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RESUMEN

La resistencia bacteriana a antibidticos ha generado la busqueda sistematica de
compuestos naturales (metabolitos secundarios) que son bioactivos; lo que se conoce
como bioprospeccion. En este trabajo se reporta la bioprospeccion de moléculas
antagonicas de los mecanismos bioquimicos que posibilitan la resistencia a
antibidticos. La bioprospeccion se realizdO en extractos de malezas, las cuales son
abundantes y con un gran numero de metabolitos secundarios que actian en la

defensa vegetal.

En este trabajo se analizo la hipétesis que la defensa vegetal inhibe enzimas y
proteinas de eflujo que protegen a las bacterias de los antibiéticos, generando su
resistencia a ellos. Se probo6 la prediccién de que los compuestos secundarios de los
aceites esenciales de Cosmos bipinnatus, Tagetes erecta, Tagetes lucida y Reseda
luteola presentan actividad antimicrobiana e inhibidores de resistencia bacteriana en

cepas patdgenas en humanos.

Los aceites esenciales de estas plantas se extrajeron por arrastre de vapor de
agua Yy fueron analizados por cromatografia de gases-masas. La actividad
antimicrobiana de los aceites fue probada con la prueba de Kirby-Bauer y se estimé la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB)
por el método de dilucion en caldo. Se utilizaron bacterias Gram negativas y Gram
positivas en un total de 54 bioensayos; en donde se probéd el aceite esencial solo; la
combinacion del aceite esencial con el antibidtico anulado y el aceite esencial con el
antibidtico susceptible. De los bioensayos,en el 43% de los casos hubo inhibicién
bacteriana, en el 18% un efecto antagbnico y en el 38% ningun efecto. El aceite
esencial de Cosmos bipinnatus mostré poca actividad antibacteriana, pero inhibié a
Proteus mirabilis; Tagetes lucida inhibi6 a Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Klebsiella pneuminiae y Salmonella sp; Tagetes erecta solo inhibié a
Klebsiella pneumoniae. Reseda luteola mostré6 mayor actividad antibacteriana en
combinacion con los antibidticos acido nalidixico, cefepime, clindamicina, cloranfenicol,
imipenem, penicilina y vancomicina, incluso potencié el efecto antibacteriano de los

antibidticos contra S. aureus, S. epidermidis, V. cholerae, E. coli y K. pneumoniae.
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La combinacion de los aceites esenciales de C. bipinnatus, T. lucida y R. luteola
con los antibidticos, mostré un efecto sinérgico y en algunos casos potencio el efecto
antibacteriano, en las cepas susceptibles. La CMI y la CMB para los aceites fueron:
CMI: 1.0 mg/ml y CMB: 2.0 mg/ml de T. lucida contra K. pneumoniae IV HIM; CMI: 1.0
mg/ml y CMB: 2.0 mg/ml de R. luteola contra S. aureus IIHIM; CMI: 0.5 mg/ml y CMB:
1.0 mg/ml contra S. epidermidis FES; CMI: 1.0 mg/ml y CMB: 1.5 mg/ml para E. coli
1249 2MR; CMI: 1.0 mg/ml y CMB: 1.5 mg/ml contra V. cholerae y CMI: 0.125 mg/ml y
CMB: 0.5 mg/ml. para S. epidermidis FES.

Palabras clave: aceites esenciales, actividad antimicrobiana, resistencia bacteriana a

antibioticos.
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ABSTRACT

Bacterial resistance to antibiotics has led to the systematic search for natural
compounds (secondary metabolites) that are bioactive; this is known as bioprospection.

In this research bioprospecting of antagonistic molecules of biochemical mechanisms
that enable antibiotic resistance is reported. Bioprospection was carried with weed
extracts; these plants are abundant and have a large number of defensive secondary
metabolites. We test the hypothesis that plant defense can inhibit enzymes and/or efflux
proteins that protect bacteria from antibiotics, causing resistance to them. We tested the
prediction that the secondary compounds of essential oils Cosmos bipinnatus, Tagetes
erecta, Tagetes lucida and Reseda luteola contain antimicrobial activity and inhibitors of
bacterial resistance in bacteria pathogenic to humans.

Essential oils were extracted by water steam distillation and analyzed by gas
chromatography (GC-MS). The antimicrobial activity of the oils was estimated with the
Kirby-Bauer test and the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) by the broth dilution method. Gram negative and Gram
positive bacteria were used in a total of 54 bioassays. Bioassay, in 43% of cases
bacterial inhibition was observed; in 18% antagonistic effect against antibiotic
resistance; and in 38% no effect. The essential oil of Cosmos bipinnatus showed little
antibacterial activity, but inhibited Proteus mirabilis; Tagetes lucida inhibited
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneuminiae and
Salmonella sp; Tagetes erecta only inhibited Klebsiella pneumonia; Reseda luteola
showed higher antibacterial activity in combination with antibiotics nalidixic acid,
cefepime, clindamycin, chloramphenicol, imipenem, penicillin and vancomycin, even
potentiate the antibacterial effect of antibiotics against S. aureus, S. epidermidis, V.
cholerae, E. coli and K. pneumoniae.

The essential oils of C. bipinnatus, T. lucida and R. luteola combined with antibiotics
showed synergistic effect, and some cases antibacterial potentiation. The MIC and MBC
for oil T. lucida vs K. pneumoniae IV HIM where: 1.0 mg / ml and 2.0 mg / ml. For R.
luteola vs S. aureus IIHIM were: 1.0 mg / ml and 2.0 mg / ml. For R. luteola vs S.
epidermidis FES where 0.5 mg / ml and 1.0 mg / ml. For R. luteola vs E. coli 1249 2MR
1.0 mg / mland 1.5 mg / ml. For R. luteola vs V. cholerae 1.0 mg / ml and 1.5 mg / ml
and for R. luteola vs S. epidermidis FES 0.125 mg / ml and 0.5 mg / ml.

Keywords: Essential oils, antimicrobial activity, bacterial resistance to antibiotics.
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1. INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a antibioticos se ha considerado como un grave
problema de salud publica a nivel mundial. Se estima que la mitad de los antibiéticos se
prescriben, se dispensan y se consumen de forma inadecuada. Esto ha contribuido al
desarrollo de la resistencia bacteriana, lo que se reduce la efectividad de los
tratamientos e incrementa los gastos meédicos y la mortalidad por enfermedades

infecciosas (Dreser et al., 2008).

Se entiende por resistencia, al mecanismo mediante el cual la bacteria puede disminuir
o anular la accién de los agentes antimicrobianos. Existen dos tipos de resistencia
bacteriana, la natural y la adquirida; la natural es una propiedad especifica de las
bacterias y su aparicién es anterior al uso de antibioticos. Todas las bacterias de una
misma especie son resistentes a algunas familias de antibidticos y eso da ventaja
competitiva sobre otras cepas y les permite sobrevivir cuando se usa ese antibiético.

En este caso la resistencia se trasmite de forma vertical de generacién en generacion.

La resistencia adquirida constituye un problema en la practica clinica, pues se ponen
de manifiesto los fracasos de los tratamientos terapéuticos de un paciente infectado
con un microorganismo que en otros tiempos era sensible. La resistencia bacteriana
adquirida se produce a través de mutaciones (cambios en la secuencia de las bases
del ADN) y por la trasmisiobn de material genético extracromosémico procedente de
otras bacterias. Esta transferencia se realiza de forma horizontal a través de plasmidos
u otro material genético mévil como integrones o trasposones, también transfiere
material genético a otras especies bacterianas. De esta forma una bacteria puede
adquirir la resistencia a uno o varios antibioticos sin necesidad de haber estado en

contactos con ellos.

A lo largo del tiempo las bacterias han desarrollado varios mecanismos de resistencia
en contra de los antibiéticos. Uno de ellos son las barreras de permeabilidad en el que
destaca la bomba de flujo que permite la excrecion de productos residuales o téxicos,
con la que pueden eliminar muchos agentes antimicrobianos. El siguiente mecanismo

se debe a una disminucién de permeabilidad en la pared bacteriana, con la pérdida o
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modificacion de los canales de entrada (porinas). Otro de los mecanismos de defensa
es por la producciéon de enzimas que inactivan a los antibiéticos; como son inhibidos los
aminoglucoésidos, el cloranfenicol por la acetil transferasa y las B-lactamasas para el
grupo de pB-lactamicos. Otro mecanismo de resistencia bacteriana es por la
modificacion de la proteina diana. La bacteria modifica la proteina diana, y cambia su

funcion o produce enzimas distintas. (Fernandez Riveron et al., 2003).

Con el fin de minimizar estos mecanismos de resistencia bacteriana a antibioticos se
han realizado estrategias como es evitar la automedicaciéon, el uso racional de los
antibiéticos mediante la educacion de los médicos a la poblacién, asi como incrementar
la educacion médica de enfermedades infecciosas, el uso de los agentes
antimicrobianos y su prescripcion basada en la evidencia, el establecimiento de
programas de vigilancia epidemiologica y realizar antibiogramas en contra de los
patdbgenos que producen las enfermedades mas comunes, la racionalizacién del
empleo de los antibidticos en la medicina veterinaria para la produccion de alimento
animal, asi como el cumplimiento estricto de las medidas de prevencion y control de la
infeccion intrahospitalaria y el empleo de las vacunaciones, el uso de cocteles
antibidticos, asi como el uso alternativo de diferentes antibidticos, y el uso de
antibidticos por periodos largos aunque el paciente muestre mejoria completa o
recuperacion de la salud y el desarrollo de nuevos antibiéticos mediante la busqueda

de nuevas dianas (sitio del blanco) metabdlicas en las bacterias.

Los antibiéticos se identifican por su capacidad para matar a las bacterias
(bactericidas) o inhibir el crecimiento (bacteriostaticos). Estos actian mediante la
inhibicion de las funciones bacterianas (tales como la sintesis de la pared celular, la
replicacion de ADN, transcripcién de ARN vy sintesis de proteinas) que son vitales para

su crecimiento logaritmico (Clatworthy et al., 2007).

En 1999, un estudio en el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades de
Atlanta, Georgia, USA (CDC, Center for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA,
USA), revel6 que el 49% de Salmonella typhimurium, el 91% de especies de Shigella,
el 53% de especies de Campylobacter y el 10% de las cepas de Escherichia coli

aisladas clinicamente, eran resistentes a uno o mas de los antibiéticos utilizados mas
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comunmente. El 28% de los aislados de S. typhimurium, fue resistente a cinco o mas
antibitticos (Mufioz et al., 2009).

Por lo que la busqueda de inhibidores de resistencia bacteriana a antibiéticos,
moléculas bioactivas (metabolitos secundarios) es de suma importancia, en la
investigacion se le conoce como bioprospeccion. Se mencionan cuatro puntos
importantes por lo que deben de ser estudiadas las plantas, 1) Porque las plantas
producen metabolitos secundarios y tienen la propiedad de ser antibacterianos como
parte de su estrategia de defensa quimica para protegerse de bacterias asi como de
hongos, virus e insectos; 2) Porque existe un sinnumero de plantas que se han utilizado
por la via tépica y sistémica para tratar infecciones bacterianas; 3) Por la variedad
guimica de grupos funcionales asi como la quiralidad y la diversidad quimica de
productos naturales que sefialan ser una valiosa fuente de moléculas bioactivas. 4) Y

por su fitoquimica (Gibbons, 2008).

Existe una gran variedad de plantas que se encuentra entre los cultivos o en zonas
perturbadas y que se les conoce comunmente como malezas o plantas indeseables
(Espinosa & Sarukhan, 1997). Se ha demostrado que estas plantas contienen un gran
numero de metabolitos secundarios que actian en la defensa vegetal (Garcia y Pérez
2009). Por otra parte desde hace mas de dos décadas se ha documentado la influencia
que ejercen los volatiles sobre numerosas interacciones bidticas, en funciones
fisioldgicas y ecoldgicas como interaccion planta-animal(Céspedes-L & Loaiza-Marin,
2007). También se ha demostrado que los volatiles pueden tener diferentes
propiedades desde farmacos, plaguisidas, herbicidas, insecticidas, fungicidas, y hasta
colorantes, saborizantes y fragancias (Trejo-Tapia, 2007). La actividad antimicrobiana
es otra de las actividades biologicas de los aceites esenciales y esta directamente

relacionada con los componentes bioactivos que contienen.

