH5

B-felandreno 1031 1025 0.18 0.23 0
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1101
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1394

0 1406

1427

1032

1044

1095

1194

1249

1374

1351

1430

1403

1464

0.26

5.33

2.48

32.93

0.33

0.53

46.15

0.83

0.94

19.42

4.04

13.29

0.31

2.78

9.5

3.36

1.21

23.50

2.46

0.35

1.16

0.32

15.55

0.34

0.86

7.76
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of

5

s}
\»@é

1459

1488

1502

1510

1528

1566

1452

1485

1495

1505

1522

1561

0.19

0.70

0.50

0.17

0.18

0.24

0.69

4.48

1.47

0.5

0.48

1.16

1.85

8.90

3.04

1.68

0.93

2.91

En los siguientes cromatogramas se presentan los resultados de la abundancia relativa

de cada uno de los compuestos que constituyen los aceites esenciales; el que tiene

mayor abundancia relativa es AE.T.16 siguiendo el AE.U.15 y por ultimo el AE.U.16

(figura 14).
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Figura.14. Cromatogramas de AE.U.15 (a) y AE.U.16 (b) colectados en Uruapilla en los afios
2015y 2016, el AE.T.16 (c) fue colectado en Tacicuaro en 2016 los MS principales son
1.- B -Pineno, 2.- B -trans-Ocimeno, 3.- Estragol, 4.- Metileugenol, 5.- Geranil acetato,
6.- Cariofileno y 7.-D-Germacreno, Nétese que los intervalos cubiertos por escalas de
la concentracion relativa son diferentes para una mejor apreciacion de los picos que
identifican a cada uno de los compuestos mayoritarios.
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7.2 Antibiograma

Con este método se realizaron varios ensayos para determinar la resistencia a
antibidticos que tienen las cepas bacterianas seleccionadas para el experimento (Tabla
5). Las cepas S. aureus ATCC29213, K. pneumoniae HIM y P. aeruginosa HIM fueron

resistentes a varios antibioticos en estos ensayos (Figura 15).

Figura.15. Antibiograma de E. coli
ATCC53228.

Tabla.5. (S) Sensibilidad reportada por el fabricante BBLO y (E) resultado experimental, en
negritas se encuentran los resultados de resistente al antibiético (N/A) no aplica debido
a que la bacteria tiene una resistencia natural al antibiotico.

< O O Z > § Q o
o = =) TS = 2 ®
=} > = =g o o =
o Q Q =
Q =0 ) [¢) o
= Q = = S = =
3 3 @ o @ o =
o o = o 3 = Y
> =1 o =]
s} ) =] <%}
CEPAS S E S E S E S E S E S E S E
S. aureus ATCC 29213 =215 12 221 22 218 15 N/A 14 216 40 N/A 16 229 7
E. coli ATCC 53228 N/A N/A N/A N/A 218 19 219 23 216 23 223 24 N/A N/A
P. aeruginosa VHIM N/A N/A N/A N/A 218 0 219 11 216 22 217 0 N/A N/A
S. aureus AVC-10 215 18 221 25 218 29 N/A N/A 216 38 N/A 39 229 27
K.pneumoniae HIM N/A N/A N/A N/A 218 20 219 14 216 27 223 0 N/A N/A
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7.3 Bioprospeccion de inhibicion a la resistencia a antibiéticos con Método de
Kirby-Bauer

En este bioensayo, los aceites Uruapilla 2016 y Tacicuaro.2016 no mostraron efecto de
inhibicion en estas cepas. El AE.U.15 mostré un halo de inhibicion de 10mm para P.
aeruginosa HIM ,12mm para K. pneumoniae HIM y 13 mm para S. aureus ATCC29213
respectivamente para cada bacteria al comparar los halos de inhibicion de los aceites y
los antibidticos a los que las bacterias son resistentes (Figura 16) se encontr6 que
AE.U.15 tiene un halo mayor en el caso de S. aureus ATCC29213, con respecto a K.
pneumoniae HIM y P. aeruginosa VHIM los halos de los AE son menores que los de los
antibidticos. Se utilizé el método de Kirby-Bauer ya que esta reportado en el trabajo de
Ramirez Ortiz (2017) ,el cual es un trabajo que antecede a esta tesis. En los bioensayos
realizados con el método de Kirby-Bauer se encontré una diferencia en la actividad de
los tres aceites contra las bacterias seleccionadas; Uruapilla 2015 mostré un efecto
mayor que los otros AE contra S. aureus ATCC29213. Comprobamos la actividad
antibacteriana de T. lucida contra K. pneumoniae reportada en el trabajo de Ramirez
Ortiz (2017).

Figura.16.Antibiograma de K .pneumoniae con aceites de T. lucida en combinacién con
Vancomicina, Cloranfenicol, y clindamicina.

