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Resumen

A lo largo de la historia se han empleado los tratamientos antibidticos ante diversas
infecciones microbianas. Sin embargo hoy en dia ante la problematica conocida como
resistencia a antibioticos, se han buscado nuevas alternativas terapéuticas. Una de ellas es el
uso de sustancias de origen vegetal conocidas como aceites esenciales, estos son compuestos
obtenidos de extractos de plantas y que debido a sus diversas propiedades medicinales, se

han estudiado los diferentes mecanismos que permiten una accion antimicrobiana.

En estudios previos se han probado una gran variedad de aceites esenciales ante cepas
bacterianas caracteristicas por poseer resistencia 0 multi resistencia a los antibioticos,
demostrando una alta capacidad antibacteriana. Un ejemplo es el uso del aceite esencial de
Thymus vulgaris que cuenta con un potente efecto inhibitorio ante cepas de E. coli
uropatogena, teniendo conocimiento de que el aceite es capaz de penetrar la membrana
bacteriana, formando poros y provocando una fuga de contenido citoplasmatica. Sin embargo
aln no se tiene conocimiento si otro mecanismo de accion podria estar enfocado en la

actividad de la cadena respiratoria de la bacteria.



Introduccion

La introduccion de los antibidticos en la practica clinica y su uso irracional propicié un rapido
aumento de infecciones causadas por bacterias resistentes a multiples farmacos que ha
culminado en una crisis de salud pablica mundial, aumentando las tasas de morbilidad y
mortalidad, esto gracias a la variedad de mecanismos de resistencia bacteriana y hoy en dia
también presente en otros microorganismos como hongos, virus y hasta en paréasitos,
dandoles la capacidad de sobrevivir y evadir la accion de dichos farmacos, conllevando a un
deterioro en su eficacia en el organismo y con este un fracaso terapéutico (Bisso-Andrade,
2018; Costa et al, 2022).

Es por dicho motivo que se han dispuesto nuevas medidas profilacticas eficaces a partir de
productos naturales con actividad antimicrobiana, estos son conocidos como aceites
esenciales los cuales son considerados como potentes agentes antimicrobianos no toxicos
(Romanescu et al, 2023). Las plantas medicinales y aromaticas se conocen desde hace miles
de afios por sus propiedades terapéuticas y sus subproductos, los aceites esenciales, se han
estudiado y caracterizado dandonos a conocer sus propiedades antimicrobianas. Algunos
estudios han demostrado que los aceites esenciales son buenas alternativas terapéuticas a los
antibidticos, para luchar contra infecciones locales y contra infecciones sistémicas (Dupuis
et al, 2022).

Los aceites esenciales son mezclas complejas de decenas de compuestos lipofilicos y
volatiles, en diferentes concentraciones como son los: terpenos, terpenoides,
fenilpropanoides, entre otros; y representan metabolitos secundarios producidos por plantas
aromaticas como un mecanismo de proteccion contra depredadores, microorganismos 0

condiciones climaticas austeras (Brandes et al, 2024; Romanescu et al, 2023).

Se ha demostrado que los monoterpenos y monoterpenoides, componentes criticos de los
aceites esenciales, se han convertido en agentes prometedores para combatir patégenos
multirresistentes a los farmacos, esto debido a su capacidad para alterar las membranas
celulares, inhibir la formacion de biopeliculas y modular la expresion génica relacionada con

la virulencia y la resistencia, reduciendo asi la viabilidad microbiana mediante alteraciones



en el potencial de membrana, la actividad enzimética y la regulacion genética (Figura 1)
(Cho et al., 2020; Kong et al, 2025; Shahin et al., 2025).
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Figura 1. Representacion esquematica de los mecanismos de accion de los monoterpenos

dirigidos a las bacterias.

Informes anteriores han demostrado la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
contra varios microorganismos, incluidos Staphylococcus aureus, Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina, Bacillus cereus , Escherichia coliy varias especies de
hongos (Brandes et al., 2024). Comunmente, las bacterias Gram positivas son mas
susceptibles a los terpenos que las Gram negativas; pues se ha propuesto que la estructura
lipofilica de los componentes de los aceites esenciales altera las membranas celulares, lo que
produce efectos antimicrobianos, aunque se desconocen los mecanismos especificos (lke et
al., 2025).

A continuacion, se presentan algunos ejemplos de aceites esenciales, sus componentes

probados en diferentes microorganismos. (Tabla 1).



Tabla 1. Aceitese esenciales y sus componentes provados en diferentes microorganismos.

Hinojo de Florencia

(Foeniculum vulgare).

biopelicula.

Microorganismo Aceites esenciales Componentes Efectos Referencias
probados
Inhibicion de
produccién  de | Buru et al.,
Staphylococcus | arbol de té ( Melaleuca biopeliculas, 2022;
aureus alternifolia), pachuli Eugenol mejora los | Edwards-
resistente a la ( Pogostemon cablin), metabolitos Jones et al.,
meticilina lavanda ( Lavendula secundarios, 2004; Macédo
officinalis) reduccién de la | etal., 2022,
acumulacion  de
polisacaridos y la
adhesion celular.
casia, clavo ( Syzygium Alteracion de la
aromaticum ), balsamo estructura del | Kavanaugh &
Pseudomonas | del Pert ( Myroxylon biofilm, Ribbeck,
fluorescens balsamum ), tomillo rojo | Carvacrol | sustancias 2012; Wang et
(Thymus vulgaris) vy poliméricas al., 2022b.
arbol de té ( Melaleuca dirigidas
alternifolia)
Menta negra
(Mentha x piperita), Reduccion de la
Mayotana dulce produccién  de | Choudhary et
Acinetobacter (Origanum majorana), Gerianol exopolisacaridos, | al., 2022;
baumannii Tomillo silvestre Eugenol alteracion e | Sabo et al,
(Thymus serpyllum), e inhibicién de la | 2024.




Tomillo (Thymus

vulgaris), Naranja

Simunovié et

Campylobacter (Citrus sinensis), p-Cimeno | Inhibicion de la | al., 2020;
jejuni Romero (Rosmarinus bomba de flujo Thanissery et
officinalis L), Clavo al., 2014.
(Syzygium aromaticum)
Destruccion de la
membrana
celular, fuga de | Mechmechani
Oregano (Origanum fondo etal., 2022; Qi
Enterococcus | vulgare L.), Arbol de Té Carvacrol intracelular, et al., 2021;
faecalis (Melaleuca alternifolia) propiedad Sanchez-Tito
antibiopleicula, et al., 2022.
aumento de
concentracion de
inioes K+
extracelulares.
Efectos
Albahaca africana antiinflamatorios,
(Ocimum propiedades Giovagnoni et
Salmonella gratissimum L.), Carvacrol | antioxidantes, al., 2020;
Thyphimurium Orégano mexicano Timol reduccion de la | Rubio-Ortega
(Lippia graveolens) translocacion etal., 2018
y Tomillo (Thymus bacteriana,
vulgaris L.) crecimiento
bacteriano
inhibido.
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Desisntegracion

Corteza de  canela de  membranas
(Cinnamomum celulares
Escherichia coli | zeylanicum), Clavo bacterianas,
B-lactamasas de | (Syzygium aromaticum) elevacién de | Khan et al.,,
espectro y Flor de lavanda | Carvacrol ROS, Aumento | 2020; Zych et
extendido (Lavandula angustifolia) de la liberacion | al., 2024.
de iones K’, ATP
y ADN celular,
propiedades
antibiopelicula.
Eucalipto  (Eucalyptus
globulus), Clavo | Carvacrol Agarwal et
Candida (Eugenia caryophyllus), | Timol Produccion al., 2010;
albicans Jazmin (Jasminum | Eugenol reducida de | Shaban et al.,
nudiflorum) y Lavanda | Metil proteinas 2020.
(Lavandula angustifolia) | eugenol
Reduccionde la
Orégano (Origanum | Carvacrol produccion  de
vulgare L.), Tomillo | Timol proteinas y | Ismail et al.,
Candida auris (Thymus vulgaris), | Eugenol adherencia a las | 2022; Tran et
Bergamota silvestre | Metil celulas huesped, | al., 2022.
(Monarda fistulosa L.) eugenol estrés oxidativo,

desintegracion de

membrana
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Antecedentes

3.1 Antecedentes generales

La resistencia a los antimicrobianos es una de las preocupaciones de salud publica mas
urgentes a nivel mundial, la cual mantiene su persistencia debido al uso masivo e inadecuado
de antibidticos. Esto, a su vez, resulta en la aparicion/resurgimiento, evolucion y propagacion
de patdgenos multirresistentes, volviendo un desafio el tratamiento empirico en entornos

clinicos (Rahman et al., 2022).

La Escherichia coli patdgena se encuentra entre el grupo mas critico de bacterias que requiere
el desarrollo rapido de nuevos antibioticos y estrategias de tratamiento innovadoras. Entre
las cepas dafinas de Enterobacteriaceae extraintestinales, la E. coli uropatdogena (UPEC)
representa una amenaza significativa para la salud (Rozwadowski, & Gawel, 2022). Esta es
responsable de la mayoria (70-90%) de infecciones del tracto urinario (ITU), las cuales
pueden ser adquiridas en la comunidad o nosocomiales, donde se informa que las cepas de
UPEC causan entre el 70 %y el 95 % de los casos adquiridos en la comunidad y el 50 % de

los casos adquiridos en nosocomios (Rahman et al., 2022).