Una estrategia metodologica de bioprospeccion que ha demostrado tener resultados
positivos es la busqueda de plantas que resulten fuentes de nuevos antibidticos o
compuestos inhibidores de resistencia bacteriana a antibioticos, y que ademas sean
abundantes y que no se vayan a extinguir por su cosecha (Torres & Velho, 2010). Las

malezas cumplen con ese requisito, por lo que en este trabajo se analiz6 el efecto de
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los aceites esenciales de Cosmos bippinatus, Tagetes erecta, Tagetes lucida y Reseda
luteola, sobre su actividad contra bacterias Gram negativas y Gram positivas en
combinacion con antibidticos a los que la bacteria muestra resistencia, para realizar un

estudio preliminar de inhibidores de resistencia bacteriana en extractos de malezas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Mecanismos de accién de los antimicrobianos

Existe una gran diversidad de grupos y familias de antibioticos. Los mecanismos de
accion de los antimicrobianos para inhibir o causar la muerte a una bacteria son muy

variados, y depende de las dianas afectadas (sitio del blanco).
2.1.1. Antibidticos que inhiben la sintesis de la pared celular

La ausencia de esta estructura condicionaria la muerte de la bacteria, debido al
elevado gradiente de osmolaridad que suele existir entre el medio y el citoplasma
bacteriano. Para que estos antibioticos ejerzan su accion, la bacteria se debe encontrar
en crecimiento activo y que el medio en el que se encuentre sea isotonico o hipotonico,
esto favorece el estallido de la célula cuando la pared celular se pierde. Son mas
efectivos sobre las bacterias Gram positivas. La sintesis de la pared celular se
desarrolla en tres etapas: la etapa citoplasméatica, donde se sintetizan los precursores
del peptidoglicano como la fosfomicina y cicloserina. El transporte a través de la
membrana, y la organizacion final de la estructura del peptidoglicano, que se desarrolla

en la parte mas externa de la pared.
2.1.2. Antimicrobianos activos en la membrana citoplasmética

Esta membrana es vital para todas las células, ya que intervienen activamente en los
procesos de difusién y transporte activo, por lo que controla la composicion del medio
interno celular. A este grupo pertenecen las polimixinas y los poliénicos. Estos
antibidticos modifican la permeabilidad, y provocan la salida de iones potasio en el
metabolismo bacteriano por lo que se comportan como bactericidas.

2.1.3 Inhibidores de la sintesis proteica

Este es uno de los procesos mas afectados frecuentemente por los antibiéticos, y su
inhibicion se debe a las diferencias estructurales entre los ribosomas bacterianos y
eucariotas. Los ribosomas bacterianos estan formados por dos subunidades (30S y
50S) que contienen ARN ribosdmico. En esta estructura pueden ser lugares de unién
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para los antibioticos. La sintesis proteica se desarrolla en diferentes fases: de
inhibidores de activacion, inicio, de fijacion del aminoacil-ARNt al ribosoma e

inhibidores de elongacion.
2.1.4 Antibidticos que actuan en el metabolismo o estructuras de acidos nucleicos

El genoma bacteriano contiene la informacién para la sintesis de proteinas a través del
ARN mensajero a partir del ADN, y para la sintesis del ARN ribosémico. La replicacion
y la transcripcion del ADN se realizan en varias fases con la participacion de diferentes
enzimas y sustratos, que constituyen dianas para la accion de diversos antibiéticos. La
inhibiciébn de estos procesos son realizados por las rifamicinas y las quinolonas, que
actlan en enzimas que participan en los procesos de transcripcion y replicacion, los
nitroimidazoles y nitrofuranos que actiuan directamente sobre el ADN (por lo que se

consideran bactericidas rapidos).
2.1.5 Bloqueo de la sintesis de factores metabdlicos

Para la sintesis de los aminoacidos o las bases puricas y pirimidicas de los nucledétidos,
se requiere la sintesis de folatos, que algunas bacterias son incapaces de obtener del
medio. La sintesis de &cido tetrahidrofélico se obtiene a partir de una molécula
depteridina y de &acido para-aminobenzoico (PABA), y mediante la enzima
dihidropteroatosintetasa se forma el acido dihidropteroico. Por la adicion del acido
glutdmico se forma el acido dihidrofolico (acido félico), que reducido por la dihidrofolato
reductasa forma el acido tetrahidrofélico (acido folinico). Entre los antibiticos que
inhiben estas vias metabolicas se encuentran las sulfamidas y diaminopirimidas (Calvo
& Martinez-Martinez, 2009).
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La aparicion de la penicilina; fue seguido por la aparicion de la resistencia bacteriana
en tan solo unos pocos afos. Es claro que estamos en una carrera para desarrollar
nuevos antimicrobianos para completar nuestro arsenal y combatir la creciente
aparicion de cepas resistentes a los antibioticos (Clatworthy et al., 2007) (Fig. 1).
Actualmente esta carrera armamentista se esta perdiendo pues la Sociedad Americana
de Enfermedades Infecciosas calcula que el 70% de las infecciones adquiridas en los

hospitales en los Estados Unidos son resistentes a uno o mas antibiéticos.

Antibiotic deployment

Tetracycline
Chloramphenicol Vancomycin

Streptomycin Ampiciilin

Sulfonamides Erythromycin Daptomycin

I R Linezolid
2 |

1930 1935 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1980 1995 2000 2005

===t 1 1| I | [

Sulfonamides Chloramphenicol Ampicillin Van(iomycin Linezolid
|

Streptomycin

Erythromycin l
Daptomycin

Te:racx}cli".e Methicillin
Antibiotic resistance observed

Fig. 1 Resistencia a antibidticos.
Tomado de (Clatworthy et al., 2007)
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2.2. D NHIBICION [ [IOE_Resistencia bacteriana

Desde el punto de vista molecular y bioquimico (Fig. 2) existen basicamente tres
mecanismos por medio de los cuales una bacteria puede hacerse resistente al efecto

del antibiético:
* Inactivacion del antibioético.
« Alteracion del sitio blanco del antibiético.

* Barreras de permeabilidad en el que destaca las bombas de eflujo.

@
e
Bomba de
eflujo
Antibidtico
. Antibidtico
o ®

Enzima
hidrolitica

Antibiético
v4

Modificacion
det sitio blanco
del antibidtico...

Porina con sitio
de entrada
mutado

Fig. 2. Mecanismos de Resistencia, (Moreno-M et al., 2009)
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2.2.1. Destruccién e inactivacion del antibiético por la produccion de enzimas

Este mecanismo de resistencia se debe a la produccion de enzimas que hidrolizan al
antibidtico. Las B-lactamasas son las mas interesantes ya que son proteinas capaces
de hidrolizar el anillo B-lactdmico que poseen los antibidticos de la familia de la
penicilina. Las bacterias Gram negativas poseen este mecanismo de resistencia. Los
genes gue codifican estas enzimas se pueden encontrar en el cromosoma bacteriano o
en los plasmidos, lo que permite su facil transferencia entre diferentes bacterias (Tafur
et al., 2008).

Son ejemplos de bacterias resistentes las que producen B-lactamasa, B-lactamasa de
amplio espectro, eritromicina estereasa y enzimas modificadoras de aminoglucdsidos,

cloramfenicol, lincosamidas y estreptograminas.

Los antibidticos, B-lactamicos como penicilina, oxacilina, cefalosporinas, actian
inhibiendo la enzima D-alanin-carboxipeptidasa (PBPS) que se encarga de la sintesis
de la pared. Se trata de un sistema enzimatico amplio, comun y eficiente de resistencia
frecuentemente producida por bacterias Gram negativas. Para las cuales se han
clasificado, siendo la mas aceptada la de Bush.

Los plasmidos se difunden ampliamente por lo que es importante sefialar las enzimas

responsables de este mecanismo:
» Enzimas de amplio espectro que hidrolizan las bencilpenicilinas y cefaloridina.

» Oxacilinasas que degradan oxacilinas y similares (OXA-1, OXA-2) la tipo A producida
por Staphylococus aureus, enterobacterias (TEM-1, SMV-1) éstas ultimas (E. coli y
Klebsiella pneumoniae respectivamente) de suma importancia ya que codifican la -
lactamasa de amplio espectro capaz de hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion

y monobactamicos.
* Carbecilinasas que hidrolizan penicilina.

* B-lactamasas de espectro extendido.
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« Oximino-B-lactamasa diferentes a las p-lactamasas de espectro extendido. « Enzimas
gue hidrolizan cefamicinas y oximino-B-lactamicos y son resistentes a la inhibicion del

clavulanato.
» Carbapenemasas

Otro mecanismo de inactivacion del antibidtico es la modificacion enziméatica. Este es el
caso de las enzimas modificadoras de aminoglucésidos codificadas en plasmidos.
Entre las principales enzimas responsables de catalizar la modificacién, estan la acetil
transferasa (AAC), fosfatidil transferasa (APH) y adenil transferasa (ANT o AAD).
Cuando un aminoglucosido es inactivado ya no puede unirse a la subunidad 30s
ribosomal y por lo tanto no pueden interferir en la sintesis de proteinas (Sussmann-Otto
et al., 2002).

Los antibioticos macrolidos se caracterizan por poseer un anillo macrociclico unido a
dos azlcares, existen otros dos grupos de antibidticos: lincosamidas vy
estreptograminas que poseen diferencias estructurales con los macrolidos, pero su
mecanismo de accion es similar, por lo que se le llama el grupo MLS (Macrdlidos-
Lincosamidas-Estreptograminas). El mecanismo de accion de este grupo de
antibioticos es la union a la subunidad 50S de los ribosomas bacterianos, inhibiendo la
sintesis de proteinas (Portillo et al., 2000). La produccion de eritromicina esterasas,
cataliza la hidrdlisis del anillo de lactona del antibi6tico. Se han descrito Esterasa | y |l

confinadas a Gram negativos (Sussmann-Otto et al., 2002).

La modificacion del cloranfenicol la realiza una enzima intracelular, cloranfenicol acetil
transferasa (CAT), existente tanto en Gram positivos como en Gram negativos. Esta
enzima acetila los dos grupos hidroxilo y previene la unién del cloranfenicol al ribosoma
50S (Sussmann-Otto et al., 2002).
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Barreras de permeabilidad

Incluye tres componentes basicos:

 La estructura de la membrana externa de la bacteria.

* Las porinas canales inespecificos que excluyen el antibiético por tamafio

molecular.

» Caracteristicas fisicoquimicas del antimicrobiano. En el caso de los
medicamentos hidrofilicos (imipenem) requieren presencia de porinas para su

transporte al interior de la célula.

Existen fundamentalmente dos mecanismos de resistencia:

1. Entrada disminuida:

Permeabilidad de la membrana externa: estd definida en las bacterias Gram
negativos que poseen una membrana lipidica externa que constituye una
barrera intrinseca para la penetracién de antibiotico.

Permeabilidad de la membrana interna: este mecanismo consiste en una
modificacion energética que compromete el transportador aniénico que lleva el
antibiotico hacia el interior de la célula. La presencia de capa lipidica en la
membrana actia como un mecanismo de resistencia para medicamentos
hidrofébicos.

Porinas: son canales de difusion que se encuentran en la membrana externa de
la bacteria. La modificacion por mutacion de estas proteinas se genera una
disminucion del paso del antibitico. Este es el mecanismo empleado por
Salmonella typhimurium (OmpC) contra cefalosporinas de primera generacion,
Serratia marcescens, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa contra

aminoglucésidos y carbapenem (Sussmann-Otto et al., 2002).
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2. Bombas de eflujo

El principal objetivo de este mecanismo es mantener bajas las concentraciones de
sustancias nocivas para la célula. Se encuentran en la membrana externa de la célula 'y
expulsan hacia el exterior de la bacteria gran cantidad de moléculas, que bien podrian
ser metabolitos, antibioticos o0 agentes toxicos para la existencia de la bacteria. Para
este mecanismo utilizan la hidrélisis de ATP o un mecanismo de contra transporte

iGnico como sustrato energético (Sussmann-Otto et al., 2002).