7.4 Bioensayo de bioprospeccién delainhibicion de laresistencia a antibidticos
método de micro diluciones en placa de Elisa (parte 1)
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Los bioensayos realizados con los aceites de T. lucida en bacterias resistentes a
antibidticos mostraron que los AE tienen actividad antibacteriana; el aceite de Uruapilla
2015 fue el mas eficaz ya que inhibio el crecimiento de todas las bacterias en las que se
probd, obteniendo un mejor resultado con las Gram positivas. Los aceites de Uruapilla
2016 y Tacicuaro 2016 solo tuvieron actividad antibacteriana con las Gram positivas
(Tabla 6). La concentracion minima inhibitoria (CMI) de aceite esencial AE.U.15 contra
K. pneumoniae HIM fue de 3.95 mg/ml en el 75% de los casos; los AE.U.16 y AE.T.16
no inhibieron el crecimiento bacteriano de esta cepa. Para S. aureus ATCC 29213 la CMI
de AE.U.15 fue de 0.49 mg/ml en todos los bioensayos; los AE.U. 16 y AE.T.16 mostraron
una CMI de 16.90 mg/ml y 20.42 mg/ml respectivamente, para E. coli ATCC 53228 y P.
aeruginosa HIM, el AE.U.15 mostré una CMI de 7.9 mg/ml para las dos bacterias, en el
100% de los casos. AE.U.16 y AE.T.16 no inhibieron el crecimiento bacteriano de estas
dos cepas. Por dltimo, para S. aureus AVC-10 el AE.U.15 mostré una CMI de 0.99 mg/ml
el AE.U.16 de 0.26 mg/ml y el AE.T.16 de 2.60 mg/ml (Tabla 6, Figura 17).

Tabla 6. CMI en bioensayos de prospeccién de la inhibicion a la resistencia bacteriana por aceites
esenciales AE.U.15 (Uruapilla 2015), AE.U.16 (Uruapilla 2016) y AE.T.16 (Tacicuaro

2016).
Cepas Bacterianas AE.U.15 mg/mL AE.U.16 mg/mL AE.T.16 mg/mL
E. coli ATCC 53228 7.9 no inhibio no inhibid
K. pneumoniae HIM 3.95 no inhibid no inhibiod
P. aeruginosa HIM 7.9 no inhibid no inhibid
S. aureus ATCC 29213 0.49 16.90 20.42
S. aureus AVC-19 0.99 0.26 2.60
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.Figura17. A Efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano de AE.U.15 (AEl) vs cinco cepas
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.Figura17. B Efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano de AE.U.16 (AE2) vs cinco cepas

bacterianas
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.Figura17. C Efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano de AE.T.16 (AE3) vs cinco cepas
bacterianas

Comparando las tres figuras de la 17 A - 17 C a simple vista se puede ver que el aceite
de Uruapilla 2015 es el mejor de los 3, inhibiendo el crecimiento de una cantidad mayor
de bacterias. En los siguientes bioensayos se corroborara si los AE tienen actividad
inhibidora de la resistencia bacteriana combinando con antibidticos los cuales las
bacterias a ensayar son resistentes. Se escogieron dos cepas bacterianas para la fase
2 de los bioensayos: una Gram positiva, S. aureus ATCC 29213 resistente a vancomicina
y penicilina; y una Gram negativa, P. aeruginosa HIM resistente a cloranfenicol, acido
nalidixico y carbenicilina. Estas bacterias son algunas de las que mas comiunmente

causan infecciones intrahospitalarias en México en la actualidad (PUIS UNAM, 2018).
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7.5 Bioensayo de bioprospeccion de la inhibicion de la resistencia a
antibioticos con el método de micro diluciones en placa de Elisa, (parte 2)

La combinacién de los aceites con vancomicina y ampicilina contra S. aureus ATCC
29213, dio un mejor resultado que con los aceites solos, en la figura 18 se puede ver una
muestra de lo que se estd hablando, la flecha en la figura indica el gradiente de
concentracion que va de mayor a menor concentracion con cuatro repeticiones por
tratamiento , se puede ver el color rojo en algunos de los pocillos de la placa esto indica
que la bacteria convirtié el cloruro de tetrazolio a formazan el cual es un compuesto de
color rojizo que indica que hubo crecimiento bacteriano, la ausencia de esta coloracion
por parte del indicador (TTC) se entiende como ausencia de metabolismo en el pocillo

de la placo por lo que no hubo crecimiento bacteriano. (Figura 18).

Figura 18. Microdiluciones en placa de Elisa de S. aureus ATCC 29213 vs AE.U.16 revelada
con TTC y sus tratamientos T1 (bacteria + AE.U.16+ VA), T2 (bacteria + AE.U.16
+AMP), T3 (control de esterilidad), T4 (bacteria + AE.U.16), T5 (control positivo IMP) y
T6 (control de crecimiento bacteriano), T7 (bacteria + AMP control negativo), T8
(bacteria + VA control negativo).