En la Gltima década, varias cepas de UPEC han adquirido mecanismos de resistencia a
antibiodticos y algunas se han vuelto resistentes a todas las clases de antibi6ticos. Entre los
mecanismos de resistencia mas comunes destacan la presencia de una membrana externa la
cual confiere una barrera crucial e impermeable al paso de quimicos téxicos, la modificacion
de proteinas de la membrana externa (flagelos, fimbrias, porinas, receptores de hierro y
bombas de eflujo) que son responsables de varias funciones, tales como el transporte de
antibidticos y hierro; la presencia de elementos genéticos moviles (transposones, integrones
y plasmidos conjugativos) los cuales son los principales impulsores de la propagacion de
genes de resistencia; la formacién de comunidades bacterianas similares a biopeliculas, la
presencia de capsula y la produccién de diferentes enzimas S -lactamasas. (Nasrollahian et
al., 2024; Rodrigues et al., 2022; Rozwadowski, & Gawel, 2022). El tratamiento habitual
de las infecciones de vias urinarias se basa en cuatro agentes para la terapia de primera linea:
nitrofurantoina, trimetoprima-sulfametoxazol, pivmecilinam y fosfomicina trometamina.

También se recomiendan dos agentes alternativos: g -lactaminas y fluoroquinolonas (por
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ejemplo, ciprofloxacino). Estas ultimas, se han transferido a la Gltima categoria de agentes y
solo deben usarse cuando no haya otras opciones orales efectivas disponibles (Zhou et al.,
2023). Sin embrago, estudios previos han demostrado que en diversos aislados de UPEC las
mayores tasas de resistencia se presentan para los antibidticos tetraciclina (69,1%), seguido
de sulfonamidas (59,3%), quinolonas en (49,4%) y betalactamicos (36,9%) (Bunduki et al.,
2021).

La variacion en la susceptibilidad de los patdgenos a los antibidticos se ha ido complicando
dia a dia por la propagacion global de estas cepas resistentes junto con el inadecuado uso y
consumo de los farmacos limitando el tratamiento, complicando las infecciones urinarias y
aumentando la morbilidad y la mortalidad en la poblacién (Esposito et al., 2022; Kara et
al., 2024). Es por ello que se han ido desarrollando diversas estrategias alternativas, una de
ellas esta basada en el uso de sustancias de origen vegetal como son los aceites esenciales
cuyas caracteristicas antimicrobianas los han propuesto como una alternativa de seguridad

ecologica y humana (Amassmoud et al., 2023).

Los aceites esenciales son liquidos oleosos arométicos naturales producidos por las plantas
(Sattayakhom et al., 2023), cuya compasion es una mezcla de maltiples sustancias quimicas
como: compuestos fendlicos (p. ej., fenoles, fenilpropanoides, estilbenos y sus glucosidos),
isoprenoides (p. ej., terpenos, carotenoides, lipidos de almacenamiento), alcaloides y
amino&cidos especiales (aliina, canavanina), los cuales les brindan a las platas mecanismos
de defensa frente a posibles depredadores, como insectos o vertebrados e incluso, proteccion
contra factores como la luz ultravioleta, desecacion y obstaculizar el crecimiento de una
amplia gama de patogenos (Burgos & Morales, 2010; Hoffmann, 2020). Estas cualidades
de los aceites esenciales les han permitido tener difernetes aplicaciones como es en la
agronomia, las aplicaciones sanitarias, la cosmética, la perfumeria, la odontologia, la
agricultura, la alimentacion y hasta ahora las mas importantes, en la medicina y la industria

farmacéutica (de Sousa et al., 2023).

Diversos trabajos hacen mencidn que estas cualidades que portan los aceites esenciales les
han permitido ser estudiados y probados a nivel médico (Tabla 2). Algunos ejemplos de los

aceites esenciales con dichas cualidades son el aceite esencial de Oregano (Origanum vulgare
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L.), el cual, ademés de ser un potente antimicrobiano natural, también se caracteriza por ser
un compuesto anticarcinogénico cuyo mecanismo de accion es deteniendo el ciclo celular y
fomentando la apoptosis de células anormales en el organismo (Arcila-Lozano et al., 2004).
Otro ejemplo a mencionar es el aceite esencial Canela (Cinnamomum verum), cuyos
componentes Cinamaldehido y Epicatequina, permiten que el aceite esencial interactle con
los residuos cistenil de la proteina Tau reduciendo significativamente su agregacion
(Momtaz et al., 2017). De igual manera el aceite esencial de Tomillo (Thymus vulgaris)
cuyos componentes monoterpénicos, ademas de tener accion expectorante al relajar el
musculo liso bronquial, también es utilizado como antiespasmodico, ya que a través de la
accion de sus componentes monoterpénicos, es capaz de inhibir la disponibilidad de calcio
bloqueando a su vez la conduccién nerviosa (Dong et al., 2023; Gimeno-Gasca, 2001). Es
por ello que se les ha atribuido la posibilidad de ser una solucion a la problematica de
bacterias multirresistentes a farmacos, no solo ayudando en el tratamiento de enfermedades
cronicas/degenerativas, sino también como compuestos antimicrobianos efectivos. (Swamy
etal., 2016).

Se ha reportado que la actividad de los aceites esenciales depende de su composicion y se ha
observado que presentan diferentes mecanismos de accion (Caceres et al., 2020; Guimaraes
et al., 2019). Asi se ha reportado que los aceites esenciales desestabilizan la arquitectura
celular, dafiando la integridad de las membranas y aumentando con ello la permeabilidad
celular. Por ello, se produce la interrupcion de las actividades celulares como la produccion
de energia, del transporte membranal y otras funciones relacionadas con el metabolismo
(Peluche et al., 2017). Asi la afectacion se produce tanto en la envoltura externa de las células
(alterando asi la disposicién de moléculas de &cidos grasos y la capa de fosfolipidos y
polisacéridos), como a nivel citoplasmatico dada la naturaleza lipofilica de los aceites
esenciales (Rani et al., 2022). El efecto antibacteriano de los aceites esenciales también esta
relacionado con la interrupcion de las bombas de protones y el agotamiento del ATP (Issa et
al., 2019). Algunos autores han reportado que los aceites esenciales también evitan la
secrecion de toxinas bacterianas al modificar la membrana bacteriana y alterando el

transporte transmembranal (Lagha et al., 2019; Tariq et al., 2019).
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Algunos aceites esenciales pueden inhibir la red de deteccién de quérum de comunicacién
célula-célula mediada por varias moléculas de sefial bacterianas (Swamy et al., 2016). Sin
embargo, este tema aun no esta esclarecido del todo y se debe hacer ain mas investigaciones

acerca de la accién de cada uno de los aceites esenciales en patdgenos especificos.

Tabla 2. Los aceites esenciales, composicion y sus efectos.

Aceites Componentes Propiedades Referencias

a -pineno, S- pineno,  sabineno,

mirceno, cis -ocimeno, f -

cariofileno, y-terpineno, Estimulantes, Burgos &
Menta germacreno D, carvona (3,5 estomaquicas, Morales,
(Mentha %), L- mentol  (38-70 %), L - carminativas, (2010);
piperita L.) | mentona (0,4-35 %); isomentona antisépticas, Hudz et al.,
(1,5-10%), acetato de mentilo | antiparasitariasy (2023)

(0-20%), eucaliptol (1,8-cineol) | combate de cefaleas.
(0,4-12%), mentofurano (0,1-
21%); limoneno (0,6-4,5%),
pulegona (trazas—7%) y
neoisomentol.

Carvacrol (76,64-85,70%), o-
cimeno (3,61-5,00%), Y- Anti-radical, Arcila-
Oregano terpineno  (1,83-3,47%), PB- | anticarcinogénicas, | Lozano et
(Origanum | bisaboleno (0,02-3,00%), E- | alergeno, abortivas, | al., (2004);
vulgare L.) | cariofileno (0,98-2,93%), linalol | antimicrobianas e Walasek-
(0,39-2,48%), timol (1,65-| inhibidoras de la Janusz et
2,43%), borneol (0,26-1,35%) y mutagenicidad al., (2024)

mirceno (1,07%).
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p-cimeno (8,41%), y-terpineno

Inmunoestimulante,

antiinflamatorio,

(30,90%), timol  (47,59%),
Tomillo carvacrol  (20,61%),  linalol espasmolitico Dong et al.,
(TRYMUS | 2 2506), cariofileno  (176%), | "eUTOtroPo, (2023);
vulgaris) terpinoleno (1,62%). p-mirceno antimicrobiano, Gimeno-
(1.50%) y a-tuyeno (1,219%). drenador renal, Gasca,
anticatarral. (2001).
Pediculicidas,
rubefacientes,
antioxidantes,
Laurel 1,8-cineol (30,8%), acetato de a- citotoxicas, Stefanova
(Laurus terpinilo  (14,9%), metileugenol | inmunomodularoras, etal.,
nobilis) (8,1%), a- terpineol (8,0%), antibacterianas, (2020);
sabineno (7,9%) y terpinen-4-ol analgésicas, Liuetal.,
(6,0%). antiinflamatorias y (2008).
antiagregantes
plaquetarios
Estomaquicas,
Canela trans -cinamaldehido  (61,9%), antibacterianas,
(Cinnamomum | cinamilo  (7,56%), eugenol antifungicas, Ganié et
verum) (5,96%), anetol (4,43%), trans - prevecion del al., (2022);
cariofileno (4,04%), eucalipto Alzheimer, Verspohl et
(2.72%), p-cimeno (2.31) antiulcerosas y al., (2005).
limoneno (1.57%). actividad
hipoglucemiante
Contiene 30 compuestos
quimicos diferentes, de los cuales Kumar et
el eugenol constituye la mayoria al., (2022;
(50%). El acetato de eugenilo, Pastrana-
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Clavo el -humuleno y el - Estomacal, Puche et
(Syzygium cariofileno constituyen el 10-| antimicrobianasy | al., (2017).
aromaticum) | 40% restante. antioxidantes.
1,8-cineol (43,77%), alcanfor
Romero (12,53%), a-pineno (11,51%), B-

Antimicrobianas,

antiinflamatorias,

(Salvia pineno (8,16%), canfeno o Flores-
) o antioxidantes, _
rosmarinus) | (4,55%), B-cariofileno (3,93%), o Villa et al.,
) _ hipolipemiantes,
limoneno (2,80%), p-Cimeno ) o (2020).
insecticida.
(1.23%).