Las bombas de eflujo pueden ser especifica para un agente antimicrobiano (codificadas
en plasmidos y, por tanto, transmisibles) o inespecificas (expresadas en el cromosoma
bacteriano). Si se aumenta la expresién de una bomba inespecifica, puede generarse
resistencia cruzada a multiples clases de farmacos empleandose un solo mecanismo.
Las bombas de eflujo, el cierre de porinas, las mutaciones en los sitios de accion y las
enzimas hidroliticas trabajan conjuntamente para defender la bacteria de la muerte a

causa del antimicrobiano (Tafur et al., 2008).

Las bombas de eflujo confieren resistencia a tetraciclinas, fluoroquinolonas,
cloranfenicol y B-lactamicos, antisépticos y desinfectantes de tipo amonio cuaternario
(Sussmann-Otto et al., 2002).

2.2.3. Alteracion del sitio blanco

Otro mecanismo de resistencia es el cambio de estructura terciaria del sitio donde los
antibiéticos ejercen su accion. Estos sitios se pueden encontrar en diferentes puntos de
la bacteria que involucran actividades celulares vitales. Como lo son: las proteinas
unidoras de penicilasas que son las responsables de la transpeptidacion, las proteinas

unidoras de penicilinas (Tafur et al., 2008).

En este mecanismo de resistencia bacteriana se modifican algunos sitios especificos

de la anatomia celular, como pared celular, subunidad 50s, 30S ribosomales, etc.

La modificacion de enzimas catalizadoras en la produccion de proteoglicanos celulares,

conferiran resistencia a los B-lactamicos ya que es esta enzima su sitio de accion.
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Otro mecanismo de resistencia es el meticilino que se debe por la produccion de una
proteina ligadora de penicilina (PBP), la resistencia a penicilina por Streptococcus
pneumoniae, la resistencia a glicopéptidos por Staphylococcus aureus (Sussmann-Otto
et al., 2002).

2.3. Prospeccion de inhibidores de resistencia bacteriana de origen vegetal

El uso inadecuado de antibidticos representa un riesgo para la salud, ya que esto ha
contribuido a la resistencia bacteriana y por lo tanto incrementan los gastos médicos y
la mortalidad por enfermedades infecciosas (Dreser et al., 2008). Por ejemplo, en el
afio de 1980, la resistencia a multiples farmacos surgi6 como un importante desafio
terapéutico. La propagaciéon de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina,
enterococos resistentes a los glucopéptidos y los neumococos resistentes a la
penicilina y a los macrolidos, y la aparicion reciente de cepas resistentes de

Staphylococus aureus a la vancomicina (Cornaglia & Rossolini, 2009).

Una estrategia metodoldgica que ha demostrado resultados positivos para atacar este
problema es la busqueda de plantas que si resultan fuente de nuevos antibiéticos o
compuestos de inhibidores de resistencia bacteriana a antibiéticos, (Clatworthy et al.,
2007). Los aceites esenciales de la familia Verbenaceae, se han investigado por su
composicién quimica y su actividad antibacteriana. Como los aceites esenciales de
Aloysia virgata, Lantana camara, Lantana trifolia, Lantana montevidensis, Lippia
brasiliensis y Lipia sericea se caracterizaron por su alto contenido de sesquiterpenos
como B-cariofileno, germacreno y biciclogermacreno que tienen actividad
antimicrobiana, como ocurre con el aceite esencial de A. virgata que inhibe el
crecimiento de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Escherichia coli (Sousa et al.,
2011).

Ademas, el aceite esencial de la parte aérea de la planta Lantana achyranthifolia Desf
fue analizado GC-MS; identificando como compuestos mayoritarios al carvacrol, 1,8-
cineol, isocariofileno, [-bisaboleno y a-bisabolol, demostrando su actividad
antimicrobiana contra bacterias Gran negativas y Gram positivas (Hernandez et al.,
2005).
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Asimismo, en el aceite esencial de Lippia graveolens H.B. K (Verbenaceae) se
identificaron el carvacol, ao-terpenil acetato, m-cimeno, timol y B-pineno como
compuestos mayoritarios, demostrando también que tiene actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram negativas (S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis y Sarcina lutea)
y Gram positivas (Shigella boydii, Vibrio cholerae No-01, Vibrio cholerae (aislado
clinico). Por estas caracteristicas, se ha recomendado a Lipia graveolens como un
medicamento popular en contra de patdégenos causantes de enfermedades

respiratorias y gastrointestinales. (Hernandez et al., 2009).

Otro ejemplo de investigacion es la familia Lamiaceae, de la que diversas especies han
sido estudiadas, como es el aceite esencial de Salvia chudaei, cuyos compuestos
mayoritarios fueron el bornil acetato, B-eudesmol, B-cariofileno, a-pineno y y-cadineno,
los que tienen actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas:
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Listeria monocitogenes; incluso tienen

actividad antimicotica en contra de Candida albicans (Krimat et al., 2015).

Otras plantas de la familia Lamiaceae han sido analizadas para determinar el efecto
contra bacterias Gram negativas y Gram positivas, los aceites esenciales de 14 plantas
diferentes, entre las cuales se encontraban el Origanum vulgare, Thymbra spicata,
Origanum onites y Origanum minutiflorum, presentaron el mayor efecto inhibitorio en
contra de ambos tipos de bacterias, y este efecto, se debe a la composicion quimica
del aceite esencial, identificando 64 compuestos a diferentes concentraciones.
(Evrendilek, 2015).

La familia Asteraceae también ha sido ampliamentw investigada: en la composicion
guimica del aceite esencial Anaphalis lacteal se encontraron 31 compuestos quimicos
(flavonoides, triterpenoides y esteroides). Se realizaron ensayos antimicrobianos con
cepas Gram positivas y Gram negativas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella typhimirium, Pseudomonas aeruginosa,
Aspergillus niger, Saccharomyces cerevisiae, Penicillum y Fusarium oxisporum). Se
demostré que el aceite esencial de A. lacteal tiene un efecto antimicrobiano,

antimicético, asi como su alta capacidad antioxidante (Liu et al., 2015).

Facultad de Quimico-Farmacobiologia 22



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

En la familia Rutaceae destacan los estudios de Ruta graveolens L. ya que su aceite
esencial se identificaron como compuestos mayoritarios a 2-nonanona, 2-undecanona,
octil acetato, observando que éste inhibi6 bacterias tanto Gram positivas
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Miccrococcus flavus y micrococcus luteus)
como Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi y
Enterobacter aerogenes) demostrando que tiene propiedades antibidticas de amplio

espectro (Franca Orlanda & Nascimento, 2015).

Algunas especies de la familia Boraginaceae son muy utilizadas en la medicina
tradicional mexicana como lo es Cordia curassavica (Jacq) Roemer y Schultes la que
se utiliza para tratar enfermedades gastrointestinales, respiratorias y trastornos
dermatologicos (Hernadndez et al., 2007). Los extractos y el aceite esencial de esta
planta mostraron actividad antimicrobiana contra las bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas y cinco cepas de hongos. Sarcina lutea y Vibrio cholerae fueron las cepas
mas sensibles al efecto del aceite esencial. Se identificaron un total de 11 componentes
gue representan 96.28% del aceite esencial: 4-metil, 4-etenil-3-(etenilo 1-metil)-1-
(metanol 1-metil) ciclohexano, p-eudesmol, espatulenol y cadina 4 (5), 10 (14) dieno,

resultaron ser los principales componentes (Hernandez et al., 2007).

Las infusiones de la parte aérea de Viguiera dentata (Cav.) Sprenguel (Asteraceae) se
utilizan para el tratamiento de la erupcion del bebé por los habitantes de San Rafael,
Coxcatlan, Puebla, México. Se examinaron las actividades antibacterianas vy
antifangicas a través del método de difusion en disco. El aceite esencial de partes
aéreas de V. dentata fue examinado por GC-MS: esta constituido principalmente por
monoterpenos, de estos los componentes principales son 1,3,3-trimetil-triciclo
[2.2.1.02,6] heptano y limoneno. Bacterias Gram-positivas y Gram-negativas fueron

sensibles al aceite esencial (Canales et al., 2008).
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2.4 Inhibicion de resistencia bacteriana

Existen reportes que demuestran que los aceites esenciales de las plantas tienen
inhibidores de resistencia bacteriana. Tal es el caso del aceite esencial de Lantana
caatingensis M. (Verbenaceae) estd compuesto por sesquiterpenos hidrocarbonados,
entre los més representativos se encuentra el B-cariofileno y biciclogermacreno. Se
evaluo su actividad antimicrobiana y ademas se combind con antibidticos glicésidos y
se observd que tenia un efecto modulador que aumentd la actividad del antibiético
(amikacina) en contra de la bacteria de Staphylococcus aureus reduciendo tres
concentraciones menos con respecto a la concentracidn minima inhibitoria CIM. Con
Escherichia coli hubo una reduccién de dos concentraciones menos al utilizar neomicin
(de Aguiar et al., 2015).

Ademas, en un ensayo antimicrobiano y antifungico con el aceite esencial de 12
plantas medicinales de las Islas Mauricio, se observo la capacidad de potenciar el
efecto antimicrobiano de antibiéticos convencionales. En cuanto a la composicion
guimica de los aceites se identificaron 43 compuestos diferentes, de los cuales habia
monoterpenos oxigenados y compuestos aromaticos en diferentes concentraciones. Se
observo inhibicion bacteriana con los diferentes aceites utilizados, asi como su efecto
antifangico. Un efecto sinérgico se presentd en Pimenta dioica, Psiadia arguta y Piper
betel observado frente a Escherichia coli y Staphylococcus epidermidis cuando se

combina con gentamicina (Aumeeruddy-Elalfi et al., 2015).

Un estudio del aceite esencial de Elletaria cardamomum L. al combinarse con
antibidticos a los que la bacteria anul6 como lo fue con meticilina para Stathylococcus
aureus. La interaccion del aceite esencial con los antibiéticos se evalu6 por el método
de tablero de ajedrez en donde hay pocillos que forman un tablero donde hay multiples
diluciones de los antibiéticos en concentraciones superiores e inferiores a la CMI de
cada uno de ellos frente a la bacteria a estudiar. El aceite esencial se analiz6 por (CG-
EM) y cromatografia de gases con deteccion de ionizacion de llama (GC-FID). Los
compuestos que se identificaron fueron el a-terpinilo (40%) y 1,8-cineol (31%). Se
demostré que la combinacién del aceite mas los antibidticos tuvieron un efecto de

adicibn con cardamomo aceite esencial-ciprofloxacina, 1,8-cineol-amoxicilina y 1,8-
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cineol—ciprofloxacina, asi como otras combinaciones resultaron tener un efecto

antagonico (Gradinaru et al., 2014).
2.5. Metabolitos secundarios de malezas

Existen una gran variedad de plantas que se encuentra entre los cultivos, orillas de
caminos y areas perturbadas y que se les conoce comiunmente como malezas o
plantas indeseables (Espinosa y Sarukhan, 1997). Pero se ha demostrado que estas
plantas contienen un gran numero de metabolitos secundarios que actdan en la

defensa vegetal (Pérez-Urria & Avalos-Garcia, 2009).

La mayoria de estos compuestos pertenecen a cuatro grupos: los terpenos que
constituyen el grupo mas numeroso con mas de 40,000 moléculas diferentes, los
compuestos fendlicos, un grupo muy diverso que comprenden moléculas muy sencillas
como los &cidos fendlicos hasta polimeros complejos como lo son los taninos y las
ligninas, a este grupo pertenecen las antocianinas y flavonoides, muchas de estas
moléculas estan implicadas en la interaccién planta-herbivoro; los glucdsidos son
metabolitos vegetales de gran importancia, su nombre hace referencia al enlace
glucosidico que se forma cuando una molécula de azucar se condensa con otra que
contiene un grupo hidroxilo, existen tres grupos de glucésidos (saponinas, glucésidos
cardiacos y glucosidos cianogénicos); y el cuarto grupo son los alcaloides, que son un
grupo de mas de 15,000 metabolitos secundarios que contienen tres caracteristicas en
comun, son solubles en agua, contienen al menos un &tomo de nitrégeno en la

molécula y exhiben actividad biol6gica (Anaya-Lang & Espinosa-Garcia, 2006).