En latabla 7 se encuentran las concentraciones minimas de cada uno de los tratamientos
con AE que inhibieron el crecimiento bacteriano de S. aureus ATCC29213, el mejor
resultado fue con el aceite de Uruapilla 2015 con las concentraciones minimas
inhibitorias mas pequefias de los tres aceites utilizados
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Tabla 7. CMI de AE para S. aureus ATCC29213 en mg/ml; AE Uruapilla 2015 (AE 1); AE Uruapilla
2016 (AE 2); AE Tacicuaro 2016 (AE 3); ampicilina (AMP); vancomicina (VA).

Tratamientos CMI
mg/mL
AE1 0.49
AE?2 16.9
AE3 20.84
AE1 AMP 0.49
AE2 AMP 2.1
AE3 AMP 1.3
AE1l VA 0.24
AE2 VA 0.53
AE3 VA 1.3

El en la parte estadistica el crecimiento esta representado por seis valores o categorias

gue van de 0 a 5, donde cero es igual a 0% y cinco es igual a 100% de crecimiento

120

100 e AE1

AE1VA
80 AE1AMP
VA

AMP

40 = CNT()

e CNT(+)

60

20

Crecimiento Bacteriano en %

1.97 3.95 7.9 10.54 15.8

Concentracion de AE en mg/mL

.Figura 19 A. Diferencias en el efecto inhibitorio del aceite esencial AE.U.15 (AE1) en el crecimiento
bacteriano de S. aureus ATCC29213; concentracién de AE (0.1 a 1.97 mg/mL); control de
crecimiento positivo CNT (+); control de crecimiento negativo imipenem CNT (-).

bacteriano. En la figura 19.A se puede ver los diferentes tratamientos con AE, que van

de una concentracion de 1.97 a 15.8 mg/mL en el que es constante la inhibicién del

40
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crecimiento lo cual nos indica que, por si solo y con antibioticos, el AE1 tiene actividad

inhibidora del crecimiento bacteriano en estas concentraciones

120

N

g 100

= AE1VA
= 80

[5i AE1AMP
(&)

3

& 60 VA

o

g . AMP
(]

£ 20

e = CNT(+)
O 0

0.1 0.24 0.44 0.88 1.97

Concentracion de AE en mg/mL

.Figura 19 B. Diferencias en el efecto inhibitorio del aceite esencial AE.U.15 (AE1) en el
crecimiento bacteriano de S. aureus ATCC29213; concentracién de AE (0.1 a 1.97
mg/mL); vancomicina (VA); control de crecimiento positivo CNT (+); control de
crecimiento negativo, imipenem CNT (-).

En la grafica de la figura 19 B se puede ver la diferencia en el crecimiento bacteriano,
cuando baja la concentracion de AE el que contiene antibiotico inhibe el crecimiento a
una concentracion mas baja de AE, esto es un indicio de que hay una sinergia entre
aceite esencial y antibiético teniendo un mejor resultado con vancomicina que con

ampicilina esto se puede ver también en las graficas de las figuras 19D Y 19 F.
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e AE)
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. Figura 19 C. Diferencias en el Efecto inhibitorio del aceite esencial AE.U.16 (AE2) en el
Crecimiento bacteriano de S. aureus ATCC29213; concentracion de AE (2.1 a 16.9
mg/mL); control de crecimiento positivo CNT (+); control de crecimiento negativo
imipenem CNT (-).
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.Figura 19. D Diferencias en el Efecto inhibitorio del aceite esencial AE.U.16 (AE2) en el
Crecimiento bacteriano de S. aureus ATCC29213; concentracion de AE (0.11 a 2.11
mg/mL), Control de crecimiento positivo CNT (+), control de crecimiento negativo
imipenem CNT (-).
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.Figura 19. E Diferencias en el Efecto inhibitorio del aceite esencial AE.T.16 (AE3) en el
Crecimiento bacteriano de S. aureus ATCC29213; concentracion de AE (2.6 a 20.8
mg/mL), Control de crecimiento positivo CNT (+), control de crecimiento negativo
imipenem CNT (-).
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. Figura 19.F Diferencias en el Efecto inhibitorio del aceite esencial AE.T.16 (AE3) en el
Crecimiento bacteriano de S. aureus ATCC29213; concentracion de AE (0.13 a 2.6
mg/mL), Control de crecimiento positivo CNT (+), control de crecimiento negativo
imipenem CNT (-).
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Al tratar P. aeruginosa HIM con los aceites en combinacion con los antibidticos la CMI
de AE.U.15 y AE.T.16, fue de 3.9 y 10.4 mg/ml respectivamente en combinacion con
cloranfenicol y una CMI de 10.5 y 10.4 mg/ml en combinacion con &cido nalidixico. Con
respecto al AE.U.16 en combinacion con los dos antibitticos la CMI fue de 152.1mg/ml
en combinacion con cloranfenicol y 168.9 mg/ml para &cido nalidixico (Figura 20 tabla 8).