3.2 Antecedentes especificos

E. colies un anaerobio facultativo que codifica una cadena modular de transporte de
electrones que contiene una multitud de deshidrogenasas intercambiables, transportadores de
electrones quinol y oxidasas/reductasas terminales. Esta complejidad estructural
proporciona a E. coli un enorme grado de flexibilidad metabdlica permitiéndole formar un
gradiente diferencial de electrones y protones a través de la membrana citoplasmatica,
conduciendo a la formacién de un gradiente electroquimico para la formacién final de ATP;
ademas de permitirle a la bacteria colonizar y adaptarse a diversos nichos. A pesar de ser un
anaerobio facultativo, estudios previos establecen que UPEC requiere respiracion aerdbica
durante la infeccion y para formar biopeliculas (Beebout et al., 2021; Price & Driessen;
2010).

Los citocromos son hemoproteinas constituyentes de las cadenas transportadoras de
electrones en las membranas citoplasmaticas de los microorganismos encargados del
transporte fotosintético de electrones durante la respiracién tanto anaerobia como aerobia
(Tikhonova & Popov., 2014). UPEC codifica tres quinol oxidasas respiratorias aerobicas:
una oxidasa de hemo-cobre con bombeo de protones, citocromo bo, y dos oxidasas de tipo bd
sin bombeo de protones, citocromo bd | y citocromo bdll. El citocromo bo es una quinol
oxidasa de baja afinidad por el oxigeno optimizada transcripcional y bioquimicamente para

su uso en tensiones de oxigeno atmosférico. Por el contrario, las oxidasas de tipo bd tienen
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alta afinidad por el oxigeno y estan optimizadas para su uso en bajas tensiones de oxigeno
(Beebout et al., 2021; Borisov & Verkhovsky, 2015; Jesse et al., 2013).

El tomillo es un arbusto silvestre perenne, aromatico y medicinal que pertenece a la familia
Lamiaceae y es originario de la region mediterranea. Se han identificado més de 900 especies
del género Thymus en todo el mundo entre estas Thymus capitatus (L.), Thymus vulgaris L.
y Thymus zygis L. (Maniki et al., 2023). Las especiesde Thymusse han utilizado
ampliamente como agentes antimicrobianos naturales y se han generalizado en la industria
alimentaria, farmacéutica y de productos medicinales durante las ultimas décadas (Bako et
al., 2023). La hoja de tomillo y sus extractos, incluidos los aceites esenciales extraidos de los
pelos glandulares del tomillo, se utilizan comercialmente en la industria alimentaria,
especialmente como agentes aromatizantes afiadidos a la carne y el pescado; y
especificamente Thymus vulgaris se utilizaba ampliamente como medicina popular en la
antigua Europa para el tratamiento de heridas, trastornos gastrointestinales vy
broncopulmonares, debido a sus propiedades antihelminticas, expectorantes, sedantes,
diaforéticas, cicatrizantes y antisépticas (Etri & Pluhar, 2024; Kowalczyk et al., 2020;
Park et al., 2023). Segun informes previos, la actividad antimicrobiana probablemente esté
influenciada por los compuestos principales (timol y carvacrol), lo que indica un mecanismo
de muerte celular programada. Ademas, se ha identificado que otros compuestos menores
(a-y y -terpineno) tienen una funcién depuradora de radicales libres o inhibidores de la

peroxidacion lipidica (Bako et al., 2023; Dong et al., 2023).

Estudios realizados previamente en el laboratorio, han demostrado que el aceite esencial de
T. vulgaris, podria interferir con la colonizacion bacteriana y la formacion de biopeliculas en
superficies para E. coli uropatdgena; esto gracias a diversos mecanismos de accion enfocados
en alterar y penetrar la membrana lipidica de las bacterias, haciéndola mas permeable y
provocando fugas de iones y citoplasma (lisis y muerte bacteriana) (Flores-Encarnacion et
al., 2020). También se ha mencionado, que el efecto antibacteriano de dicho aceite esencial
esta relacionado con sus componentes, principalmente el timol, el cual conforma un 40% -
53% del total del aceite (Boruga et al., 2014), y ha sido reportado por varios autores como

un potente agente antimicrobiano, ya que es un compuesto capaz de desintegrar la membrana
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externa de las bacterias, inhibe la germinacion de esporas, el crecimiento y multiplicacion
celular en bacterias (Lépez-Ambrocio et al., 2016). De igual forma, se han demostrado los
efectos antibacterianos de eugenol y carvacrol en E. coli, con una disminucion del potencial
de membrana al exponer las células microbianas a estos compuestos (Khan et al., 2017). Se
ha observado también que la sinergia de los componentes inhibe distintas rutas bioquimicas
y enzimas; y les brinda la capacidad de actuar sobre las proteinas que se encuentran
embebidas en la membrana citoplasmatica (Gimeno-Gasca, 2010;). Sin embargo, aun falta
mas indagacion en el tema con la finalidad de conocer si hay mas de un mecanismo de accion

por el aceite esencial de T. vulgaris.
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Planteamiento del problema

T. vulgaris es un aceite esencial con propiedades antimicrobianas. Se ha demostrado su efecto
fuertemente inhibitorio en el crecimiento de E. coli uropatdgena, incluyendo cepas resistentes
a antibidticos. En estudios previos realizados en el laboratorio se determind que el aceite
esencial de T. vulgaris tuvo un efecto fuertemente inhibitorio en el crecimiento de E. coli
uropatdgena. En su momento se comprobo que la actividad respiratoria de E. coli disminuyo
considerablemente en presencia del aceite esencial. Por ello, se propuso que T. vulgaris debe
presentar varios mecanismos de accion responsables de la inhibicion del crecimiento
bacteriano. Uno de ellos podria ser afectando la actividad respiratoria bacteriana a nivel de

los citocromos.
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Justificacion

Diversos estudios realizados acerca de la actividad del aceite esencial de T. vulgaris ante
bacterias multirresistentes como son S. aureus, S.tiphymurium, P. aeruginosa, E. coli
uropatdgena, permitiendo conocer un poco mas acerca de su potente actividad bactericida,
capaz de interferir con la colonizacion bacteriana, impedir la formacion de biopeliculas, el
permeabilizar y despolarizar la membrana citoplasmatica conllevando finalmente a una lisis
celular. Todo esto ha llevado a considerar al aceite de T. vulgaris como una alternativa a la
resistencia a antibioticos. En el laboratorio se ha observado previamente que el aceite esencial
de T. vulgaris tiene un fuerte efecto inhibitorio en el crecimiento de E. coli uropatégena, por
lo que se sospecha que dicho aceite esencial debe presentar mas de un mecanismo de accion.
Asi esta propuesta pretende aportar evidencia de que el aceite esencial de T. vulgaris puede
afectar también la actividad respiratoria de E. coli uropatdgena, impidiendo la reduccién de

los componentes citocromicos.
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Hipotesis
Ho: El aceite esencial de T. vulgaris tiene un efecto inhibitorio en la actividad respiratoria y

citocromica de E. coli uropatogena.

Ha: El aceite esencial de T. vulgaris no tiene un efecto inhibitorio en la actividad respiratoria

y citocromica de E. coli uropatdgena.

22



Objetivos

7.1 Objetivo general:

e Determinar el efecto del aceite esencial de T. vulgaris en la actividad respiratoria y

citocromica de E. coli uropatdgena.

7.2 Obijetivos particulares:

e Determinar el efecto del aceite esencial de T. vulgaris en el crecimiento de E. coli
uropatogena.
e Determinar el efecto del aceite esencial de T. vulgaris en la reduccién de citocromos en

celulas de E. coli uropatégena.
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Materiales y métodos

8.1 Material bioldgico y quimico
Para este estudio se empled la cepa de referencia de E. coli uropatogena CFT073. También

se empled un aceite esencial comercial de T. vulgaris.

8.2 Crecimiento de E. coli uropatdgena.

E. coli uropatdgena se hizo crecer en placas de agar y caldos del medio soya tripticaseina.
Los medios de cultivo fueron preparados y esterilizados en el laboratorio. A partir de un
precultivo de 24 horas (Abseonm= 2.5) se inocularon tubos de vidrio conteniendo 5 mL de
caldo soya tripticaseina que fueron incubados a 37°C durante 24 horas. Las placas de agar
fueron sembradas por estria cruzada o en césped a partir de un precultivo como se mencion6

anteriormente. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas.

8.3 Determinacidn del efecto del aceite esencial de T. vulgaris sobre el crecimiento de la
cepa de referencia de E. coli uropatdgena.

Para determinar el efecto de 7 vulgaris en el crecimiento de E. coli uropatdgena se realizaron
ensayos utilizando la técnica de difusion en agar. Para esto, se colocaron discos de papel
filtro estériles (diametro aproximado de 5 mm) en la superficie de una placa de agar soya
tripticaseina, previamente sembrada en césped con E. coli uropatdgena e incubada a 37 °C
por 24 horas (Absesonm=1). Luego, en cada disco de papel se colocaron diferentes cantidades
del aceite esencial: 1.2 mg a 12 mg. Posteriormente las placas fueron incubadas a 37 °C
durante 24 horas. Al término del tiempo se midieron los halos de inhibicion del crecimiento.
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8.4 Determinacion del efecto de monoterpenos timol y carvacrol en el crecimiento de la
cepa de referencia de E. coli uropatégena

Para determinar el efecto de los monoterpenos timol y carvacrol en el crecimiento de E. coli
uropatogena, se siguio la metodologia descrita para el efecto de T. vulgaris, colocando las
siguientes cantidades de los monoterpenos en los discos de papel filtro: 0.45 a 9 mg de timol
y de carvacrol de manera independiente, y una mezcla de ambos (1:1) de 0.46 mg a 4.6 mg
de cada monoterpeno (v/v), usando como control al disolvente dimetil sulfoxido (DMSQ) en
cantidades de 11 mg/disco. Finalmente las tres placas se llevaron a incubar a 37 °C por 24

horas.