Desde hace mas de dos décadas se ha documentado la influencia que ejercen los
volatiles sobre numerosas interacciones bidticas, en funciones fisioldgicas y ecoldgicas

como interaccién planta-animal (Céspedes-L & Loaiza-Marin, 2007).

Por lo que utilizamos cuatro plantas, Cosmos bippinatus, Tagetes erecta, Tagetes
lucida y Reseda luteola, y extrajimos su aceite esencial y se probd su actividad
antibacteriana. Obtuvimos los aceites esenciales mediante un sistema de destilacion, a
partir de las partes aéreas de las plantas, en el caso de R. luteola también se utilizé la

raiz. Por lo que nos planteamos la siguiente pregunta y la hipétesis.
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3. PREGUNTA

¢Los aceites esenciales de malezas Cosmos bipinnatus, Tagetes erecta, Tagetes

lucida y Reseda luteola contienen inhibidores de resistencia bacteriana?
4. HIPOTESIS

Los aceites esenciales de las plantas contienen metabolitos secundarios que inhiben
las enzimas o proteinas de eflujo que habilitan la resistencia bacteriana a

antibioticos comerciales.

5. PREDICCION

Al combinar los aceites esenciales de C. bipinnatus, T. erecta, T. lucida y R. luteola con
antibidticos a los que la bacteria es resistente, los aceites esenciales anularan sus

mecanismos de resistencia y habra inhibicién del crecimiento bacteriano.
6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Realizar la busqueda preliminar de los aceites esenciales de Cosmos bipinnatus,
Tagetes erecta, Tagetes lucida y Reseda luteola sobre la resistencia bacteriana a

antibiéticos comerciales.
6.2 Objetivos especificos

= Determinar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Cosmos
bipinnatus, Tagetes erecta, Tagetes lucida y Reseda luteola solos y en
combinacion con antibidticos comerciales a los que la bacteria muestra
resistencia.

= Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales
en bacterias patdgenas de humanos.

= Determinar la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los aceites

esenciales en bacterias patégenas de humanos.
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/.SISTEMA DE ESTUDIO

7.1 Descripcion botanico de malezas
Cosmos bipinnatus Cav.

Hierba anual, erecta, poco ramificada, casi glabra que
puede llegar a medir de 20 cm a 2 m de alto; hojas de 3
a 11 cm de largo; flores liguladas generalmente 8, de
color rosa, lila, violeta o blanco hasta 3 cm de longitud y
1.8 cm de ancho, conocida como mirasol o girasol
morado (G. & Rzdowski, 2005) (Fig. 3). De la familia
Asteraceae, florece de septiembre a noviembre. Esta

planta atractiva es muy familiar en los campos y a lo

largo de las carreteras a finales del afio. Nativa del sur

Fig. 3 Cosmos bipinnatus _ _
commons.wikimedia.org de los Estados Unidos hasta el centro de México. Se

cultiva cominmente en diversas formas de color en

muchas partes del mundo (Rodriguez et al., 2006) .

La planta de C. bipinnatus ha sido utilizada en la herbolaria como remedio tradicional
para diversas enfermedades como ictericia, fiebre intermitente, y esplenomegalia. Y se
ha demostrado que las flores tienen actividad antioxidante y un efecto antigenotdxico
(Olajuyigbe & Ashafa, 2014).
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Tagetes erecta L.

Planta anual, erecta, hasta 1.8 m de alto, muy
aromaticas; tallos estriados, glabros: hojas de hasta 20
cm de largo, pinnadas; cabezuelas solitarias o
agrupadas por varias; flores liguladas de 5 a 8 que van
de amarillas a rojas. Tiene usos medicinales y alimento
para aves (G. & Rzdowski, 2005) (fig. 4).

T. erecta es una planta originaria de México. Se le dio el

nombre de “cempoalxochitl” (flor de las cuatrocientas

Fig. 4 Tagetes erecta ] . ]
www.plantelia.com vidas) y fue empleada en diversas ceremonias

religiosas. También se le conoce como cempaxuchilt, flor
de muerto y en la peninsula de Yucatéan se le llama x pujuc (Del Villar-Martinez et al.,
2007).

T. erecta es una planta herbacea anual, erecta y muy aromatica, de tallos estriados y
hojas pinadas, cuya flor es una cabezuela solitaria como capitulo, que a su vez tiene
numerosas flores individuales de los tipos tubulado o ligulado. Presentan colores que
varian de amarillo débil al anaranjado intenso (Fig. 4). Esta gama de colores se debe a
la presencia de diversos carotenoides, de los cuales el principal es la luteina (Del Villar-
Martinez et al., 2007).

Existen estudios que demuestran que algunos de los carotenoides contenidos en la
planta han sido utilizados para diversas enfermedades de los ojos asociadas con la
edad como lo son las cataratas y la degeneracién muscular. En la industria se han
utilizado sus pigmentos, como aditivos para la elaboracion de alimento para aves,
peces y crustaceos, asi como para el consumo humano; ya que contienen nutrimentos
gue pueden actuar como anticancerigenos y antioxidantes en el ser humano (Del Villar-
Martinez et al., 2007).

De manera terapéutica T. erecta se ha utilizado como remedio herbal para el dolor de
estdbmago, para eliminar los parasitos intestinales, para enfermedades respiratorias

como tos, fiebre, gripe y bronquitis, entre otros usos. Se ha comprobado

Facultad de Quimico-Farmacobiologia 28


http://www.plantelia.com/planta-ornamental/632-tagetes-erecta-m-10-5-1000000001921.html

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

cientificamente que T. erecta tiene accion antibidtica y funguicida, pues se ha utilizado
para infecciones causadas por hongos (Garza Gémez et al., 2005).

Tagetes lucida Cav.

Planta herbacea perenne, erecta, hasta 80 cm de alto, con
olor de anis; tallos generalmente varios, partiendo desde la
base, mas o menos ramificados, glabros; hojas de 2 a 10cm
de largo; flores liguladas 3 o 4, amarillas (G. & Rzdowski,
2005) (fig. 5).

T. lucida es una planta herbacea perenne comun de la

familia Asteraceae, se distribuye ampliamente en bosques de
Fig. 5 Tagetes lucida encino y pino mixto, en las laderas abiertas, en la region del
www.conabio.gob.mx . . L. L

altiplano mexicano, en América Central, pero también se ha

introducido en Africa occidental, India y la Peninsula Ibérica.

También conocida como flor de Santa Maria, hierba afiil, nan& uarhi, pericon, periquillo,
Santa Maria, yerbanis esta especie es utilizada como insecticida y como planta
ornamental (Mendez-Rodriguez, 2015) (Lim, 2014). Estudios realizados han
demostrado que presenta efecto bactericida contra agentes causantes de infecciones
respiratorias (Visbal et al.,, 2010). Se ha determinado actividad antibacteriana contra
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella sp, Enterobacter
aerogenes, Staphylococcus aureus y accién antifungica contra Aspergillus niger,
Penicillium notatum y Fusarium moniliforme. Se han encontrado ciertos metabolitos,
como son los flavonoides, cumarinas y terpenos en extractos crudos de la planta
(Visbal et al., 2010).
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Hierba anual o bianual, mas bien glabra, erecta, de 40 a

». 80 cm de alto; tallo simple o ramificado, hoja lineares o

lanceoladas, de 2 a 12 cm de largo por sobre pedicelos
cortos; flores de color amarillento; semillas globoso-
reniformes, oscuras, lisas, brillantes, de 1 mm de largo
(G. & Rzdowski, 2005) (Fig. 6).

Crece en los bordes de caminos y campos, en
escombreras, cultivos, en zonas de sustrato arenoso,

desde el nivel del mar a los 1700 m de altitud.

Aparece en Europa, el norte de Africa y al oeste de Asia. En la Peninsula Ibérica esta

dispersa por la mayor parte del territorio (Angelini et al., 2003).

Se utiliza en la industria textil por su fuente de pigmentos amarillos; la luteina, el mas

importante, se utiliza para tefiir lana y seda (Angelini et al., 2003).

7.2 Bacterias usadas en el bioensayo

Se utilizaron las cepas bacterianas Gram positivas y Gram negativas con diferentes

grados de resistencia bacteriana, donadas por el Hospital Infantil de Morelia (HIM) y por

la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la Facultad de Estudios
Superiores-Iztacala, UNAM (Tabla 1).
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Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en los bioensayos de actividad antimicrobiana

_ _ Tincion _ _
Bacteria Etiqueta Resistencia
Gram

Staphylococcus aureus I HIM + P(10)
Staphylococcus aureus Il HIM + )
Staphylococcus aureus 13 FES + NA(30)
Staphylococcus epidermidis 14 FES + VA(30), FEP(30)
Escherichia coli 1249 2MR HIM - NA(30), P(10)
Klebsiella pneumoniae IV HIM - VA(30)
Proteus mirabilis 12 FES - CC(2)
Salmonella sp HI(2) 15 FES - NA(30), CB(100)
Vibrio cholerae Tor 8 FES . NA(30)

P(10) penicilina, NA(30) acido nalidixico, VA(30) vancomicina,

CB(100) carbencilina.

FEP(30) cefepime, CC(2) clindamicina,

A las cepas utilizadas se les realizé un antibiograma para comprobar la resistencia al

antibiotico y poder hacer el ensayo de resistencia bacteriana (Fig. 7).

Fig. 7 Antibiograma de Klebsiella pneumoniae 2HIM y Salmonella sp 1HIM.
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7.3 Colecta del material vegetal

Cosmos bipinnatus se colecté en el mes de septiembre del 2014, en el municipio de
Tarimbaro, Michoacan (19°46'03.7"N 101 ©° 12' 24.2"W), aproximadamente 12
Kilogramos de planta fresca con raiz, tallo y flor, que se guardaron en bolsas de
plastico que fueron llevadas al laboratorio para la extraccion de su aceite esencial.
Obtuvimos un total de 75mL de aceite esencial. Se prepar6 un ejemplar que se

depositd en el herbario de la UMSNH y el nUmero de registro esta pendiente.

Tagetes erecta se compr6 en el mes de octubre del 2011 en el mercado de San Juan
en Morelia Michoacan. La planta fresca (con tallo y flor) fue llevada al laboratorio para
la extraccion del aceite esencial. Se compré aproximadamente 15 Kg de planta y
obtuvimos 50mL de mezcla que se concentré para eliminar el exceso de hexano
obteniendo 10mL de aceite esencial. Se prepard un ejemplar que se deposité en el
herbario de la UMSNH y el nUmero de registro esta pendiente.

Tagetes lucida fue colectada en el mes de octubre del 2013 en la carretera federal
Patzcuaro-Morelia en el kilbmetro 22, en el estado de Michoacan. La planta se colectd
fresca (con tallo y flor) y fue llevada al laboratorio para la extraccién del aceite. Se
colect6 cerca de 12 Kg de planta y obtuvimos un total de 35.4mL de aceite. Se preparé
un ejemplar que se depositd en el herbario de la UMSNH y el nUmero de registro esta
pendiente.

Reseda luteola se recolectdo el 10 de Febrero del 2015 en la carretera federal
Péatzcuaro-Morelia en el estado de Michoacan (19 °32’12.7°N 101 °32’ 05.7"0). Se
colectaron aproximadamente 13 Kilogramos de planta fresca (con raiz, tallo y flor) que
fueron llevadas al laboratorio para la extraccion del aceite esencial obteniéndose 40mL
(Fig. 7). Se prepar6 un ejemplar que se depositdo en el herbario de la UMSNH vy el

namero de registro esta pendiente.

Facultad de Quimico-Farmacobiologia 32



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

7.4 Extraccion de los aceites esenciales

La extraccion del aceite esencial de C. bipinnatus, T. erecta, T. lucida y R. luteola; fue
realizado por arrastre de vapor de agua en una autoclave marca Paragon modificada
(Fig. 7). Esta técnica permite separar sustancias orgénicas insolubles en agua y
solubles en solventes no polares. Utilizamos aproximadamente 3 kg de planta cortada
con tijeras en trozos pequefios que se depositaron en el interior de la autoclave y se
expusieron a los vapores de agua a una temperatura de 120°C, en un sistema abierto
durante 2 horas. Se adapté la autoclave en una de las valvulas de escape, se le adapto
un tubo de acero inoxidable en forma de bastdn que estaba conectado a dos
refrigerantes y estos a su vez a un embudo de separaciéon con 20ml de hexano
(Pimienta-Ramirez et al., 2016)). Los compuestos no polares de la planta quedaron
disueltos en 20ml de hexano, de tal forma que se obtuvieron entre 20 y 22 ml de aceite
esencial por cada 3 kg de planta (Fig. 8).