T8 T7 ‘T6 TS5

Figura 20. Microdiluciones en placa de Elisa de P. aeruginosa HIM vs AE.U.16 revelada con
TTC vy sus tratamientos T1 (bacteria + AE.U.16+ VA), T2 (bacteria + AE.U.16 +AMP),
T3 (control de esterilidad), T4 (bacteria + AE.U.16), T5 (bacteria + IMP control positivo)
y T6 (control de crecimiento bacteriano), T7 (bacteria + C control negativo), T8 (bacteria
+ NA control negativo).

Se observé que AE.U.15 Y AE.T.16. En combinacion con antibiéticos son similares
estadisticamente y tienen un efecto similar en contra del crecimiento de P. aeruginosa
VHIM (Figura 21 A, 21 B, 21 E Y 21 F). Aunque sabemos que en concentracion de sus
metabolitos varian, lo cual los hace diferentes.
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Tabla 8. CMI de AE para P. aeruginosa HIM en mg/mL; AE Uruapilla 2015 (AE.U.15); AE
Uruapilla 2016 (AE.U.16); AE Tacicuaro 2016 (AE.T.16); Acido Nalidixico (NA);
Cloranfenicol (C). En negritas se indican los AE donde hubo una diferencia significativa
en la concentracién minima inhibitoria (CMI).

Tratamientos CMI
mg/mL
AE.U.15 7.9
AE.U.16 no inhibié
AE.T.16 no inhibié
AE.U.15C 39
AE.U.16 C 152.1
AE.T.16 C 104
AE.U.15 NA 10.5
AE.U.16 NA 168.9
AE.T.16 NA 104
$ 120
GC)
o 100 — el
.©
5 80 AE1C
(]
8 60 AE1 NA
o
S a0 ¢
é NA
) 20 a— CNT(-)
O
0 e CNT(+)
47.4 63.2 79.02 94.8 110.6 126.4 142.2 158.04

Concentracion mg/mL

. Figura 21.A Diferencias en el Efecto inhibitorio del aceite esencial AE.U.15 (AE1) en el
Crecimiento bacteriano de P. aeruginosa HIM; concentracion de AE (47.4 a 158.04
mg/mL), Control de crecimiento positivo CNT (+), control de crecimiento negativo
imipenem CNT (-) Cloranfenicol (C) Ac. Nalidixico (NA)
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. Figura 21.B Diferencias en el Efecto inhibitorio del aceite esencial AE.U.15 (AE1l) en el

Crecimiento bacteriano en %

Crecimiento bacteriano de P. aeruginosa HIM; concentracion de AE (0.13 a 2.6
mg/mL), Control de crecimiento positivo CNT (+), control de crecimiento negativo
imipenem CNT (-) Cloranfenicol (C) Ac. Nalidixico (NA)
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Concentracion de AE en mg/ mL

. Figura 21.C Diferencias en el Efecto inhibitorio del aceite esencial AE.U.16 (AE2) en el

Crecimiento bacteriano de P. aeruginosa HIM; concentracion de AE (0.13 a 2.6
mg/mL), Control de crecimiento positivo CNT (+), control de crecimiento negativo
imipenem CNT (-) Cloranfenicol (C) Ac. Nalidixico (NA)

46



Crecimiento bacteriano en %

100

% Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

120

60

e A E 2
80 AE2C
AE2NA
C
40 NA
20 e CNT(-)
e CNT(+)
0

01 026 052 105 21 4.2 84 113 169 338
Concentracion de AE en mg/mL

. Figura 21.D Diferencias en el Efecto inhibitorio del aceite esencial AE.U.16 (AE2) en el

Crecimiento bacteriano en %

Crecimiento bacteriano de P. aeruginosa HIM; concentracion de AE (0.13 a 2.6
mg/mL), Control de crecimiento positivo CNT (+), control de crecimiento negativo
imipenem CNT (-) Cloranfenicol (C) Ac. Nalidixico (NA)
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Concentracion de AE en mg/mL

. Figura 21.E Diferencias en el Efecto inhibitorio del aceite esencial AE.T.16 (AE3) en el