8.5 Prueba de susceptibilidad a antibi6ticos de la cepa de referencia de E. coli
uropatdgena

Se realizo una siembra en césped en una placa de agar soya tripticaseina, con la cepa de E.
coli uropatogena precultivada a 37 °C por 24 horas (Abseonm= 1). En la base del agar
sembrado, fueron colocados de manera equidistante, sensidiscos de 5 mm de diametro
contenidos con los siguientes antibidticos: nitrofurantoina (Nf, 300ug), tetraciclina (Te, 30
ug), bacitracina (B, 10 ug), cloranfenicol (CI, 30 ug), oxacilina (Ox, 1 ug), furazolidona (Fr,
100 pg), ertapenem (ETP, 10 pg), eritromicina (E, 15 pg), amikacina (Ak, 30 ug) y
ciprofloxacina (CIP, 5 ug). Posteriormente la placa se llevo a incubar a 37 °C por 24 horas.
Terminado el tiempo de incubacién, se midieron los didmetros de los halos de inhibicién

formados.

8.6 Determinacion del efecto del aceite esencial de T. vulgaris sobre una cepa de
aislamiento clinico de E. coli uropatogena

Se realizaron ensayos utilizando la técnica de difusion en agar, colocando discos de papel
filtro estériles (diametro aproximado de 5 mm) en la superficie de una placa de agar soya
tripticaseina, previamente sembrada en césped con la cepa de aislamiento clinico de E. coli

uropatégena incubada a 37 °C por 24 horas (Abssonm= 1). Luego, en cada disco de papel se
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colocaron diferentes cantidades del aceite esencial: 1.2 mg a 12 mg. Posteriormente las placas
fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas. Al término del tiempo se midieron los halos de

inhibicién del crecimiento.

8.7 Determinacion del efecto de timol y carvacrol en el crecimiento de una cepa de
aislamiento clinico de E. coli uropatogena

Para determinar el efecto de los monoterpenos timol y carvacrol en el crecimiento de la cepa
de aislamiento clinico de E. coli uropatogena, se realizo la misma metodologia para el efecto

de los monoterpenos anteriormente mencionada.

8.8 Prueba de susceptibilidad a antibidticos de una cepa de aislamiento clinico de E. coli
uropatdgena.

Para medir el perfil de susceptibilidad a los antibidticos de la cepa de aislamiento clinico de
E. coli uropatogena, se realizé la misma metodologia anteriormente mencionada para la cepa

de referencia.

8.9 Determinacion de la actividad respiratoria en E. coli uropatégenay efecto del aceite
esencial de T. vulgaris

La actividad respiratoria se midio polarograficamente con un electrodo de oxigeno. La
mezcla de reaccion a usar (volumen final= 6 mL) contenia solucion amortiguadora Tris HCI
50 mM pH 7 (4.6 ml) y células completas de E. coli uropatégena (Abssonm=2 — 4). Las
reacciones se iniciaron usando como donadores de electrones a la glucosa (40 mM), y
succinato (40 mM). Posteriormente se registré el consumo de oxigeno por minuto. La
temperatura se mantuvo constante a 37°C. El efecto de T. vulgaris sobre la actividad
respiratoria de E. coli uropatégena se determind usando las siguientes cantidades del aceite
esencial: 0.65y 1.3 mg. En todas las pruebas, la actividad respiratoria de E. coli uropatégena

se reporto por el consumo de Oz min™ Abseonm 2. Los analisis se realizaron por duplicado.
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8.10 Andlisis espectral de los citocromos de E. coli uropatdgena y efecto del aceite
esencial de T. vulgaris

A partir de un precultivo de E. coli uropatégena incubado a 37°C por 24 hrs (Abssonm=1), se
realizé un cultivo de E. coli uropatdgena en un matraz Erlenmeyer de 125 mL contenido con
50 mL de caldo soya tripticaseina. La bacteria se incubo a 37 °C por 24 horas en condiciones
estacionarias. Al terminar el tiempo, se recupero el paquete celular centrifugando a 8,000
r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. El paquete celular fue lavado dos veces con 4 mL de
solucion amortiguadora Tris HCl 50mM pH 7. Luego las células de E. coli uropatdgena
fueron resuspendidas en 4 mL de solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7
conteniendo glicerol al 30%. Los espectros reducido-oxidado fueron preparados oxidando 1
mL de la suspension celular con persulfato de amonio y reduciéndo 1 mL de otra muestra de
suspension celular con glucosa (80 mM) y succinato (80 mM), de manera independiente. La
suspension celular fue incubada durante 30 min a temperatura ambiente y después 30 minutos
a temperatura de congelacion (-13°C). Posteriormente, se realiz6 la sefial espectral haciendo
un barrido de 400 a 700 nm. Siguiendo la misma metodologia, para obtener los espectros
reducido-oxidado, se determinara el efecto del aceite esencial de T. vulgaris adicionando 5y
10 pL del aceite esencial a 1 mL de suspension celular, se dejard incubar 20 min a
temperatura ambiente y luego las muestras seran reducidas 30 min a temperatura ambiente
con glucosa y succinato a las concentraciones antes citadas y posteriormente congeladas por

30 minutos. La sefial espectral sera registrada haciendo un barrido de 400 a 700 nm.

8.11 Analisis espectral de células de E. coli uropatdgena irradiadas con luz ultravioleta
A partir de aproximadamente 1 gr de células de E. coli uropatégena se preparo una
suspension celular usando 5 mL de solucion amortiguadora Tris HCI 50 mM pH 7 que fue
colocada en una caja de petri de 50 mm de didmetro. La suspension sera agitada
constantemente usando una bala magnética. La preparacion se mantuvo en frio (por medio
de un bafio de hielo) y fue irradiada con una lampara de lus ultravioleta de onda corta durante

90 minutos.
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Culminada la irradiacién, la suspension celular fue centrifugada a 8000 rpm durante 10 min
en frio. El paquete celular se resuspendio en 3 ml de solucion amortiguadora de fosfatos 50
mM pH 7 conteniendo glicerol como se indico anteriormente para la realizacion de espectros

reducido-oxidado.
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Resultados
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9.1 Efecto del aceite esencial de T. vulgaris sobre el crecimiento de la cepa de referencia
de E. coli uropatogena

Para conocer el efecto del aceite esencial de T. vulgaris, se realizo el cultivo de E. coli
uropatdégena, en placas de agar soya-tripticaseina. Se partié de un precultivo de 24 horas
incubado a 37 °C con una Abseonm=1.106. Posteriormente se colocaron discos de papel, y se
agregaron diferentes cantidades del aceite esencial: 1.2 — 12 mg. Las placas fuero incubadas
a 37° C por 24 horas y se observé la formacion de halos de inhibicion del crecimiento
bacteriano. Los resultados se muestran en la Figura 2. Como se observa en la Figura 2A, el
aceite esencial de T. vulgaris produjo un fuerte efecto inhibitorio en el crecimiento de E. coli
uropatdgena. No se observo el crecimiento de ninguna colonia de E. coli. Como puede
apreciarse en esa figura, la superficie del agar soya-tripticaseina fue completamente lisa sin

crecimiento bacteriano a todas las cantidades el aceite esencial ensayado.

De acuerdo al resultado obtenido y para saber si el efecto observado era bactericida o
bacteriostatico, se realiz6 una resiembra en una placa de agar soya-tripticaseina fresca,
partiendo de los sitios donde no se observd crecimiento de la bacteria en la primera placa.
Esta ultima placa fue incubada a 37 °C durante 24 horas. Los resultados se muestran en la
Figura 2B. Como se pudo apreciar, el aceite esencial de T. vulgaris tuvo una accion
bactericida ya que anulé el crecimiento en su totalidad, no permitiendo la recuperacién de

bacterias a partir de la primera placa.

Figura 2. Efecto del aceite esencial de T. vulgaris. A. Crecimiento de E. coli uropatégena en

presencia de diferentes cantidades del aceite esencial de T. vulgaris. B. Efecto bactericida del

aceite esencial de T. vulgaris. C. Condicion control en agar soya-tripticaseina.
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9.2 Efecto de timol y carvacrol en el crecimiento de la cepa de referencia de E. coli
uropatdgena

Para tener una referencia en relacion a la inhibicion del crecimiento de E. coli uropatdgena,
se probaron dos monoterpenos de los cuales se ha descrito que estan presentes en el aceite
esencial de T. vulgaris. Los monoterpenos ensayados fueron timol y carvacrol. Para ello, se
realizo el cultivo de la bacteria en placas de agar soya-tripticaseina y se colocaron discos de
papel impregnados con las siguientes cantidades de los monoterpenos: timol (0.45 — 9.0 mg)
y carvacrol (0.45 — 9.0 mg). Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas. Los
resultados se muestran en la Figura 3A y 3B. Como se muestra en las Figuras 3A 'y 3B, el
efecto tanto de timol como de carvacrol, fue bactericida ante la presencia de E. coli
uropatégena esto debido a que no hubo crecimiento de la bacteria al estar presentes los
monoterpenos. Como se menciono anteriormente, ambos monoterpenos componen al aceite
esencial como una sola mezcla, es por ello que como referencia se probd el efecto sinérgico
de timol y carvacrol en placas de agar soya-triticaseina sembradas con E. coli uropatégena.
Las cantidades fueron ajustadas de tal forma que se alcanzaran los valores ensayados en las
Figuras 3A 'y 3B (m/m = 1:1). Los resultados se muestran en la Figura 3C. Como se puede
observar el efecto sinérgico de los monoterpenos resultd bactericida, ya que inhibio el
crecimiento de E. coli uropatdgena alrededor de los discos impregnados.

Figura 3. Efecto de timol y carvacrol en el crecimiento de E. coli uropatégena. A.Timol. B.

Carvacrol. C. Mezcla de timol/carvacrol (1:1). D. Condicién control: Como timol fue disuelto
en DMSO, se agregaron 11 mg/disco de DMSO al cultivo control.
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9.3 Perfil de susceptibilidad a antibidticos de la cepa de referencia de E.coli
uropatdgena

Como se mencion0 previamente, E. coli uropatdgena es considerada una bacteria
multirresistente a los antibidticos, limitando asi el traramiento y complicando las infecciones.
Es por ello que asi como se evaluo6 el comportamiento de E. coli uropatdgena en presencia
del aceite esencial de T. vulgaris y los dos monoterpenos; tambien se evalué y comparo el

comportamiento de la bacteria ante diferentes antibioticos.