Fig. 8 Destilacion por arrastre de vapor en sistema abierto
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7.5 Analisis quimico de los aceites esenciales

Los aceites esenciales de C. bipinnatus, T. erecta, T. lucida y R. luteola fueron
analizados en un cromatografo de gases (HP Agilent 6890) acoplado a un detector
selectivo de masas (HP MS 5973N). Se inyectaron 0.5 pL del aceite esencial, usando
una inyeccion 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 ULTRA
2 Agilent (25 m x 0.2 mm x 0.33 um). El programa de la temperatura en el horno inici6 a
60°C por 5 minutos, aumenté a 5 °C/min hasta llegar a 200 °C y finalmente se aumenté
a 25 °C/min hasta llegar a 300 °C. Las condiciones usadas en el detector selectivo de
masas fueron: voltaje de ionizacion a 69.9 eV, temperatura de la interface a 280 °C,
modo SCAN y un rango de masas de 30-550 m/z. La sefial del detector fue procesada
en el programa Enviromental ChemStation (Agilent Technologies), el cual permite la
identificacion automatica de los compuestos analizados con los de la Biblioteca
Nacional Institute of Standards and Technology (NISTO05). Se aceptd Unicamente la
identificacion de aquellos espectros que concordaban por arriba del 90% y cuya pureza
de pico era de 1, es decir, compuestos puros. Se calcularon los indices Kovats
inyectando 1.0 pl una serie de alcanos puros (Sigma Aldrich) C8-C20 en el
cromatografo de gases, en las mismas condiciones en las que se analizaron las
muestras (Fig. 8). Estos Indices Kovats (Tabla 4,56 y 7) se compararon con los

reportados en la literatura (Adams, 2007).

La cuantificacion de los compuestos fue hecha por el método de area bajo la curva; se
sumaron todas las areas de los componentes y se calcul6 el porcentaje de cada uno de

los compuestos.
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Fig. 9 Inyeccion de aceites esenciales en el cromatografo de gases HP Agilent 6890

Los aceites esenciales de C. bippinnatus, T. erecta, T.lucida y R. luteola fueron
concentradas bajo una corriente suave de N, para disminuir la proporcion de hexano.
Posteriormente se inyectd en el cromatografo de gases conectado al detector de
ionizacion de flama (FID) y se determind el porcentaje de hexano en cada aceite:
5.30%, 0.47%, 12.94% y 7.4% para C. bippinnatus, T. erecta, T.lucida y R. luteola

respectivamente; quedando un total de aceite de 11 mL, 10 mL, 7 mLy 2.5 mL.

7.6 Bioensayos preliminares de bioprospeccién de inhibicion de resistencia a

antibioticos

Se uso la prueba de Kirby-Bauer para probar el efecto antibacteriano de los aceites
esenciales C. bippinnatus, T. erecta, T. lucida y R. luteola y su inhibicion de la
resistencia bacteriana. Esta prueba se basa en la difusion en agar utilizando discos de
papel seco impregnados de aceite a diferentes concentraciones (Hudzicki, 2009). Se
seleccionaron varias colonias de la bacteria a probar, se preparé una suspension del
inéculo y se ajustd la turbidez comparandola con el estandar de McFarlan (1-2(10)®
CFU/ml). Posteriormente se inocul6 la placa y se emplearon discos de papel filtro de 6
mm de diametro impregnados con 5 ul de aceite esencial y se colocaron en la placa

inoculada. Se incubd a 37 °C = 2 °C durante 24 h.
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7.7 Disefio experimental

Como control positivo se usaron discos de antibioticos comerciales (Tabla 2) a los que
la bacteria es susceptible y el control negativo se preparé con hexano que es donde

esta disuelto nuestro aceite esencial (Fig. 11).

Tabla 2. Concentracion de los antibidticos y de los aceites esenciales usados en bioensayos.

Concentracion

Antibiotico Simbolo

(M9)
Carbenicilina CB(100) 100
Cefepime FEP(30) 30
Cloramfenicol C(30) 30
Clindamicina CC(2) 2
Imipenem IPM(10) 10
Acido Nalidixico NA(30) 30
Penicilina P(10) 10
Vancomicina VA(30) 30
C. bippinatus 5l C.b 2,962.5
T. erecta 5ul T.e 4,800
T. lucida 5yl T. 4,850
R. luteola 5yl R.l 8,350
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Resultados Interesantes

Tratamiantos

Posikles Resultados

Interesantes
*Blanca T1 T5=0yT4=0
Control ) T2 TS5 + T4 = Inhibician
wContral (+) T4 Inhibicidn de enzima de

-Antibidtico anulado T4

resistencia o profeina de eflujo.

*Aceite asendial T
=Antibidtice anulado + aceite
asencial T

{Contral (+) + Aceite grencial T7 T5 = Inhibicién y T4 =0

T5 + T4 = Intihigon ‘gual a TS
Aceite ezencial con actividad
antibidtica

T5 = Inhibicicn ¥y T4=0

TS + T4 = Inhibic'on > TS salo
Acrite esencial con actividad
antibiética & inhibidora de 1a
resistencia

Fig. 10 Disefio experimental: tratamientos de bioprospeccion y posibles resultados.

Este procedimiento se realizé por triplicado para cada uno de los tratamientos utilizados

en el bioensayo (Fig. 11).

Staphylococcus aureus FES con el AE Reseda luteola

[o]

3
g T3+T4  [#8 [p | T3+T5  [%0 || T3+T6 |40

AE de R. luteola con actividad antibiotica e inhibidores de resistencia

T
4

Fig. 11 Bioensayo cualitativo para Staphylococcus aureus FES con AE Reseda luteola. (a)

blanco, (b) control negativo, (c) aceite esencial R. luteola, (d) clindamicina 2 ug, (e)
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vancomicina 30 ug, (f) cefepine 30 pg, (g) CC + AE R. luteola, (h) VA + AE R. luteola, (i) FEP +
AE R. luteola.

7.8 Bioensayo para encontrar la CMly la CBM

La estimacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima
bactericida (CMB) se realizaron por el método de dilucion en caldo. La CIM es la
cantidad de aceite necesaria para observar un descenso importante en el crecimiento
bacteriano después de 24 h. de incubacion a 37 °C. La CMB es la cantidad de aceite

gue inhibe totalmente el crecimiento bacteriano en 24 h. a 37° C £ 2 °C.

Se preparé una suspension del inéculo, seleccionando 3-5 colonias aisladas para la
prueba, tomandolas con un hisopo estéril y se transfirieron en 10 ml de caldo Muller-
Hinton. Se dejaron incubar a 37 °C = 2 °C durante 24 h. Y posteriormente esta
suspension se estandarizé a 0.5 en la escala de Mc Farland (1.5 X 10° UFC/ml). Se
tomaron 10 ul de esta suspension y se agregaron a un tubo con 10ml de solucién salina
al 0.08% (1x10°CFU). Se agité vigorosamente en el vortex y se tomaron 100 pl de esta
solucion y se transfirieron a un tubo Eppendorf de capacidad 0.6 ml.

A su vez el aceite esencial a probar se diluy6é en caldo Muller-Hinton, para obtener diez
tratamientos con concentraciones que van de 2.0-0.01 mg/ml (Tabla 3). Estos
tratamientos se prepararon para ajustar un volumen final de 3 ml de caldo Miller-

Hinton y la cantidad necesaria de cada tratamiento para todas las diluciones (Tabla 3).
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Tabla 3. Concentraciones del aceite esencial del ensayo cuantitativo (CMI y CMB)

_ Concentracion Concentracién Concentracion
Tratamiento

mg/ml en mg/200ul mg/3ml

1 2.0 4.0 12.0
2 15 3.0 9.0
3 1.0 2.0 6.0
4 0.75 1.5 4.5
5 0.5 1.0 3.0
6 0.25 0.5 1.5
7 0.125 0.25 0.75
8 0.062 0.124 0.375
9 0.03 0.06 0.18
10 0.01 0.02 0.06
Testigo 0.0 0.0 0.0

Para preparar cada tratamiento, se tomaron en cuenta la densidad del aceite, la cual se
calculé pesando cuatro veces 100 pl del aceite esencial. Este peso se promedid y se

calcul6 la densidad, segun su férmula:

p=0.08279g
0.1ml

Una vez preparados los tratamientos y el testigo, se tomaron 100 ul y se mezclaron con
100 pl de la suspension de bacterias en solucidn salina, obteniendo un volumen final de
200 pl. Esta mezcla se agitd y se incubd a 37° C = 2 °C por 24 h.

Después de la incubacién, se tomd 50 ul de la suspension y se inoculé en cajas Petri
con tres divisiones, rotuladas previamente con las 10 concentraciones que van de 0.1 a
2 mg/ml, y el testigo que no contiene aceite esencial. En la division marcada con el

numero “0” se depositaron 50 ul de la suspension concentrada. Después, se tomaron
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50 pl de la suspension concentrada y se depositaron en un tubo con 5 ml de solucién
salina 0.08% y se mezclaron; se cambio de punta y se tomaron 50 ul y se depositaron
en la divisibn marcada con el numero ”1” (0.01 ul de la ler solucion). De esta primera
dilucién se tomaron 50 pl y se depositaron en un tubo con 5 ml de solucion salinay se
mezclaron; se cambié de punta y se tomaron 50 pl y se depositaron en la division
marcada con el nimero "2” (1x10™ pl de la ler solucién). De esta forma se obtuvieron
dos diluciones que se dejaron incubaran a 37 °C £ 2 °C por 24 h.

Después de la incubacion interpretamos los resultados para determinar la CMI y la
CMB, tomando como CMI la concentracion en donde observamos un descenso
importante en el crecimiento bacteriano y la CMB la concentracion en la que se inhibio
totalmente el crecimiento bacteriano (Fig. 12).

Para el caso de aceite esencial de R. luteola este bioensayo cuantitativo se realiz6 con
el aceite extraido de la segunda colecta del 10 de febrero del 2015; cuya concentracion
fue de 3,665 ug/ml.

Fig. 12 Biensayo cuantitativo de Staphylococcus epidermidis FES con el aceite esencial
de Reseda luteola.
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8. RESULTADOS

8.1 Composicion quimica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales de C. bipinnatus tienen una composicion abundante en
monoterpenos Yy fenilpropanoides se encontraron 35 compuestos, cuyos compuestos
mayoritarios representaron el 90.78% del total de la mezcla: EE-cosmeno, B-trans-
Ocimeno, sabineno y 1,3,8-p-mentatrieno. 89 en T. erecta, los mayoritarios
representaron el 63.01% de la mezcla total y fueron: trans-tagetona, [B-trans-ocimeno,
piperitona y terpinoleno. 94 en T. lucida, cuyos mayoritarios representaron el 97.47%
del total de la mezcla: metil-eugenol, estragol, B-pineno y B-cis-ocimeno. y 104 en R.
luteola, en donde predominaron el B-fenilpropionitrilo y B-feniletilisotiocianato. En las
tablas 4, 5, 6 y 7 solo se muestran los compuestos que en porcentaje supero el 1% de
espectro y que su pureza de pico fuera de 1. Los indices kovats teéricos son los
reportados por la biblioteca Adams (Adams, 2007).
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Tabla 4. Composicién quimica del aceite esencial de Cosmos bippinatus ordenados por su
tiempo de retencion (TR), indices Kovats experimentales (IKeyp) Y teoricos (IKeo).