Crecimiento bacteriano de P. aeruginosa HIM; concentracion de AE (0.13 a 2.6
mg/mL), Control de crecimiento positivo CNT (+), control de crecimiento negativo
imipenem CNT (-) Cloranfenicol (C) Ac. Nalidixico (NA)
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. Figura 21.F Diferencias en el Efecto inhibitorio del aceite esencial AE.T.16 (AE3) en el
Crecimiento bacteriano de P. aeruginosa HIM; concentracion de AE (0.13 a 2.6
mg/mL), Control de crecimiento positivo CNT (+), control de crecimiento negativo
imipenem CNT (-) Cloranfenicol (C) Ac. Nalidixico (NA)

Se pudo observar que Para las dos bacterias utilizadas en esta segunda parte del
bioensayo con el método de microdiluciones en placa, los AE tuvieron un mejor
desempeiio combinandolos con los antibiéticos a los que las bacterias ensayadas son
resistentes, disminuyendo la concentracion en la que se puede observar la CMI la cual
es menor que la de los AE solos.

Después de corroborar que efectivamente los AE de T. lucida si tiene una actividad
antibacteriana y que inhiben la resistencia de algunos de los antibioticos se procedi6 al

siguiente bioensayo en el cual se identificaron estos metabolitos.

48



% Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
7.6 Bioautografia.

En el método de bioautografia se separaron los componentes de los AE, en la
cromatoplaca se observé que no estan del todo puros. La cromatoplaca se dividié en 10
fracciones al revelarlas en luz UV (Figura 23), se inoculo con el agente patdgeno como
esta descrito en la parte de materiales y métodos esta se revelo con TTC que vira a rojo
cuando hay respiracion celular, los halos de inhibicion identificados en la cromatoplaca
(Figura 22). Se rasparon en una cromatoplaca que se corrio simultdneamente con la que
se inoculo, se suspendieron en hexano y se inyectaron en CG-EM para una correcta
identificacion. Los MS que inhibieron el crecimiento bacteriano se encontraron en las
fracciones puras o en mezclas de dos o mas compuestos, los MS que coincidieron en la
inhibicién del crecimiento con dos de los antibioticos (VA, C) en los tres AE son geraniol,
linalool y metil-eugenol Los otros compuestos que inhibieron a las bacterias, pero no en

los tres AE, son estragol, geranil-acetato, cariofileno, nerolidol y ocimeno (Tabla 9).

Metil eugenol
\x.\ "

R

Geraniol — (a) (b) (c) (d)

Figura.22. Bioautografia. (a) cromatoplaca revelada en lampara UV, (b) cromatoplaca
revelada con TTC (c) control negativo (d) control positivo.
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(A) (B) (C)

Fraccién | AE.U.15 AE.U.16 AE.T.16
01 Geraniol Geraniol Geraniol
02 Geraniol Geraniol Geraniol
03 Geraniol Geraniol Geraniol
04 Geraniol, linalool Geraniol Geraniol
05 Geraniol, linalool Geraniol Geraniol
06 Geraniol linalool, Geraniol Linalool
estragol
o7 Geraniol linalool, |Geraniol, linalool, Linalool, metil-
estragol estragol eugenol
08 linalool, estragol linalool, estragol, Linalool, metil-
metil-eugenol eugenol
09 linalool, estragol, , | linalool, estragol, Linalool, metil-
metil-eugenol metil-eugenol, geranil- | eugenol geranil-
acetato acetato
10 linalool, estragol,, | linalool, estragol, Geranil-acetato
metil-eugenol metil-eugenol, geranil- | cariofileno
acetato nerolidol
cariofileno

Figura.23. Fracciones identificadas de AE.U.15 (A), AE.U.16 (B), AE.T.16 (C) en
cromatografia de gases

Tabla 9. Metabolitos secundarios encontrados en halos de inhibiciébn causados por AE
Uruapilla 2015 (AE.U.15); AE Uruapilla 2016(AE.U.16) AE Tacicuaro
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2016(AE.T.16) mas Vancomicina, Ampicilina y Cloranfenicol en las placas
cromatograficas inoculadas con P. aeruginosa VHIM y S. aureus ATCC29213.
Los MS en negritas se encontraron en halos de inhibicion en los tres aceites.

Bacterias Antibidtico AE.U.15 AE.U.16 AE.T.16
Estragol Estragol
Geranil-acetato
AMP Geraniol
Linalool
Nerolidol
Metil-eugenol Metil-eugenol
S. aureus ATCC29213 Cariofileno
Estragol Estragol
Geranil-acetato Geranil-acetato
VA Geraniol Geraniol Geraniol
Linalool Linalool Linalool
Metil-eugenol Metil-eugenol Metil-eugenol
Nerolidol Nerolidol
B-Ocimeno
Cariofileno Cariofileno
Estragol Estragol
Geranil-acetato
Geraniol Geraniol Geraniol
P. aeruginosa HIM C
Linalool Linalool Linalool
Metil-eugenol Metil-eugenol Metil-eugenol
Nerolidol
B-Ocimeno
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8.-DISCUSION