Para conocer el perfil de sensibilidad/resistencia de E. coli uropatgena ante la presencia de
diferentes antibidticos, se realizaron las siembras correspondientes de la bacteria en placas
de agar soya-tripticaseina tomada de un precultivo de 24 horas, incubado a 37° C.
Posteriormente se colocaron sensidiscos en la superficie del agar, como fue indicado en la
seccion de Materiales y métodos. Las placas se llevaron a incubar por 24 horas a 37 °C y se
observo la formacion de halos de inhibicion del crecimiento en la placa.

Figura 4. Perfil de sensibilidad de E. coli uropatdgena a diferentes antibidticos. A.
Crecimiento de E. coli uropatogena en presencia de nitrofurantoina (Nf), furazolidona (Fr),
oxacilina (Ox), cloranfenicol (ClI), bacitracina (B) y tetraciclina (Te); B. Crecimiento de E.
coli uropatdgena en presencia de amikacina (Ak), eritromicina (E), ciprofloxacino (CIP) y

ertapenem (ETP); C. Condicidn control en agar soya-tripticaseina.

Como se muestra en las Figuras 4A y 4B, hubo la formacidn de halos de inhibicién en el

crecimiento de E. coli uropatdgena en algunos de los antibidticos ensayados. Posteriormente
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se midio el didmetro de estos halos de inhibicion para poder determinar el perfil de
sensibilidad/ resistencia de estos antibioticos, asi como lo muestra la Tabla 3.

Como se aprecia en la Tabla 3 la cepa de E. coli uropatdgena resultd ser sensible a los
antibiodticos ensayados: amikacina, ciprofloxacino, cloranfenicol, ertapenem, furazolidona,
nitrofurantoinay tetraciclina, registrandose halos de inhibicion cuyos didmetros fueron de 20
a 39 mm. En el caso de la eritromicina, la bacteria resulto con un grado de sensibilidad
intermedio, registrando un didmetro del halo de inhibicion de 15 mm; y, por ultimo, E. coli

uropatogena resulto ser resistente a dos antibidticos: bacitracina y oxacilina.

Tabla 3. Sensibilidad de E. coli uropatdgena a diferentes antibi6ticos

Antibidticos Inhibicion del Sensibilidad | Desviacion estandar
crecimiento (mm) (mm)
Ak (30 pg) 19 S 0.57
CIP (5 pg) 34 S 0.57
Cl (30 pg) 24 S 0.5
ETP (10 pg) 39 S 0.57
Fr (100 pg) 22 S 0.5
Nf (300 pg) 20 S 0
Te (30 pg) 23 S 0.5
E (15 pg) 15 [ 0.57
B (10 pg) Con crecimiento R nd
Ox (1 pg) Con crecimiento R nd

S- Sensible; R- Resistente; I- Intermedio; nd- No determinado.
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9.4 Efecto bactericida del aceite esencial de T. vulgaris sobre una cepa de aislamiento
clinico de Escherichia coli uropatégena

Una vez conocido el comportamiento de la cepa de referencia de E. coli uropatdgena utilizada
en los tres ensayos previamente mencionados, estos mismos también se realizaron en una
capa de E. coli uropatdgena de aislamiento clinico de infeccion de vias urinarias; con el
objetivo de comparar el perfil de sensibilidad/resistencia de los antibidticos, asi como
también, evaluar el efecto tanto del aceite esencial de T. vulgaris y de los monoterpenos timol

Yy carvacrol ante esta nueva cepa.

Para conocer el efecto del aceite esencial de T. vulgaris ante la presencia de la capa de
aislamiento clinico de E. coli uropatdgena, se realizé el cultivo de E. coli uropatégena, en
placas de agar soya-tripticaseina, partiendo de un precultivo de 24 horas incubado a 37 °C.
Posteriormente, se colocaron discos de papel, impregnados con diferentes cantidades del
aceite esencial: 1.2 — 12 mg. Las placas fuero incubadas a 37° C por 24 horas y se observo la

formacion de halos de inhibicion del crecimiento bacteriano. Los resultados se muestran en

la Figura 5.

Figura 5. Efecto del aceite esencial de T. vulgaris en una cepa de aislamiento clinico de E.
coli uropatdgena. A. Efecto bactericida del aceite esencial de T. vulgaris; B. Condicién

control.
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Como se muestra en la Figura 5, el aceite esencial de T. vulgaris resulto ser un compuesto
bactericida sobre la cepa de aislamiento clinico de E. coli uropatdgena, ya que ante la

presencia del aceite esencial su crecimiento fue inhibido en su totalidad.

9.5 Efecto de timol y carvacrol en el crecimiento de una cepa de aislamiento clinico de
E. coli uropatdgena

Para conocer el efecto de los monoterpenos timol y carvacrol en el crecimiento de una cepa
de aislamiento clinico de E. coli uropatdgena, se realizé el cultivo de la bacteria en placas de
agar soya-tripticaseina y se colocaron discos de papel impregnados con las siguientes
cantidades de los monoterpenos: timol (0.45 — 9.0 mg) y carvacrol (0.45 - 9.0 mg). Las placas

fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas. Los resultados se muestran en la Figura 6.

En la Figura 6A se observa que al colocar la cantidad mas pequefia (0.45 mg) del
monoterpeno timol, hubo poco crecimiento de la bacteria, mientras que, en las demas
cantidades, el crecimiento se inhibié en su totalidad. Por otro lado, en la Figura 6B, se puede
observar que el monoterpeno carvacrol inhibi6 en su totalidad el crecimiento de la cepa de
aislamiento clinico de la bacteria. Por otra parte, el efecto sinérgico de los monoterpenos
timol y carvacrol (m/m = 1:1) sobre el crecimiento de la cepa de aislamiento clinico de E.
coli uropatogena, representado por la Figura 6C, result6 en un efecto bactericida, ya que el
crecimiento de la bacteria se inhibi6 en su totalidad.
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Figura 6. Efecto de timol y carvacrol en el crecimiento de una cepa de aislamiento clinico

de E. coli uropatégena. A.Timol; B. Carvacrol; C. Mezcla de carvacrol/timol 1:1.
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9.6 Perfil de sensibilidad o resistencia de cepa de aislamiento clinico de E. coli
uropatdgena a diferentes antibidticos

Para conocer el perfil de sensibilidad/resistencia de la cepa de aislamiento clinico de E. coli
uropatdégena ante la presencia de diferentes antibioticos, se realizaron las siembras
correspondientes de la bacteria en placas de agar soja-tripticaseina, incubadas a 37 °C por 24
horas y sometidas a la presencia de los antibiticos anteriormente mencionados en el apartado
de Materiales y métodos. Finalmente se analiz6 la formacién de halos de inhibicion en la
placay se tomaron las medidas de estos halos para ver el grado de sensibilidad/resistencia de

la bacteria ante los antibidticos ensayados. Los resultados se muestran en la Figura 7.

Como se muestra en las Figuras 7A 'y 7B, hubo la formacion de halos de inhibicién en el
crecimiento de la cepa de aislamiento clinico de E. coli uropatégena en algunos de los
antibidticos ensayados. Posteriormente se midid el didmetro de estos halos de inhibicion para
poder determinar el perfil de sensibilidad/resistencia de estos antibidticos, asi como lo
muestra la Tabla 4, en donde se observa que la cepa resultd sensible a los antibidticos:
amikacina, ciprofloxacino, cloranfenicol, eritromicina, ertapenem, furazolidona vy
nitrofurantoina; registrdndose halos de inhibicion con diametros de 15 a 34 milimetros.
Mientras que la cepa de aislamiento clinico de E. coli uropatégena resulto ser resistente a tres

antibidticos: bacitracina, oxacilina y tetraciclina.

Figura 7. Perfil de sensibilidad de la cepa de asilamiento clinico de E. coli uropatégena a

diferentes antibidticos. A. Crecimiento de la cepa de asilamiento clinico de E. coli
uropatogena en presencia de nitrofurantoina (Nf), furazolidona (Fr), oxacilina (Ox),
cloranfenicol (Cl), bacitracina (B) y tetraciclina (Te); B. Crecimiento de la cepa de
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aislamiento clinico de E. coli uropatégena en presencia de amikacina (Ak), eritromicina (E),
ciprofloxacino (CIP) y ertapenem (ETP); C. Condicion control en agar soya-tripticaseina.

Tabla 4. Sensibilidad de la cepa de aislamiento clinico de E. coli uropatogena a

diferentes antibioticos

Inhibicion del
Sustancia crecimiento (mm) Sensibilidad Desviacion estandar
(mm)
Ak (30 pg) 15 S 0
CIP (5 pg) 29 S 0.70
Cl1 (30 pg) 28 S 0
E (15 ug) 15 S 0
ETP (10 pug) 34 S 0
Fr (100 pg) 24 S 0.70
Nf (300 pg) 21 S 0.70
B (10 pg) Con crecimiento R -
Ox (1 pg) Con crecimiento R -
Te (30 pg) Con crecimiento R -

S- Sensible; R- Resistente; I- Intermedio.