IK
TR COMPUESTO ESTRUCTURA % IK exp “
5.67 Sabineno - 10.38 975 969
5.76 B-Pineno % 2,08 984 974
5.98 B-Mirceno I 1.00 993 088
7.05 B-cis-Ocimeno SN 1,94 1037 1032
~
7.35 B-trans-Ocimeno Py 30,80 1050 1044
9.17  1,3,8-p-Mentatrieno N/ N 7,53 1123 1112
9.47 E,E-cosmeno M 42,49 1135 1132
B-copaeno

18.53 d? 3,79 1488 1430
Z H
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Tabla 5. Composicion quimica del aceite esencial de Tagetes erecta ordenados por su tiempo
de retencion (TR), indices Kovats experimentales (IKeyxp) Y teoricos (IKeo).

TR Biblioteca Estructura % Kexp 1Ko

6.88 D-Limoneno },_Q_ 4,96 1030 1029

7.31 B-trans-Ocimeno Y 15,02 1048 1044

N\
4

/\/\‘

1100 1106

;5" |
[N
o
[y

8.57 B-Linalol

9.71 Trans-Tagetona )QU/V/ 23,44 1144 1146

13.67 Indol @:) 5,01 1295 1292

Isopulegona, 4-
15.61 _ 1,31 1370 1306
metil =
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B-trans-

17.83 W 0,67 1459 1454

Farneseno

26.37 3-Eicosino W 4,30 1841 1852

Tabla 6. Composicién quimica del aceite esencial de Tagetes lucida ordenados por su tiempo
de retencion (TR), indices Kovats experimentales (IKep) Y teoricos (IKeo).

TR COMPUESTO ESTRUCTURA % IKexp IKteo

7.33  B-cis-ocimeno . 5,80 1049 1032

11.34 Estragol 34,47 1207 1195
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Tabla 7. Composiciéon quimica del aceite esencial de Reseda luteola ordenados por su tiempo
de retencion (TR), indices Kovats experimentales (IKeyp) Y teoricos (1K), de la primera y
segunda colecta.

1ra 2da |Kexp IKteo

RT COMPUESTO ESTRUCTURA 5014 o "
Benzaldehido
5.38 < - 377 960 961
9.60 Bencil-nitrilo O\ ; 1.82 1140 1143
B-Fenil-propionitrilo
12.29 O\, 47.49 71.82 1243 1244
B-fenil,etil-
18.10 Isotiocianato O 41.95 1378 1470 1465
30.19 Fitol - 440 164 2114 2122
31.32 Tricosano i 219 270 2307 2318
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8.2 Bioensayos preliminares de bioprospeccion de inhibicidén de resistencia a
antibidticos

Se realizaron un total de 54 experimentos en los que se probo el aceite esencial solo y
la combinacion del aceite esencial mas el antibidtico con sus respectivas tres
repeticiones, de los cuales el 42.6% (1) mostré inhibicion bacteriana, el 18% (A)
antagonismo y el 38% (E) ningun efecto (Tabla 8).

Tabla. 8 Inhibicién bacteriana. Inhibicidn bacteriana (1), efecto antagénico (A) y sin ninguin
efecto (E).

Bacteria . . icido NalidixicqCarbeniciingl Cefeping ~(CloranfenicollClindamicing) Imipenem| Peniciina. {Vancomicinal
Aceite esencial (5pL)
NAG3D) | CB(100) | FEPQ30) | C(30) CC{2) | PM(10) | P(10) VA(30)
Staphylococcus aureus IHIM | Tucida | A | |
R luteola | | |
Staphylococcus aureus IIHIM — |T lucida | |
Staphylococcus aureus FES  (C. bippinatus | | E E
T lucida | E E
Rluteola | |
Staphylococcus epidermidis FES |C. hippinatus E E E
Tlucida | | | E
Rluteola | | | |
Vibrio cholerae 14 C. hippinatus | E | |
Tlucida | E E A
Rlluteola | | |
Escherichia coli 2UR T lucida | E A |
Rluteola | A A |
Klebsiella pneumoniae IVHIM | erecta | A E
T Jucida | E A
Rluteola | E |
Proteus mirabilis 19 C.hippinaus | | E
Rluteola | E
Salmonellasp HI2) C. hippinatus E E E
Tlucida | |
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8.3 Efecto de bioprospeccion de inhibicidn de resistencia a antibiéticos

El aceite esencial de R. luteola fue el que mostré interaccion al combinarlo con los
antibidticos anulados por la bacteria (P(10 pg), FEP(30 pg) y NA(30 ug)), asi como con
los controles positivos (CC(2 ug), C(30 pg), IPM(10 ug) y VA(30 ug)), inhibiendo la
resistencia bacteriana de cinco cepas: dos S. aureus, S. epidermidis, V. cholerae, y K.
pneumoniae (Tabla 8). El aceite esencial T. lucida inhibio la resistencia bacteriana de
S. epidermidis y E. coli al combinarlo con los controles positivos (CC(2 pg) y IPM(10
MQ)); el aceite de C. bipinatus inhibié la resistencia bacteriana de V. cholerae al
combinarlo con CC(2 ug) y el aceite de T. erecta solo mostré inhibicién bacteriana con

K. pneumoniae (Tabla 9).
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Tabla 9. Efecto de inhibicion (mm) de los aceites esenciales con los diferentes tratamientos.
Los controles positivos fueron Cloranfenicol (30 pg), Clindamicina (2 pg), Imipenem (10 pg),
Cefepime (30 ng).

Tlucida 131003 CC{2) 24.00+0.00 P(10) 11.50 £040 13.00£0.00

3
030) 0000 50647
s B [orer 00 CCQ) 2400:000 3030£120 P(0) 1502040 1600000
030 200000 30002000
Tiuida B0E0M  FERQD) 2802000 21002000 NP NP
Slyacsi i WM 00 2304000 24303
¢ bigpreus 16008 COQ) 266:038 8603 NP NPAA
WP(10) 00000 2004000
Sphylococus aureus FES | Ticda WM 0y 266:0% 2B00:00 PR NP
WP(10) 200000 23004000
Rieds W0 26108 NN NP NP
WP (10) 2004000 35002000
C bpinlus 0 CCQ) 183:03 1866:03 VAR B00:000  1500£000
PR 000 080£000
o WM 0@ 1BH:0 232038 VAX) B0000  BHL0N
Staphylococcus epidermidis FES FEPOD) 000 1100000
Rient TS  CCQ) BR:0D BE206 VAX) B00W  H00£00
FEPD) 000 45002000
C_ bppials BB 0Q) 60:0B BHL0H M) BBB A0
CO) BBLOB B0
¥ Tl BB 000 BB0B BBB NG BR0D  06:08
Mt ) BBB B0
Rideol 0 OO0 BB0B 502000 NAG) BR0B 200200
0O BB:03 0000
Ticia B0R0M CQ0) 1920206 1650:04) NADD) MW:000 W00
- IWP(10) 070066 300£000 PO 000 0
e Rideol H0E00 0 1930206 1100000 NAGD) 1400000 0
0

IPM(10) 30.70 £ 0.66 3 PO 00

C. bippinatus 20.00£0.00 IMP(10) 25.00£0.00 2300000 NPAA NPAA

kil Rliteola 80000 IWP(I0) 500:000 233+13 NPAA NPAA
C. bipinalis 0 INP(I0) 2502000 2400:000 NAGD) 000 0
CBIIOD) 1700000 1800+000
b Tiuide 83200 IWP(0) 50:00 ZB00:0m NARD OO0 0
CB00) 1001000 15004000

*No se probo con el antibidtico anulado (NPAA).
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8.4 Resultados del bioensayo cualitativo de inhibidores de resistencia bacteriana.

La cepa S. aureus IIHIM que se prob6 con dos aceites T. lucida y R. luteola; se observo
gue el aceite esencial T. lucida al combinarlo con el control positivo clindamicina CC(2
Mg) mostréo mayor efecto de inhibicion (Fig. 13). Con el aceite esencial R. luteola el
efecto se potencié al combinarlo con el antibiotico anulado por la bacteria, penicilina
P(10 ug) asi como con los controles positivos clindamicina CC(2 ug) y cloramfenicol
C(30 pg) (Fig.14).

Staphylococcus aureus IIHIM

**

0 I I I I i I
C (30)

Blanco Control (-) Control +) Cc P (10) T. lucida Cc(2)+T. C(30)+T. P (10)+T.
lucida lucida lucida

HALO DE INHIBICION (mm)
- - N n w
=) o [S) a S

o

TRATAMIENTO

Fig. 13 Bioensayo cualitativo de Staphylococcus aureus IIHIM con el aceite esencial T. lucida. Como
controles positivos se usaron Clindamicina CC(2 ug), y Cloranfenicol C(30 pg) y penicilina P(10 pg)
como antibiético anulado y la combinacién de los antibiéticos con el aceite esencial. ***P < 0.001, ** P <

0.01y *P <0.05
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_ Staphylococcus aureus Il HIM
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Fig. 14 Bioensayo cualitativo de Staphylococcus aureus IIHIM con el aceite esencial R. luteola. Como
controles positivos se usaron clindamicina CC (2 ug), y cloranfenicol C (30 ug) y penicilina P (10 ug)
como antibiético anulado y la combinacion de los antibiéticos con el aceite esencial. ***P < 0.001.

La cepa S. aureus lll HIM solo se prob6 con el aceite esencial de T. lucida pero se
observd una mayor inhibicién al combinar el aceite esencial con el control positivo

cloramfenicol C (30 ug) (Fig. 15).

Staphylococcus aureus Il HIM
30 "g *k

“d

dkdk

- r ]
wm (=] w

HALO DE INHIBICION (mm)
>

)
0 . . I

Blance Contrel(-) Control (+) C (30) T.lucida C(30) + T. lucida FEP(30) + T.lucida
FEP(30)

TRATAMIENTO

Fig. 15 Bioensayo cualitativo de Staphylococcus aureus IIHIM con el aceite esencial T. lucida. Como
controles positivos se usaron cefepime FEP (30 ug), y cloramfenicol C (30 pg); y la combinacién de los
antibioticos con el aceite esencial. ***P <0.001 y **P < 0.01.
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La cepa de S. aureus FES se probo6 con los aceites esenciales de C. bipinnatus, T.
lucida y R. luteola y solo se probo con el control positivo. Con el aceite esencial C.
bipinnatus solo mostr6 una mayor inhibicion al combinar el aceite con el control
imipenem IPM (10 pg) (Fig. 16). Y con el aceite esencial T. lucida mostré una ligera
inhibiciébn bacteriana (Fig. 17). Con el aceite esencial de R. luteola se observo una
potenciacion al combinarlo con los controles positivos imipinem IPM (10 ug) vy

cloramfenicol C (30 ug) (Fig. 18).

Staphylococcus aureus FES
30 4

| * *k a
s b a - b
£
Eox
=
°
o
i 15
w
a
g 10 4
5 |
0 S : i e
Blanco Control (-) Control (+) CC(2) IPM(10) C. bippinatus CC(2)+ C. IPM(10) + C.
bippinatus bippinatus

TRATAMIENTOS

Fig. 16 Bioensayo cualitativo de Staphylococcus aureus FES con el aceite esencial C. bipinnatus. Como
controles positivos se usaron clindamicina CC (2 ug), e imipenem IPM (10 ug); y la combinacién de los
antibioticos con el aceite esencial. ***P <0.001 y **P < 0.01
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Staphylococcus aureus FES
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Fig. 17 Bioensayo cualitativo de Staphylococcus aureus FES con el aceite esencial T. lucida. Como
controles positivos se usaron clindamicina CC (2 ug), e imipenem IPM (10 ug); y la combinacion de los

antibiéticos con el aceite esencial. ***P < 0.001.
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Fig. 18 Bioensayo cualitativo de Staphylococcus aureus FES con el aceite esencial R. luteola. Como
controles positivos se usaron clindamicina CC (2 ug), e imipenem IPM (10 ug); y la combinacién de los
antibiéticos con el aceite esencial. ***P < 0.001
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La cepa de S. epidermidis FES se probd con los aceites esenciales C. pipinnatus, T.
lucida y R. luteola. Con el aceite esencial de C. bipinnatus no se observé ningun efecto
(Fig. 19). Con el aceite esencial T. lucida se observé una mayor inhibicién al combinarlo
con el control positivo clindamicina CC(2 ug) y con el antibiético anulado por la bacteria
cefepime FEP(30 pg) (Fig. 20). Con el aceite esencial R. luteola por si solo mostré
inhibicidn bacteriana; al combinarlo con los controles positivos clindamicina CC(2 ug) y
vancomicina VA(30 pg) mostr6 mayor inhibicion por lo que se produjo un efecto de

potenciacion con el antibiotico anulado cefepime FEP(30 ug) (Fig. 21).