8.1 Variacion en la composicién quimica

En este trabajo se identificaron los MS del AE de T. lucida y se comprobd que la
composicion guimica puede variar entre afio y sitio de colecta en la misma especie. Esta

composicion varia tanto en los MS mayoritarios como en los minoritarios. Dos de los

aceites tienen una composicién parecida en MS mayoritarios: Uruapilla 2015 (estragol
31.9%, metil eugenol 34.7%) y Uruapilla 2016 (estragol 13.3%, metil eugenol 9.5%),

recolectados en el mismo lugar. Sin embargo, para Tacicuaro 2016 (estragol 0.4%, metil

eugenol 0.9%), la composicion de sus mayoritarios es completamente diferente. Esta
reportado que estragol y metil eugenol son componentes mayoritarios en aceites
esenciales de T. lucida colectados en Uruapilla y en zonas cercanas a Capula en
Michoacan ( Méndez Rodriguez, 2011; Ramirez Ortiz, 2017) también se ha reportado
gue la composicion quimica de aceites esenciales varia dependiendo de las condiciones
de crecimiento de la planta (Méndez Rodriguez, 2011), esta variacion puede afectar en
la actividad terapéutica de los remedios herbolarios basados en aceites esenciales,

causando que tengan una mayor o menor eficacia (Garcia-Rodriguez et al., 2012).

8.2 Método difusion de Kirby-Bauer

El método de Kirby-Bauer utilizado en laboratorios clinicos, en el que se miden los halos
de inhibicién, no es el mas adecuado para encontrar actividad antibacteriana o CMI en
aceites esénciales ya que la difusion del aceite en el agar no es muy buena, dificultando
la visibilidad de los halos de inhibicién. (Ramirez & Marin Castafio, 2009). En contraste,
el método de micro diluciones en agar es un método especifico para aceites esenciales
donde el AE se encuentra inmerso homogéneamente en el sustrato (Golus et al., 2016).
Las microdiluciones permiten el uso de emulsificantes como el DMSO en bajas
concentraciones. Se sabe que el DMSO tiene actividad antibacteriana en altas
concentraciones, por lo que no se podria utilizar en el método de Kirby-Bauer debido a
los volumenes de sustrato que se utilizan. El uso de volimenes muy pequefios es ideal

cuando se trabaja con productos naturales, por lo que actualmente se esta optando por
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el método de microdiluciones en agar (Ramirez & Marin Castafio, 2009; Golus et al.,
2016 ).

8.3 Actividad antibacteriana e inhibidora de la resistencia bacteriana

En la fase de actividad antibacteriana con el método de micro diluciones, se observé de
una manera mas facil la actividad antibacteriana de Uruapilla 2015 en concentraciones
mas bajas que las usadas con el método Kirby-Bauer. Asi se seleccionaron dos bacterias
resistentes a antibiéticos: S. aureus ATCC29213 y P. aeruginosa VHIM para estudiar con

mas precision la inhibicion de la resistencia bacteriana.

En los bioensayos de inhibicion de la resistencia bacteriana, el AE de Uruapilla 2015
inhibid el crecimiento de S. aureus ATCC29213 y P. aeruginosa HIM, esta actividad no
cambia mucho cuando el AE se combina con antibidticos. Con el AE de Tacicuaro 2016
por el contrario, se obtuvo un mejor resultado combinandolo con ampicilina, vancomicina,
acido nalidixico y cloranfenicol, ya que Inhibieron el crecimiento de S. aureus
ATCC29213 y P. aeruginosa HIM en concentraciones menores del AE. Esto indica que
hay una sinergia entre los antibioticos y MS de estos aceites esenciales, lo que coincide
con Yap et al. (2014), que comentan que los aceites esenciales pueden no tener actividad
antibacteriana por si solos pero que combinados con antibiéticos pueden crear sinergia

potenciando la actividad de los dos.

Con estos resultados se cumple una de las hipotesis de este trabajo, en la que se postula
gue los aceites esenciales de T. lucida contienen metabolitos secundarios inhibidores de
mecanismos bioquimicos que habilitan la resistencia bacteriana a antibioticos
comerciales. Richards et al., (2016) mencionan que los MS actian rompiendo la
membrana bacteriana e inhiben enzimas, uniéndose a ellas. Los resultados sugieren que
los MS de T. lucida inhiben algin mecanismo de resistencia bacteriana relacionados con

los antibioticos probados (Yap et al., 2014).
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La concentracion fue determinante para ver este efecto con el AE Uruapilla 2016 contra
P. aeruginosa HIM utilizando una concentracion mayor que los otros AE. Esto tal vez se
deba a que la abundancia relativa de los componentes de los AE difiere entre las fechas
y sitios donde se recolectaron. Por ejemplo, en el AE Uruapilla 2015 el componente
mayoritario fue estragol con una concentracion relativa de 36%, mientras que en
Uruapilla 2016 fue de 13.3% y en Tacicuaro 2016 de 0.4 %; en los dos ultimos AE, el
componente mayoritario no fue estragol, Posiblemente algunos de estos MS estén
funcionando como inhibidores del crecimiento bacteriano, requiriendo de
concentraciones mayores para mostrar esta actividad (Senthilkumar & Venkatesalu,
2009). Asi, estos resultados apoyan la segunda hipétesis que postula que la composicion
de los aceites esenciales determina actividad antibacteriana y modulacion de la

resistencia.