9.7 Actividad respiratoria y efecto del aceite esencial de T. vulgaris en E. coli
uropatogena

Las tasas de respiracion de E. coli uropatdgena y el efecto del aceite esencial de T. vulgaris
fueron determinadas a través del consumo de oxigeno disuelto. Para eso se empled un
electrodo de Clark y se uso a succinato y glucosa como sustratos siguiendo la metodologia
descrita en la seccion correspondiente. Los resultados se muestran en la Figura 8. En la
Figura 8A, se muestran las cinéticas de la actividad respiratoria de succinato oxidasa, en
ausencia y presenia del aceite esencial de T. vulgaris. La actividad respiratoria de las células
de E. coli uropatgena se registré en 22.68 nmol O, min™ (correspondiente al segmento
indicado entre las flechas). Al aplicar 0.65 mg y 1.3 mg de T. vulgaris, la actividad
respiratoria (succinato oxidasa) decayé completamente, indicando un efecto fuertemente

inhibitorio del aceite esencial. En la Figura 8B, se muestra la cinetica de la actividad
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respiratoria de glucosa oxidasa de E. coli uropatdgena, en presenciay ausencia de T. vulgaris.
En este caso la actividad respiratoria mostré un valor de 21.75 nmol Oz min?t (para el
segmento ubicado entre las flechas). En presencia de T. vulgaris la actividad respiratoria
decay6 como en el caso anterior. También aqui se pudo concluir que el aceite esencial inhibio

completamente la actividad respiratoria.
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Figura 8. Actividades respiratorias de E. coli uropatdgena. A. Succinato oxidasa (—m— sin
T. vulgaris; —A—0.65 mg T. vulgaris; 1.3 mg T. vulgaris). B. Glucosa oxidasa oxidasa

(—m—sin T. vulgaris; —e— 0.65 mg T. vulgaris; 1.3 mg T. vulgaris).
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9.8 Analisis espectral de células de E. coli uropatogena tratadas con aceite esencial de
T. vulgaris y reducidas con succinato

Como se dijo en materiales y métodos, los espectros reducido-oxidado fueron realizados a
partit de 250 mg de células de E. coli obtenidas de un precultivo de 50 ml incubado a 37 °C,
durante 24 horas en condiciones estacionarias y lavadas previamente con solucion
amortiguadora Tris HCI 50 mM pH 7. Dichas celulas fueron oxidadas con persulfato (1 mg)
y reducidas con succinato (66 mM). Las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente
durante 30 min y luego congeladas a -13 °C durante 30 min. Para determinar el efecto del
aceite esencial de T. vulgaris en la reduccion de citocromos de E. coli uropatogena, las células
fueron incubadas con el aceite esencial de T. vulgaris (6.5 y 13 mg) durante 20 min a
temperatura ambiente. Luego las celulas fueron oxidades y reducidas como se describio
previamente. Posteriormente, se realizaron los barridos espectrales de 400-700 nm de cada
una de las muestras y se registraron los cambios de absorbancia. En la Figura 9 se muestra
el espectro reducido-oxidado usando como donador de electrones al succinato. Como se
puede observar se logro la reduccién de los citocromos de tipo b, en la region Soret o v,
absorbiendo a 420 y 430 nm. Esto mismo se observo en la region B con las bandas que
aparecen a 530 y 560 nm. En la region o fue muy notoria una banda ancha cuyo méximo se
aprecio al rededor de los 644 nm (correspondiente a la presencia de un citodromo de tipo d)
(Figura 9a). Esto ultimo nos indico la presencia de la oxidasa terminal bd en células de E.
coli uropatogena. En la Figura 9b se muestra el espectro reducido-oxidado de células de E.
coli uropatdgena incubadas en presencia de 6.5 mg de T. vulgaris. Como se puede apreciar,
se logro la reduccion de los citocromos de tipo b a 420 y 430 nm como en el caso anterior,
lo mismo en la region f a 530 y a 560 nm. Sin embargo en la region a la reduccion del
citocromo d fue mucho menor comparada con la reduccién observada en ausencia de T.
vulgaris. En la Figira 9c se observa una falta de reduccion del citocromo d en la region a
despues de haber incubado a las celulas de E. coli uropatdgena en presencia de 13 mg de T.
vulgaris. Por lo tanto y de acuerdo a los resultados obtenidos, el aceite esencial de T. vulgaris

produjo una disminucion en la reduccion de la oxidasa terminal de E. coli uropatogena. En
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el caso de los citocromos de tipo b, tanto de la region Soret como de la region j, no se observo

una disminucién en su reduccion. c
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Figura 9. Espectro diferencial reducido-oxidado de células de E. coli uropatégena, reducidas
con succinato. a. Células de E. coli uropatégena reducidas con succinato. b. Reduccion con
succinato e incubacion con T. vulgaris (6.5 mg). ¢. Reduccion con succinato e incubacion

con T. vulgaris (13 mg).
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9.9 Analisis espectral de células de E. coli uropatogena tratadas con aceite esencial de

T. vulgaris y reducidas con glucosa.

En la Figura 10, se muestran los resultados obtenidos de la reduccion de citocromos de
células de E. coli uropatdgena cuando se usé glucosa como donador de electrones. Como se
muestra en la Figura 10a, las células de E. coli uropatégena mostraron la reduccion de la
oxidasa terminal bd, como se observa en la banda ancha a 646 nm. En la region S fue notable
la reduccion de los citocromos de tipo b (picos a 535 y 560 nm). Estos ultimos deben
corresponder a los citocromos de tipo b de la oxidasa terminal bd y probablemente bo. En lo
que refiere a la region y o Soret, se pudo observar que los citocromos de tipo b fueron
pobremente reducidos. En la Figura 10b se muestra el espectro reducido-oxidado de células
de E. coli uropadgena incubadas con 6.5 mg de T. vulgaris. En este caso se logré la reduccién
de los citocromos de tipo b, observandose los picos a 536 y 560 nm; sin embargo, en la region
a, lareduccion del citocromo d fue menor comparada con la reduccion observada en ausencia
de T. vulgaris. Al incubar las células de E. coli uropatégena con 13 mg de T. vulgaris, se
observo que la reduccion del citocromo d fue mucho menor que en la region a (Figura 10c).
Los citocromos de tipo b se mantuvieron reducidos dando sefiales espectrales a 420, 430, 530
y 560 nm. A partir de los resultados anteriores se observo que el aceite esencial de T. vulgaris
produjo una disminucién en la reduccion del citocromo d en las células de E. coli
uropatogena. Ese resultado nos condujo a proponer que T. vulgaris produjo un efecto
inhibitorio en la oxidasa terminal bd de E. coli uropatégena. En el caso de los citocromos de
tipo b no se observd una disminucion en su reduccion. Proponemos que tales citocromos
pudieran formar parte de otros componentes de la célula de E. coli uropadgena, (como
pudiera ser la oxidasa terminal bo) y que al poseer el grupo hemo b se mantienen reducidos
por el efecto del succinato. Esos hemos b probablemente fueron parte de la otra oxidasa
terminal que funciona en E. coli cuando crece aerdbicamente (citocromo oxidasa bo). Sin
embargo, como las células analizadas se obtuvieron bajo condiciones estacionarias, la

oxidada terminal citocromica preferente es bd (condiciones microaerofilicas).
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Figura 10. Espectro diferencial reducido-oxidado de células de E. coli uropatdgena. a.
Células de E. coli uropatogena reducidas con glucosa. b. Reduccion con glucosa e incubacién

con T. vulgaris (6.5 mg). ¢. Reduccién con glucosa e incubacion con T. vulgaris (13 mg).

9.10 Analisis espectral de células de E. coli uropatdgena irradiadas con luz ultravioleta
Con la finalidad de producir una disminucion importante en la reduccion de los citocromos
de la oxidasa terminal bd de E. coli uropatogena, se llevé a cabo la inactivacion de la

ubiquinona presente en su cadena respiratoria, irradiando las células de E. coli con luz
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ultravioleta como se describid en la seccion de materiales y métodos. En la Figura 11 se
muestran los resultados obtenidos.
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Figura 11. Espectro diferencial reducido-oxidado de células de E. coli uropatégena

irradiadas con luz UV y reducidas con ditionita (a), glucosa (b) y succinato (c).
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Como se puede observar en la Figura 11a, no hubo reduccion de los citocromos de tipo b en
la region Soret (a 440 nm). Usando ditionita se observé una baja reduccién de los citocromos
de tipo b y d presentes en las células de E. coli uropatogena irradiadas (region  y o). Al usar
glucosa como reductor, la reduccion de los citocromos fue aun menor, como se muestra en
la Figura 11b, en especial de la banda a 646 nm correspondiente al citocromo bd. En la
Figura 11c, cuando se empled al succinato como donador de electrones no se observd
ninguna reduccion de los componentes citocromicos. A partir de los resultados anteriores, se
pudo concluir que la luz ultravioleta inactivé a la ubiquinona del sistema respiratorio de E.
coli uropatdgena y por ello, los niveles de reduccion registrados fueron diferentes a los
observados en las células de E. coli no irradiadas (Figuras 9 y 10). Observando una
disminucion importante en la reduccién de los citocromos en las células irradiadas con luz
ultravioleta, se propuso que probablemente el aceite esencial de T. vulgaris podria estar
afectando a la ubiquinona de E. coli uropatdgena, produciéndose resultados similares
(disminucidn en la reduccion de citocromos) cuando las células de E. coli son tratadas con
este aceite esencial. Por otro lado, al ser la ubiquinona un compuesto altamente hidrofébico,
éste podria interactuar con el aceite esencial de T. vulgaris en la membrana citoplasmatica