Staphylococcus epidermidis FES
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CC(2) bippinatus bippinatus bippinatus

TRATAMIENTO

Fig. 19 Bioensayo cualitativo de Staphylococcus epidermidis FES con el aceite esencial C. bipinnatus.
Como controles positivos se usaron clindamicina CC(2 pg), y vancomicina VA(30 pg) y cefepime FEP(30
pg) como antibiético anulado; y la combinacién de los antibiéticos con el aceite esencial. ***P < 0.001 y

*P <0.05.
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Staphylococcus epidermidis FES
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Fig. 20 Bioensayo cualitativo de Staphylococcus epidermidis FES con el aceite esencial T. lucida. Como
controles positivos se us6 clindamicina CC(2 ug), y vancomicina VA(30 ug) y cefepime FEP(30 ug) como
antibiético anulado y la combinacién de los antibiéticos con el aceite esencial. ***P < 0.001 y *P < 0.05
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Fig. 21 Bioensayo cualitativo de Staphylococcus epidermidis FES con el aceite esencial R. luteola. Como
controles positivos se usaron clindamicina CC(2 pg), y vancomicina VA(30 pg) y cefepime FEP(30 ug)
como antibiético anulado y la combinacion de los antibidticos con el aceite esencial. ***P < 0.001 y **P <

0.01.
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La cepa V. clolerae 14 se prob6 con los aceites esenciales C. bipinnatus, T. lucida y R.
luteola. El aceite esencial C. bipinnatus mostré6 mayor inhibicion con el control positivo
clindamicina CC(2 pg) y una potenciacion con el antibiotico anulado acido nalidixico
NA(30 pg) (Fig. 22). El aceite esencial T. lucida no mostré antagonismo al combinarlo
con NA(30 pg) (Fig. 23). Y el aceite esencial R. luteola mostr6 un efecto de
potenciacion al combinar el aceite con los controles positivos clindamicina CC(2 ug) y
cloramfenicol C(30 pg), asi como con el antibiético anulado por la bacteria &cido
nalidixico NA(30 ug) (Fig. 24).

Vibrio cholerae 14
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Blanco Control (-) Control (+) CC(2)- NA(30) C. bippinatus C(30)+C. CC(2)+C. NA(30)+C.
C(30) bipinnatus bippinatus bipinnatus
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Fig. 22 Bioensayo cualitativo de Vibrio cholerae 14 con el aceite esencial Cosmos bipinnatus. Como
controles positivos se usaron cloramfenicol C(30 ug), clindamicina CC(2 ug), y vancomicina VA(30 pg) y
acido nalidixico NA(30 pg) como antibidtico anulado y la combinacion de los antibiéticos con el aceite
esencial. ***P < 0.001.
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Fig. 23 Bioensayo cualitativo de Vibrio cholerae 14 con el aceite esencial Tagetes lucida. Como controles
positivos se usaron cloramfenicol C(30 ug), clindamicina CC(2 ug), vancomicina VA(30 ug) y acido
nalidixico NA(30 pg) como antibiético anulado y la combinacion de los antibiéticos con el aceite esencial

P <0.001.
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Fig. 24 Bioensayo cualitativo de Vibrio cholerae 14 con el aceite esencial de Reseda luteola. Como
controles positivos se usd cloranfenicol C(30 ug), clindamicina CC(2 pg), vancomicina VA(30 ug) y acido
nalidixico NA(30 ug) como antibiético anulado y la combinacion de los antibidticos con el aceite esencial

¥ P <0.001.
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La cepa E. coli 2 MR se probd con los aceites esenciales T. lucida y R. luteola. Con el
aceite esencial T. lucida se presenté una mayor inhibicion al combinarlo con el control
positivo imipenem IPM(10 pg) y un antagonismo con cloramfenicol C(30 pg) (Fig. 25).
Con el aceite esencial R. luteola mostrd inhibicidn bacteriana, y al combinar el aceite
con el control positivo imipenem IPM(10 ug) mostré una mayor inhibicion bacteriana y
un antagonismo con los antibiéticos cloramfenicol C(30 ug) y acido nalidixico NA(30 ug)
(Fig. 26).
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Fig. 25 Bioensayo cualitativo de Escherichia coli 1249 2MR con el aceite esencial de Tagetes lucida.
Como controles positivos se usé cloramfenicol C(30 ug), imipenem IPM(10 pg), y acido nalidixico NA(30

Mg) como antibidtico anulado y la combinacion de los antibidticos con el aceite esencial. ***P < 0.001.
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Fig. 26 Bioensayo cualitativo de Escherichia coli 1249 2MR con el aceite esencial de Reseda luteola.
Como controles positivos se usé cloramfenicol C(30 ug), imipenem IPM(10 ug), y acido nalidixico NA(30
pg) como antibidtico anulado y la combinacion de los antibiéticos con el aceite esencial. ***P < 0.001.

La cepa K. pneumoniae IV HIM se probo con los aceites esenciales T. erecta, T. lucida
y R. luteola. Con el aceite esencial de T. erecta solo mostré actividad antibacteriana;
pero al combinar el aceite con el control positivo cloramfenicol C(30 ug) presenté
antagonismo (Fig. 27). Con el aceite esencial T. lucida presenté inhibicién
antibacteriana (Fig. 28). Y con el aceite esencial R. luteola inhibié el crecimiento de la
bacteria, pero en combinacion con el control positivo cloranfenicol C(30 ug) hubo

antagonismo (Fig. 29).
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Klebsiella pneumoniae IV HIM
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Fig. 27 Bioensayo cualitativo de Klebsiella pneumoniae IVHIM con el aceite esencial Tagetes erecta.
Como controles positivos se usé cloramfenicol C(30 ug) y vancomicina VA(30 upg) como antibiético
anulado y la combinacién de los antibidticos con el aceite esencial. ***P < 0.001 y **P < 0.01.
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Fig. 28 Bioensayo cualitativo de Klebsiella pneumoniae IVHIM con el aceite esencial Tagetes lucida.
Como controles positivos se us6 cloramfenicol C(30 ug) y acido vancomicina VA(30 ug) como antibiético
anulado y la combinacion de los antibioticos con el aceite esencial. ***P < 0.001
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Klebsiella pneumoniae IV HIM
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Fig. 29 Bioensayo cualitativo de Klebsiella pneumoniae IVHIM con el aceite esencial Reseda luteola.
Como controles positivos se usé cloramfenicol C(30 pg) y vancomicina VA(30 ug) como antibiético
anulado y la combinacién de los antibiéticos con el aceite esencial. ***P < 0.001

La bacteria Proteus mirabilis 19 se probé con los aceites esenciales de C. bipinnatus y
R. luteola. El aceite esencial C. bipinnatus inhibié a la bacteria; pero en combinacién
con los antibiéticos no hubo diferencia (Fig. 30). Y el aceite esencial de R. luteola no
inhibid el crecimiento bacteriano. No hubo diferencia al combinarlo con los antibiéticos
(Fig. 31).
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Proteus mirabilis 19
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Fig. 30 Bioensayo cualitativo de Proteus mirabilis 14 con el aceite esencial Cosmos bipinnatus. Como
controles positivo se us6 imipenem IMP(10 pg) y la combinacién del antibiético con el aceite esencial.

***p < 0.001.
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Fig. 31 Bioensayo cualitativo de Proteus mirabilis 14 con el aceite esencial Reseda luteola. Como
controles positivo se usé imipenem IMP(10) y la combinacion del antibiético con el aceite esencial. ***P <

0.001

La bacteria Salmonella sp HI (2) se probd con los aceites esenciales de C. bipinnatus y

T. lucida. El aceite esencial de C. bipinnatus no inhibi6 a la bacteria y al combinarlos

con los antibiéticos hubo un antagonismo con carbencilina CB(100 ug) (Fig. 32). El
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aceite esencial T. lucida presentd una ligera inhibicién bacteriana y al combinarlo con

los antibioticos; con carbencilina CB(100 ug) presentd antagonismo (Fig. 33).
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Fig. 32 Bioensayo cualitativo de Salmonella sp HI (2) con el aceite esencial Cosmos bipinnatus. Como
controles positivos se us6 imipenem IMP(10 ug), carbenicilina CB(100 ug) y acido nalidixico NA(30 ug),
y la combinacion de los antibiéticos con el aceite esencial. ***P < 0.001
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Fig. 33 Bioensayo cualitativo de Salmonella sp HI (2) con el aceite esencial Tagetes lucida. Como

controles positivos se us6 imipenem IMP(10 ug), carbenicilina CB(100 ug) y acido nalidixico NA(30 ug)

como antibiético anulado, la combinacioén de los antibiéticos con el aceite esencial. ***P < 0.001.
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8.5 Efecto de inhibicion bacteriana cuantitativo

Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracibn minima

bactericida (CMB) de los aceites esenciales T. lucida y R. luteola; y la combinacién de

R. luteola mas FEP (30 ug) para S. epidermidis FES (Tablal0). El aceite esencial de R.

luteola utilizado para el método cuantitativo se realizé con la 22 extraccion.

Tabla 10. La estimacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima

bactericida (CMB) de los aceites esenciales T. lucida y R. luteola

) _ CMI CMB
Bacteria Aceite
(mg/ml) (mg/ml)

K. pneumoniae IVHIM T. lucida 1.0 2.0

S. aureus FES R. luteola 2.0 -
S. aureus IIHIM R. luteola 1.0 2.0
S. epidermidis FES R. luteola 0.5 1.0
E. coli 1249 2MR R. luteola 1.0 15
V. cholerae 14 R. luteola 1.0 15

S. epidermidis FES +

R. luteola 0.125 0.5

FEP
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9. DISCUSION

9.1 Composicion quimica de los aceites esenciales

El aceite esencial de C. bipinnatus mostré tener 35 compuestos diferentes. Esta
composicion del aceite es muy variada en abundancia, asi como en la ausencia de
algunos de los compuestos en comparacion con otros trabajos. La actividad
antibacteriana de este aceite se le atribuye a los compuestos de B-trans-ocimeno y D-
germacreno ya que han sido reportados en distintas investigaciones como agentes
antibacterianos, como lo muestra un estudio que se hizo en Sudafrica, para probar
actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (Olajuyigbe
& Ashafa, 2014).

En el aceite esencial T. erecta se identificaron 89 compuestos. Se ha demostrado que
el aceite esencial de T. erecta contiene moléculas bioactivas con diversos usos
terapéuticos, como antibiético, antimicrobiano, antiparasitario y antiséptico. La
composicién quimica es variable debido a su extracciéon metandlica (Devika & Justin,
2014). Y en un estudio antibacteriano que se realizé en la India, demostraron que el
aceite esencial de T. erecta inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram
negativas que causan infecciones en la piel, en cuanto a su composicién quimica

predominan el limoneno, ocimeno, tagetone y el acido valérico (Dasgupta et al., 2012).

En el aceite esencial T. lucida se encontraron 94 compuestos. Se ha documentado que
el aceite esencial de T. lucida tiene actividad antimicrobiana en contra de varias cepas
patdgenas en humanos (Capunzo et al., 2003). Se ha demostrado que la planta de T.
lucida tiene mucha actividad antibacteriana y que su composicibn es muy variada
dependiendo de la extraccion de sus compuestos, por ejemplo usando una extraccion
con metanol y cloruro de metileno, se pueden obtener varias cumarinas con gran
actividad antibacteriana en cepas Gram negativas como Gram positivas, asi como

actividad antifungica (Céspedes et al., 2006).

En el aceite esencial R. luteola del afio 2014 se identificaron 104 compuestos, en el de

la segunda colecta de 2015, 94 compuestos, sin embargo predominaron en ambas
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mezclas B-fenilpropionitrilo y B-feniletilisotiocianato. Se ha demostrado que algunos
extractos de R. luteola contiene compuestos que pueden tener actividad antimicrobiana
(Yildirim-Arzu et al., 2013).