El AE de Tagetes lucida tiene actividad antibacteriana, antifingica, antiparasitaria y
contra insectos plaga de varias frutas y verduras (Omer et al., 2015). Se ha comprobado
gue los AE de T. lucida tienen propiedades antibacterianas contra bacterias patdogenas
para seres humanos (Cano Perez, 2007; Rojas et al., 2012, Ramirez Ortiz, 2017). Se ha
descrito la actividad antibacteriana en aceites esenciales de especies de plantas con
estragol, linalool, geraniol y metil eugenol como MS mayoritarios(Regalado, et al, 2011;
Pombo Ospina et al., 2016 Avetisyan et al., 2017; Ramirez Ortiz, 2017).

Asi, el estragol y metil-eugenol, que fueron los compuestos mayoritarios en el AE de
Uruapilla 2015, posiblemente son los causantes de los efectos antibidtico que se observo
en esta investigacion. También esto se confirmo con los bioensayos de la bioautografia,
en los que se observo que las bandas cromatogréaficas que contenian estos compuestos

inhibieron el crecimiento bacteriano.

Lo que no se sabia, es que la variacion en la composicion en los aceites esenciales de
Tagetes lucida podria cambiar esta actividad, mostrando que los compuestos pueden ser

menos eficaces que otros, por lo que se sugiere investigar con compuestos puros.
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8.4 Identificacion parcial de metabolitos secundarios activos.

Con en el método de bioautografia se identificaron varios MS que inhibieron el
crecimiento bacteriano, en combinacién con cloranfenicol, ampicilina y vancomicina

contra P. aeruginosa HIM y S. aureus ATCC29213 respectivamente.

Los ensayos por este método mostraron que los MS mayoritarios (estragol, metil eugenol
y geranil acetato) inhibieron el crecimiento bacteriano (Vega, 2013). Sin embargo, los
MS minoritarios (geraniol, E-nerolidol, cariofileno, linalool) también estan relacionados
con esta actividad. Sorprendentemente, las manchas cromatograficas donde estaban
metil eugenol, geraniol y linalool estaban en los tres aceites inhibiendo el crecimiento de

S. aureus y P. aeruginosa con vancomicina y con cloranfenicol.

En cromatografia de capa fina se detecto la mezcla de dos o tres metabolitos en una sola
mancha cromatografica que inhibio a las bacterias. Los monoterpenos geraniol, geranil-
acetato, linalool, y el fenilpropanoide estragol, tienen oxigeno en su estructura e inhiben
el crecimiento bacteriano. Los compuestos con oxigeno o grupos hidroxilo en su
estructura tienen mas probabilidad a tener actividad antiséptica y antimicrobiana (
Domingo & Lopez-Brea, 2003; Maguna et al., 2006; Rojas et al., 2012).

En trabajos realizados con Ocimum basilicum y Pelargonium odoratissimum se ha
reportado actividad antibacteriana de sus AE en los que se encontraron geraniol, geranil
acetato, linalool estragol y metil eugenol como MS mayoritarios (Pombo Ospina et al.,
2016). Estos compuestos estan presentes en los AE de T. lucida como MS mayoritarios
y minoritarios, lo que sugiere que dentro de la misma planta los MS podrian actuar
aditivamente o sinérgicamente potenciando el efecto unos de otros. Esto podria
favorecer al tratamiento con antibidticos convencionales pues se atacaria a mas de un
mecanismo de resistencia bacteriana en contraste con los antibioticos convencionales

gue solamente atacan un mecanismo de accion especifico.

Los AE de la mayoria de las plantas se han aprobado como aditivos para alimentos como
conservadores en la categoria de GRAS (Por sus siglas en inglés Generally Recognized
as Safe) por lo que se consideran inofensivos para el consumo humano.(Kim, Marshall,

& Wei, 1995) Se espera que en un futuro se puedan utilizar como coadyuvantes en la
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terapéutica junto a antibidticos convencionales para resolver el problema de la

resistencia a antibiéticos.