produciendo también un bloqueo en el transporte de electrones hacia la oxidasa terminal.
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Discusion
Los aceites esenciales son mezclas de un diverso nimero de metabolitos liposolubles, que
han llamado la atencion en las Gltimas décadas por sus numerosas aplicaciones bioldgicas,
entre ellas, sus propiedades antimicrobianas ante bacterias como S. aureus, P. aeruginosa, S.
typhimurium, E. coli, K. pneumoniae, Enterococcus faecalis; de igual manera en cepas
fangicas de Candida albicans y Candida famata (Boruga et al., 2014; Burt et al., 2014;
Ebani et al., 2018). Como se demostro en el apartado de resultados, al realizar un ensayo de
difusion en disco en agar, usando las cantidades 1.2 mg, 2.4 mg, 4.8 mg, 7.2 mg y 12 mg del
aceite esencial de T. vulgaris, este resulto ser un compuesto bactericida ante la cepa de E.
coli uropatdgena, anulando su crecimiento en su totalidad. En la literatura, otros estudios han
expresado resultados comparables a los que obtuvimos con respecto al efecto del aceite
esencial de T. vulgaris ante el crecimiento bacteriano; un ejemplo es el trabajo realizado por
Caceres et al. (2020) donde de igual manera se demostré que el aceite esencial de T. vulgaris
es un antimicrobiano efectivo, a través de la realizacion de un ensayo de Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) usando un rango de concentraciones de este aceite de 0,37 a 0,75
mg/mL, donde resulto una fuerte inhibicion del crecimiento bacteriano en las cepas E.
coli O157:H7, E. coli O33 y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. Por otro lado,
Mollea et al. (2022) resaltaron la eficacia antimicrobiana de los aceites esenciales de tomillo
y orégano a través de la realizacion de las pruebas antimicrobianas de difusién en disco y
volatilizacién en disco en cepas de S. epidermidis y E. coli, en donde ambas bacterias fueron
inhibidas por los aceites esenciales de tomillo y orégano cuando se aplicaron puros
(100% v/v) ylo diluidos (75% y 50% v/v), observando una mayor inhibicién en la prueba de
difusion en disco. Ademas, hacen mencidn de que la actividad del aceite esencial puede variar
segun la modalidad de aplicacion, es decir, en la fase liquida o en la fase de vapor del aceite
esencial; asi como también la concentracién probada y la susceptibilidad individual de la
cepa experimental a dichos compuestos. Otro estudio realizado por Bastida-Ramirez et al.
(2024) donde se demostr6 que los aceites esenciales de Lippia organoides y de T.
vulgaris tienen un efecto antibacteriano contra cepasde E. coli productoras de
Betalactamasas de espectro extendido, a través del método de difusion en disco para las
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pruebas de susceptibilidad; asi como también pruebas de microdilucién para determinar la
CMI y la Concentracion Minima Bactericida (CMB); obteniendo como resultado la
inhibicidn del crecimiento en placa, lo cual superé el diametro de los halos de inhibicion de

betalactamicos comunes.

En investigaciones previas se ha mencionado la relacion que tiene la actividad antimicrobiana
de los aceites esenciales con su composicion quimica, la cual incluye hidrocarburos
monoterpénicos, monoterpenos oxigenados, hidrocarburos sesquiterpénicos, sesquiterpenos
oxigenados, cetonas, aldehidos, éteres y ésteres (Dong et al., 2023). En el estudio realizado
por Mansouri etal. (2018), donde se realiz6 una Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (GC-MS), la cual, permitié analizar la composicion del aceite
esencial de T. vulgaris, identificando 14 compuestos, que representaron el 95,58% de todos
los constituyentes detectados y se destaco su alto contenido de fenoles que representaron el
74,40%, siendo los principales constituyentes el compuesto Carvacrol (73,03%) que es un
potente fenol buscado en los aceites esenciales por su accién antibacteriana y por otro lado
el Timol, otro potente fenol que esta presente pero en pequefias cantidades (1,14%). De igual
manera mencionaron que el mecanismo de accion de ambos fenoles, cada uno por su lado o
en sinergia, implica la disrupcion de la membrana celular y el escape del contenido
citoplasmatico. Mientras que en E. coli, el carvacrol y el timol provocan la despolarizacién
y desintegracion de la membrana externa, liberando lipopolisacaridos y aumentando la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica. Asi mismo, en los trabajos realizados por
Bastida-Ramirez et al. (2024) y Micucci et al. (2020) mencionan que los monoterpenos
timol y el carvacrol exhiben tipicamente una actividad antibacteriana ya que, al ser
compuestos hidrofobos, pueden interferir con la bicapa lipidica de las membranas
citoplasmaticas de las bacterias, provocando pérdida de integridad, aumentando su fluidez y
permeabilidad y, en consecuencia, la fuga de material celular como iones. De igual manera
en el trabajo realizado por Ebani et al. (2018b), resalta la eficacia del aceite esencial probado
en los aislados de E. coli, Enterococcus spp., C. albicansy C. famata causantes de
infecciones del tracto urinario (ITU); mencionando que su alto contenido de timol reportado
(52,6%), junto con el carvacrol, le permitieron al aceite esencial ser capaz de bloquear
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completamente la sintesis de ergosterol en los valores de CMI realizados, haciendo porosa la
membrana y provocando la muerte de las células de levadura de Candida. Por otro lado,
Sokovi¢ et al. (2010) en su trabajo, evidencian que el aceite esencial de T. vulgaris, junto a
sus componentes mentol, timol, carvacrol resultaron con mayor actividad antibacteriana
probada, asi como también, que probablemente el carvacrol interfiere con la actividad de las
enzimas de la pared celular como la quitina sintasa/quitinasa y las a- y B-glucanasas de los
hongos. Igualmente, resaltan que la alta actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
podria explicarse por su alto porcentaje de componentes fenolicos y hacen mencion, de que
los diferentes componentes que conforman a los aceites esenciales pueden tener diferentes
modos de accién o que el metabolismo de algunas bacterias es capaz de superar mejor el
efecto del aceite o adaptarse a €l. Es gracias a estos datos que pudimos corroborar y comparar
los resultados obtenidos anteriormente del efecto de los monoterpenos timol y carvacrol,
ambos componentes fenolicos del aceite esencial de T. vulgaris, ante el creciente de E. coli
uropatogena. Estos compuestos, ya sea en sinergismo o de manera individual, anularon
totalmente el crecimiento de la bacteria, demostrando un fuerte efecto bactericida ante el

crecimiento de E. coli uropatogena.

Se considera que E. coli es causante del 80-90% de las infecciones del tracto urinario y, en
la actualidad, es una de las infecciones bacterianas mas comunes. Ademas, de que ha llamado
la atencidn la creciente resistencia a diversos antibioticos por parte de esta bacteria, incluidos
los nuevos agentes antimicrobianos introducidos en la medicina clinica (Ebani et al., 2018;
Raeispour & Ranjbar, 2018). En el presente etudio, al realizar las pruebas de suceptibiliad
de E. coli uropatogena a los antibiotico tanto en la cepa de referencia CFT073 como en la
cepa de aislamiento clinico, los resultados obtenidos demostraron que ambas cepas tuvieron
un grado de sensibilidad considerables a la mayoria de los antibioticos. De igual manera,
ambas coincidieron en presentar resistencia a los antibioticos bacitracina y oxacilina. Cabe
resltar, que la cepa de E. coli uropatdgena obtenida de un aislamiento clinico registrd halos
de inhibicion con diametros de 20 a 39 milimetros para los antibioticos sensibles, mientras
que para aquellos a los que la cepa resuslto ser resistente, es decir el crecimiento de la bacteria

continuo sin impedimento, nos hizo suponer que la cepa obtenida previamente de un paciente
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con presencia de E. coli uropatdgena, no estuvo en contacto previo con estos antibioticos o
el paciente llevo un tratamiento adecuado y continuo hasta su termino manteniendo asi el
perfil de sensibilidad ante la presencia de estos antibioticos. Mouanga Ndzime et al. (2021)
mencionan en su trabajo la elevada frecuencia de resistencia a los antibidticos por parte de
E. coli uropatdgena, ya que sus resultados comprobaron que la cepa de esta bacteria resulto
con resistencia a betalactamicos, quinolonas y cotrimoxazol, mientras que Nitrofurantoina,
Amikacina, Imipenem y Ertapenem fueron los antibidticos mas activos frente a esta bacteria.
De igual manera, resaltan que la prevalencia de infecciones tiene una relacién con la
epidemiologia y con la seleccion de una terapia antibidtica de primera linea, esto nos explica
el que los resultados obtenidos al usar una cepa de aislamiento clinico mostraran una
diferencia considerable en cuanto al perfil de sensibilidad y resistencia, donde ahora los
antibidtico eritromicina y tetraciclina resultaron ser sensible y resistente, respectivamente.
Otro estudio realizado por Rahman et al. (2022) demostré que los aislamientos de E. coli
uropatdgena utilizados, resultaron ser resistentes a los antibidticos comunes, incluidos
algunos de los utilizados para el tratamiento de las infecciones urinarias como la gentamicina,
estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol, sulfonamida y eritromicina; ademéas del
trimetoprima-sulfametoxazol junto con ciprofloxacino, con una frecuencia variable. Por otro
lado, Kumar et al. (2022) hace mencion de la variabilidad de espectros y tasas de resistencia
a antibioticos entre los aislamientos de E. coli uropatogena resaltando que los antibidticos
amikacina, nitrofurantoina e imipenem son altamente eficaces contra tales cepas. En su
estudio al realizar el perfil de resistencia a antibidticos obtuvieron que los betalactamicos
(ampicilina,  ceftriaxona);  fluoroquinolonas  (ciprofloxacina,  norfloxacina) vy
trimetoprima/sulfametoxazol resultaron con un alto porcentaje de resistencia, mientras que
detectaron tasas mas bajas de resistencia en piperacilina/tazobactam, carbapenémicos
(ertapenem, imipenem); amikacina, nitrofurantoina, cefoperazona/sulbactam y fosfomicina.
De igual manera Blango y Mulvey (2010), quienes probaron un panel de 17 antibioticos
diferentes con el objetivo de determinar sus efectos sobre la supervivencia del aislado de
referencia de E. coli uropatégena UTI89 tanto en células uroteliales de la vejiga como en
caldo de cultivo, obtuvieron que todos menos uno de los antibi6ticos probados impidieron el

crecimiento de esta cepa en caldo de cultivo, mientras que los antibidticos nitrofurantoina y
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las fluoroquinolonas ciprofloxacina y esparfloxacina, fueron capaces de eliminar las
bacterias intracelulares en los ensayos basados en cultivos de células de vejiga. Otro trabajo
realizado por Mansouri et al. (2018) mostrd una resistencia total en los antibiogramas
realizados en una cepa de E. coli aviar usando amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina,
ceftazidima (que es una cefalosporina de tercera generacion), acido nalidixico,
danofloxacina, enrofloxacina, tetraciclina y trimetoprima/sulfametoxazol; de igual manera,
estas cepas mostraron una resistencia significativa a la colistina, ciprofloxacina y la
neomicina; sefialando que la cefepima (cefalosporina de cuarta generacién), es el Unico

antibiotico para el cual no se ha reportado resistencia a los antimicrobianos.