9.2 Incidencia de actividad antibacteriana y de inhibicion de resistencia a
antibiéticos

En este estudio preliminar que se realizé concuerda con nuestra hipétesis de que los
aceites esenciales de C. bipinnatus, T. erecta, T. lucida y R. luteola contienen
metabolitos secundarios que inhiben los mecanismos de resistencia bacteriana. Los
experimentos realizados con los aceites esenciales demostraron su efecto
antibacteriano y en combinacion con los antibidticos comerciales a los que la bacteria
era resistente, se observé un halo de inhibicibn mayor que con el aceite esencial solo, y
en algunos casos el efecto se potencidé; por lo que se cumple parte de nuestra
prediccién; porque si bien no fue para todos los casos, si para el 42% del total de los

bioensayos realizados.

De acuerdo a las estadisticas de las Farmacéuticas, que por cada 5000 moléculas
evaluadas tan solo una es activa y puede llegar al mercado, nuestras expectativas eran
bajas para encontrar moléculas bioactivas. Sin embargo, en nuestro estudio preliminar
de los aceites esenciales de C. bipinnatus, T. erecta, T. lucida y R. luteola encontramos
metabolitos secundarios que no solo mostraron actividad antimicrobiana, sino que
también pueden inhibir la resistencia bacteriana a antibiéticos de: S. aureus, S.
epidermidis, E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, Salmonella sp y V. cholerae. Aun asi
nos falta identificar el metabolito o metabolitos causantes de esta actividad

antibacteriana e inhibidora de la resistencia bacteriana.

En este estudio preliminar de inhibicion de la resistencia bacteriana se obtuvieron 54
combinaciones con sus respectivas tres repeticiones de las cuales, el 42.5% fue
suficiente para obtener un halo de inhibicibn mucho mayor que el del aceite o el
antibiético por si solos. En algunos casos se potencié este efecto, que atribuimos a los

metabolitos secundarios de los aceites esenciales de C. bipinnatus, T. erecta, T. lucida
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y R. luteola. Es posible que este efecto se deba a la interaccion entre el aceite esencial
y el antibiético, pues en algunos casos el aceite por si solo no inhibi6é y al combinarlo
con él antibiético anulado por la bacteria fue capaz de producir un halo de inhibicion y
en algunos casos potencio el efecto. Por lo que parsimoniosamente indica que estas
combinaciones lograron inhibir algunos de los mecanismos de resistencia de la

bacteria.

En nuestro sentido contrario, también encontramos antagonismo pues el 18.5% de los
resultados mostrdé una disminucién en el halo de inhibicion al combinar el antibidtico
mas el aceite esencial. Es posible que la bacteria se defienda de los aceites esenciales
utilizando sus mecanismos de resistencia, o tal vez la combinacion entre el aceite
esencial y el antibiético anule algan mecanismo de accion de los antimicrobianos que

se utilizaron en los experimentos. Es algo que a un nos queda por investigar.

En el 38.8% de los casos los resultados fueron nulos; esto quiere decir que no
obtuvimos ningun efecto positivo ni negativo por parte de las combinaciones que se
realizaron en los experimentos. Esto se puede deber a una cantidad insuficiente de
aceite esencial para observar un efecto, o bien por las condiciones en las que se llevo
acabo el experimento, ya que el aumento de temperatura era inevitable para asegurar
las condiciones de esterilidad, provocando que la muestra se perdiera por su
volatilidad. También pudo deberse a que la muestra se degradara por exposicion a la
luz, ya que algunos compuestos eran fotosensibles. Y si bien se ha demostrado que los
factores quimicos y fisicos pueden afectar la cantidad y composicién de los aceites
esenciales obtenidos de plantas aromaticas (Mayo-Hermenegildo, 2014). Por
consecuente cambian las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales, ya
gue depende del tipo, la composicion, la concentracion, la extraccion y las condiciones
de almacenamiento, asi como del tipo de indculo a utilizar (Olajuyigbe & Ashafa, 2014).
Otra explicacion en la variacion de los resultados, puede deberse a la variacion en la
resistencia de las cepas utilizadas, pues trabajamos con bacterias con la capacidad de
anular a uno o a dos antibiéticos o hasta mas. Otras de las posibles explicaciones por
las cuales no obtuvimos un patrén de inhibicidn consistente en los resultados, es por el

modo de crecimiento de las bacterias, pues estudios demuestran que tienen diferente
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capacidad de resistencia a antibiéticos como al sistema inmune una bacteria plantonica
gue una bacteria que crece en biopeliculas debido al fenotipo mucoide que desarrollan
(Bagge et al., 2004). Esta capacidad de formar un biofilm no se restringe a ningun
microorganismo, se considera en condiciones ambientales adecuadas la gran mayoria
de las bacterias sin importar la especie puede existir dentro de biofilms adheridos a una
superficie, en una interface solido/liquida, como se ha observado en distintas
enfermedades causadas por P. aeroginosa, H. influenzae, K. pneumoniae y S. aureus
(Nazar, 2007).

De acuerdo a los porcentajes positivos mencionados anteriormente los resultados mas
interesantes los encontramos al combinar el aceite esencial de R. luteola con los
antibidticos anulados por S. aureus IIHIM, asi como con los controles positivos, pues se
logré observar una mayor inhibicion bacteriana y en muchos de los casos se produjo un

efecto de potenciacion (Fig. 15).

Para el caso de S. aureus FES, no se observé actividad antimicrobiana por parte del
aceite esencial R. luteola, pero si se observd una disminucion en la concentracion de la
densidad bacteriana. Para este caso solo se prob6 con los controles positivos
clindamicina e imipenem; que al combinarlos con el aceite mostraron una potenciacion
del efecto antibacteriano. La cepa Staphylococcus epidermidis FES también fue
inhibida por el aceite esencial de R. luteola con un halo de inhibicién de 37.6 mm, y al
combinarlo con el aceite esencial se produjo una interaccién aditiva ya que el efecto del
aceite y del antibidticos se sumé produciendo un halo de inhibicibn mayor que por si
solos. Con cefepime, el antibiético anulado por la bacteria, si hubo una interaccion de
potenciacion al combinarlo con el aceite esencial de R. luteola, pues el halo de
inhibicion increment6 a 45.0 mm. Por lo que podemos decir que el aceite esencial de R.
luteola no solo tiene efecto antibacteriano sino que ademas puede contener inhibidores

de resistencia bacteriana (Tabla 9), pero a un nos falta comprobar esta teoria.

En la cepa de V. cholerae 14, la actividad antibacteriana del aceite de R. luteola no se
midio, debido a que no se present6 un halo de inhibicion, solo se observé un descenso
en la concentraciéon de la densidad bacteriana en la placa. Con la combinacién de los

antibidticos mas el aceite tuvimos resultados interesantes, con cloranfenicol present6
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una mayor inhibicion bacteriana; con clindamicina que aunque no es especifico para
bacterias Gram (-) presenté un halo de inhibicion dos veces mayor que el antibiotico
solo; con &cido nalidixico que tiene resistencia intermedia en combinacién con aceite
aumentd 7 mm mas por lo que queda demostrado que el aceite esencial R. luteola
tiene un efecto antibacteriano y ademas puede contener inhibidores de resistencia

bacteriana (Fig. 25).

Lo interesante del aceite esencial de R. luteola es que hay pocas investigaciones en
cuanto a la actividad antibacteriana del aceite por lo que no se han realizado
experimentos con los compuestos mayoritarios, que son a los que les atribuimos la
actividad antibacteriana: B-Fenil-propionitrilo y p-Fenil-etil- isotiocianato, y que
estuvieron presentes en las dos muestras con las que trabajamos aunque en distintas

concentraciones.

Existen diversos trabajos que demuestran la actividad antibacteriana del aceite esencial
T. lucida; y han probado su actividad con diferentes extractos como el del extracto
metandlico donde resulto efectivo en contra de S. aureus (Menchaca-Vega & Carmen-
Maria, 2013).

El aceite esencial T. lucida mostr6 poca actividad antibacteriana y poca interaccion al
combinarlos con los antibiéticos como sucedié con S. aureus IIHIM. Solo al combinar el
control positivo (clindamicina) con el aceite esencial de T. lucida hubo una potenciacién
del efecto. Y con la cepa E. coli 2MR no se observé inhibicion por parte del aceite
esencial T. lucida pero al interactuar con imipenem, el control positivo, el aceite produjo
mayor inhibicion, lo que indica que el aceite esencial T. lucida puede contener

inhibidores de resistencia bacteriana.

Se demostré la actividad antibacteriana del aceite esencial C. bipinnatus pues logro
inhibir a P. mirabilis 19; y con V. cholerae 14, y al combinarlo con clindamicina uno de
los controles positivos, se observo un halo inhibicion mayor que con el antibiotico por si

solo.

Y por ultimo el aceite esencial de T. erecta solo mostro inhibicion bacteriana en contra

de K. pneumoniae IVHIM.
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9.3 Ensayos para encontrar la CMI y CMB

Se logré determinar la Concentracion Minima Inhibitoria y la Concentracion Minima

Bactericida de los aceites esenciales T. lucida y R. luteola.

Para la cepa K. pneumoniae IVHIM se encontré que el aceite esencial T. lucida tiene
una CMI: 1.0 y CMB: 2.0; lo que nos indica que este aceite esencial tiene una actividad
antimicrobiana. En otras investigaciones han logrado determinar la CMI para el aceite
esencial de T. lucida pero con diferentes extractos como con MeOH / CH2CI2
(Céspedes et al., 2006).

El aceite esencial de R. luteola demostré tener mayor actividad antimicrobiana: contra
S. aureus IIHIM obtuvimos CMI: 1.0 y CMB: 2.0. Para S. epidermidis FES
encontramos una CMI: 0.5 y una CMB: 1.0. Para E. coli 1249 2MR mostr6é una CMI: 1.0
y una CMB: 1.5. Y para V. cholerae 14 una CMI: 1.0 y CMB: 1.5. A pesar que hay muy
poca investigacion de R. luteola, de su actividad antibacteriana en este trabajo resulto

ser muy activa.

Con la cepa S. epidermidis FES se determind la CMI y CMB en combinacion del aceite
esencial y el antibiético anulado (R. luteola + FEP(100)); obtuvimos una CIM de 0.125 y
una CMB de 0.5; con estos resultados se demuestra la hipétesis que planteamos, que
el aceite esencial de R. luteola tiene actividad antimicrobiana y ademas puede contener
inhibidores de resistencia bacteriana. La CMI y la CMB fueron menores cuando se
combind el aceite esencial de R. luteola mas el antibiético anulado, en comparacién
con el bioensayo cuantitativo donde solo se utiliz6 el aceite esencial de R. luteola con la

misma cepa de S. epidermidis FES.
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10. CONCLUSION

Se demostro el efecto antibacteriano de los aceites esenciales C. bipinnatus, T. erecta,
T. lucida y R. luteola en contra de bacterias Gram positivas y Gram negativas. También
se demostré que al combinar los aceites esenciales con antibidticos comerciales el
efecto se puede incrementar y en el mejor de los casos potenciar. Aunque también
podemos tener un efecto antagonico. Y de acuerdo con nuestros resultados obtenidos
podemos decir parsimoniosamente que nuestros aceites esenciales de C. bipinnatus,
T. erecta, T. lucida y R. luteola contienen inhibidores de resistencia bacteriana, aunque
a un nos falta realizar pruebas confirmatorias que avalen esta hipotesis, por lo que

tenemos mucho trabajo por realizar y mas que investigar.

11. PERSPECTIVA

Algunas recomendaciones para continuar con este proyecto son: realizar fracciones de
los aceites C. bipinnatus, T. erecta, T. lucida y R. luteola esenciales para observar qué
metabolito o metabolitos son los responsables del efecto antimicrobiano o probar los
compuestos si es que ya estdn a la venta y realizar los bioensayos cualitativos en
contra de bacterias Gram negativas y Gram positivas, asi como realizar las pruebas
confirmatorias de que realmente nuestros aceites esenciales contienen inhibidores de
resistencia bacteriana. Y por dltimo determinar la CMI y la CMB de la combinacién del
aceite esencial mas los antibiéticos comerciales en contra de bacterias Gram positivos

y Gram negativos.
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