9.-CONCLUSIONES

La composicion del aceite esencial de T. lucida varia de acuerdo a la época y sitio de
colecta, en la proporcion de sus compuestos mayoritarios y minoritarios. Esta variacién
quimica afecta la actividad antimicrobiana del aceite solo y en combinacion con

antibiéticos comerciales contra S. aureus y P. aeruginosa.

Los aceites esenciales de T. lucida, por si solos inhiben el crecimiento bacteriano siendo
Uruapilla 2015 el mas eficaz inhibiendo bacterias Gram positivas y Gram negativas.
Mostrando una mayor actividad contra Gram positivas solos y en combinacion con

antibiéticos comerciales.

Los compuestos detectados con actividad inhibitoria in vitro son geranil acetato, estragol,
geraniol, linalool, metil eugenol, cariofileno y E-nerolidol. Los metabolitos secundarios a
los que se les atribuye la actividad inhibitoria de la resistencia son: linalool, metil eugenol
y geraniol ya que se encuentran en bandas cromatograficas con halos de inhibicion

presentes en las fracciones de los tres aceites.

10.- RECOMENDACIONES.

En este trabajo se detectaron los compuestos que inhiben la resistencia bacteriana a
antibidticos, aunque estos compuestos vienen en mezclas de dos o tres, para tener una
mayor certeza de que solo uno de estos compuestos es responsable de la actividad

inhibitoria de la resistencia bacteriana de los aceite esencial de T. lucida se recomienda:

e Colectar una gran cantidad de T. lucida para asegurar una cantidad mayor de AE
e Fraccionar el aceite en cromatografia de columna obteniendo unos compuestos

Mas puros.
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Probar los compuestos solos 0 en mezcla y con antibi6ticos a diferentes
concentraciones, para ver si este efecto es solo de un metabolito o es en mezclas
de estos.

Identificar los mecanismos de defensa bacterianos inhibidos por estos
metabolitos. Probar si inhiben solo un mecanismo o varios mecanismos y si estos

estan relacionados con los antibiéticos probados.
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11.-ANEXOS

11.1.- Cromatoplacas de bioautografia

(@) (b) (<) (d)

Figura.24. AE.U.15 + VA vs S. aureus ATCC29213 halos de inhibicién en fracciones 10 A 3. (a)
cromatoplaca revelada en lampara UV, (b) cromatoplaca revelada con TTC (c) control negativo
(d) control positivo.

(d) (@) (b) (c) (d)

. Figura. 24. AE.U.16 +VA vs S. aureus Figura.25. AE.T.16 +VA vs S. aureus
ATCC29213 halos de inhibicion en ATCC29213 halos de inhibicién
fracciones 1, 2, 3,10. (a) en fracciones 1 2 3 9. (a)
cromatoplaca revelada en lampara cromatoplaca revelada en
UV, (b) cromatoplaca revelada con lampara UV, (b) cromatoplaca
TTC (c) control negativo (d) control revelada con TTC (c) control
positivo. negativo (d) control positivo.
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(a) (b) (c) (d)

Figura.27. AE.U.15 + AMP vs S. aureus
ATCC29213 halos de inhibicion en
fracciones 5 al0 (a) cromatoplaca
revelada en lampara UV, (b)
cromatoplaca revelada con TTC (c)
control negativo (d) control positivo.

(a) (b) (c) (d)

Figura.28. A2E+AMP vs S. aureus
ATCC29213 halos de inhibicién en
fracciones 9y10, (a) cromatoplaca
revelada en lampara UV, (b)
cromatoplaca revelada con TTC
(c) control negativo (d) control

(@) (b) (c) (d)

Figura.29. AE3 + AMP vs S. aureus
ATCC29213 halos de inhibicion en
fracciones 10(a) cromatoplaca
revelada en lampara UV, (b)
cromatoplaca revelada con TTC (c)
control negativo (d) control positivo.

(a) (b) (c) (d)

Figura.30. AE1+Cloranfenicol vs P. aeruginosa
halos de inhibicion en fracciones
7,8,9,10, (a) cromatoplaca revelada
en lampara UV, (b) cromatoplaca
revelada con TTC (c) control negativo
(d) control positivo.
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Figura.31. AE.U.16+Cloranfenicol vs P.

aeruginosa halos de inhibicion en
fracciones 1, 5, 9, 10 (a)
cromatoplaca revelada en
lampara UV, (b) cromatoplaca
revelada con TTC (c) control
negativo (d) control positivé.

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

(b) (c) (d)

Figura.32. AE.T.16+cloranfenicol vs P. aeruginosa

HIM halos de inhibicién en fraccionesl, 2,
34, 6, 7, 9, 10(a) cromatoplaca
revelada en lampara UV, (b)
cromatoplaca revelada con TTC (c)
control negativo (d) control positivo.
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11.2.- Cromatograma de las fracciones donde se encontraron halos de

inhibicién bacteriana en cromatoplacas.
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