Como bien es sabido, los anaerobios facultativos como E. coli son capaces de crecer tanto en
condiciones oxigenicas como anoxicas esto gracias a la complejidad estructural de su cadena
respiratoria formada por deshidrogenasas primarias y oxidasas terminales unidas por
quinonas, que en conjunto, permiten la formacion de un gradiente diferencial de electrones 'y
protones a través de la membrana citoplasmatica, conduciendo a la formacion de un gradiente
electroquimico para la formacion de ATP; ademas de permitirle a la bacteria adaptarse al
medio en el que se desarrolla (Beebout et al., 2021; Price & Driessen; 2010; Wu et al.,
2015). Como ya se ha mencionado previamente, el potente efecto antibacteriano del aceite
esencial de T. vulgaris ha despertado el interés por estudiar los mecanismos de accién
responsables de este efecto. Autores como Bakod et al. (2023), Dong et al. (2023); Lépez-
Ambrocio et al. (2016), O’Bryan et al. (2015) y Swamy et al. (2016) reportaron que el
aceite esencial es capaz de penetrar la membrana lipidica de la bacteria, haciéndola méas
permeable y provocando la lisis y muerte de esta; de igual manera reportaron que los
componentes del T. vulgaris son capaces de inhibir distintas rutas bioguimicas y enzimas,
brindandoles la capacidad de actuar sobre las proteinas que se encuentran embebidas en la
membrana citoplasmatica. Sin embargo, hasta ahora no se ha reportado si alguno de estos
mecanismos se enfoca en afectar la actividad de la cadena respiratoria de la bacteria. Es por
ello que en el presente trabajo se realizaron los ensayos para determinar el efecto del aceite
esencial en la actividad respiratoria de E. coli uropatogena y en la reduccion de citocormos.
Los resultados indicaron que el aceite esencial de T. vulgaris inhibio la actividad respiratoria
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de E. coli uropatdgena, usando succionato y glucosa como sustratos. Asi, se pudo observar
que la actividad respiratario se inhibio completamente. Estos datos sugirieron que T. vulgaris
es un compuesto efectivo para dafar a la bacteria a nivel de su cadena transportadora de
electrones, deteniendo en su totalidad su actividad respiratoria.

Dentro de la cadena respiratoria de E. coli se encuentran los citocromos, componentes de
vital importancia para el proceso respiratorio de la bacteria, los cuales son hemoproteinas
encargadas del transporte fotosintético de electrones durante la respiracion tanto anaerobia
como aerobia (Thony-Meyer., 1997). E. coli cuenta con distintas oxidasas terminales que
catalizan la oxidacién ubiquinol para permitir la respiracion celular (Cotter et al., 1990). Se
sabe que el citocromo bosy el citocromo bd, transfieren los electrones desde las quinonas
reducidas, hasta el aceptor final de electrones (O2) formando H>O como producto final
(Borisov & Verkhovsky, 2015; Jesse et al., 2013). Bajo condiciones de crecimiento con alta
aireacion, el citocromo que predomina es el bos mientras que en condiciones de
microaerofilia, el citocromo bd es la reductasa terminal predominante (Borisov et al., 201179).
En el presente trabajo, se determino el efecto del aceite esencial de T. vulgaris sobre la
actividad de la cadena respiratoria de E. coli uropatogena, en especial acerca de la reduccion
de la citocromo oxidasa. Como se mostro en la seccion de Resultados el aceite esencial de T.
vulgaris produjo una disminucion en la reduccion del citocromo d presente en las celulas de
E. coli uropatogena. Ese resultado condujo a proponer que T. vulgaris produjo un efecto
inhibitorio en la reduccién de la oxidasa terminal bd de E. coli uropatégena. En el caso de
los citocromos de tipo b no se observo una disminucion en su reduccion. Proponemos que
tales citocromos pudieran formar parte de otros componentes de la célula de E. coli
uropatogena, (como pudiera ser la oxidasa terminal bo y/o algin hemo b presente en alguna
enzima como la catalasa) y que al poseer el grupo hemo b se mantienen reducidos por el
efecto del succinato y la glucosa. Esos hemos b probablemente fueron parte de la otra oxidasa
terminal que funciona en E. coli cuando crece aerébicamente (citocromo oxidasa bo). Sin
embargo, como las células analizadas se obtuvieron bajo condiciones estacionarias, la
oxidada terminal citocromica preferente es bd (condiciones microaerofilicas). Hoy dia no se

han realizado trabajos previos acerca de la actividad citocromica en la cadena respiratoria de
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E. coli uropatdgena; tampoco hay trabajos de referencia que hablen acerca de la actividad del

aceite esencial de T. vulgaris en estos componentes respiratorios.

Otros componentes de vital importancia en la cadena respiratoria de E. coli uropatdgena son
las ubiquinonas, las cuales se sintetizan en organismos aerébicos y son componentes redox
esenciales de la cadena respiratoria de bacterias y de las mitocondrias de organismos
superiores. Ademas del transporte de electrones, estas residen en todas las membranas
celulares de las cuales la forma reducida de la coenzima Q (ubiquinol), sirve como un
poderoso antioxidante para prevenir el dafio peroxidativo a los lipidos de membrana (Dunlap
et al., 2002). En el presente trabajo, al exponer las células de E.coli ruopatogena a la luz
ultravioleta, esta inactivo a la ubiquinona del sistema respiratorio de E. coli uropatégena
observando una disminucion importante en la reduccion de los citocromos en las células
irradiadas. Esto nos llevd a proponer que probablemente el aceite esencial de T. vulgaris
podria estar afectando a la ubiquinona de E. coli uropatégena, produciéndose resultados
similares (disminucion en la reduccion de citocromos) cuando las células de E. coli son
tratadas con este aceite esencial. Por otro lado, al ser la ubiquinona un compuesto altamente
hidrofobico, éste podria interactuar con el aceite esencial de T. vulgaris en la membrana
citoplasmatica produciendo también un blogueo en el transporte de electrones hacia la
oxidasa terminal. Los trabajos realizados por Podda et al. (1998) y Adair (1968), hacen
mencion de que la ubiquinona desempefia un papel importante en el metabolismo oxidativo
en células completas de E. coli; es por ello que al exponerse a la luz UV, esta provoca una
fotoinactivacion de la ubiquinona inhibiendo tanto la fosforilacion como la oxidacion, dando
como resultado un dafio oxidativo y con este una pérdida de quinonas; la cual, a su vez,
conlleva a una inhibicién del crecimiento de la bacteria. Por otro lado, Kvam & Benner
(2020), en su trabajo, observaron que a luz azul visible (>400 nm) fotoexcita las moléculas de
porfirina en las células, lo que lleva a eventos de transferencia de energia dependientes del
oxigeno que producen radicales libres toxicos. De igual manera resaltan que las
menaquinonas son una fuente sustancial de radicales libres superdxido durante la respiracion
celulary pueden donar electrones accidentalmente directamente al oxigeno molecular a

través de potenciales redox favorables. Kashket & Brodie (1962b), de igual forma, dictan
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que, las E. coli tratadas con radiacion UV son incapaces de metabolizar el
succinato, implicando a los croméforos sensibilizadores a la radiacion UV como derivados
de la vitamina B2 (FAD) en el complejo respiratorio Il'y los derivados de la vitamina
K2 (menaquinonas) de la cadena de transporte de electrones, iniciando una reaccion en

cadena de dafio mediado por superdxido a través de la autoexcitacion de estos componentes
mencionados.
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Conclusiones

Este trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto del aceite esencial de T. vulgaris en la
actividad respiratoria y citocrémica de E. coli uropatdgena, demostrando primeramente que
este aceite esencial, ante el crecimiento de la bacteria, resulto ser un compuesto bactericida
efectivo, ya que, tuvo un potente efecto inhibitorio ante la cepa bacteriana. Posteriormente,
al realizar las pruebas de actividad respiratoria de la bacteria utilizando a la glucosa y al
succinato como sustratos fisiologicos, los resultados arrojaron que el aceite esencial de T.
vulgaris es un potente inhibidor de la actividad respiratoria en E. coli uropatogena, ya que
los valores en sus tasas respiratorias normales fué al rededor de 21-22 nmol O, min y al
exponer las celulas ante las cantidades ensayadas del aceite esencial de T. vulgaris, este
inhibio completamente la actividad respiratoria de la bacteria dando un valor de las

pendientes de las curvas obtenidas igual a 0.

Finalmente, al realizar el analisis espectral de las celulas de E. coli uropatégena, los
resultados nos aportaron que el aceite esencial de T. vulgaris disminuy6 la reduccion del
citocromo d presente en las células de E. coli uropatdgena. Este resultado nos condujo a
proponer que T. vulgaris produjo un efecto inhibitorio en la oxidasa terminal bd de E. coli
uropatégena. Mientras que en el caso de los citocromos de tipo b no se observo una
disminucion en su reduccion. Por lo que proponemos que tales citocromos pudieran formar
parte de otros componentes de la célula de E. coli uropadgena, (como pudiera ser la oxidasa
terminal bo) y que al poseer el grupo hemo b se mantienen reducidos por el efecto del
succinato. Esos hemos b probablemente fueron parte de la otra oxidasa terminal que funciona
en E. coli cuando crece aer6bicamente (citocromo oxidasa bo). Sin embargo, como las células
analizadas se obtuvieron bajo condiciones estacionarias, la oxidada terminal citocromica

preferente es bd (condiciones microaerofilicas).
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Perspectivas

e Continuar con este estudio enfocandolo en la actividad del aceite esencial de T. vulgaris

a nivel de los componentes individuales de la cadena respiratoria de E. coli uropatdgena.
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