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INTRODUCCION
La presente investigacion hace referencia a la creciente problematica de la

resistencia antimicrobiana, relacionada con el uso humano y no humano de
antimicrobianos; uno de los temas tratados en el enfoque multisectorial denominado
Una Salud, que conjunta a la OMS, la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (Wernli
et al., 2017). Se suponia que los antibiéticos eran un arma defensiva de bacterias,
pero parece que tienen otras funciones (Fajardo & Martinez, 2008), y que los genes
de resistencia servian para que las bacterias se defendieran, pero hay demasiados
genes de resistencia en la naturaleza (Sommer et al., 2009). El lema de la OMS es
“ninguna accion hoy, ninguna cura mafana”, ya que se estima que la resistencia
bacteriana ocasionara 10 millones de muertes por afio para el 2050 y una reduccion
de 2 y 5 % del producto interno bruto en algunos paises (WHO, 2011). Para analizar
esta problematica es necesario mencionar que a escala mundial mas del 50% de
los antibidticos se prescriben, dispensan o venden de manera inapropiada
(Macfarlane et al., 1997); también puede ser producida por seleccién natural, como
producto de mutaciones ocurridas al azar, o puede inducirse mediante la aplicacién

de presion selectiva a una poblacion (Abreu et al., 2011).

El empleo de medicamentos es cada vez mas deficiente, por ello se buscan nuevas
alternativas; los aceites esenciales son conocidos desde épocas antiguas por tener
propiedades naturales antimicrobianas y disminucion de la sobrevivencia de
microorganismos (Fischer & Phillips, 2008; Rivera et al., 2015). Clinopodium
mexicanum y Agastache mexicana ssp. mexicana pertenecen a la familia
Lamiaceae conocidas como Toronjil del Monte y Rojo, ademés son ocupados para
problemas digestivos, gastrointestinales, del sistema nervioso, efectos sedantes y
anticonvulsivos (Estrada-Reyes et al., 2010); por otra parte, para el dolor de
estdbmago, tos, bilis, fiebre, vomito, nervios y ansiedad. y curar "susto” o "espanto”
ademas de que no se ha demostrado actividad antimicrobiana en ellos (Santillan-
Ramirez et al., 2008) respectivamente el uso de cada planta. La metodologia a
emplear consiste en realizar pruebas de susceptibilidad en donde se ponga de

manifiesto la inhibicion de estas esencias naturales contra bacterias patdégenas.
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JUSTIFICACION:

Los microbios han desarrollado la capacidad de sobrevivir en las vacuolas del
interior de la célula huésped produciendo diversas enzimas para degradar los
componentes del sistema inmunitario del huésped; estas cosas hacen que estos

organismos sean invencibles para el sistema inmunitario (Finlay & Falkow, 1997).

Los aceites esenciales, que cada vez mas atraen la atencion de diversos segmentos
de la industria debido a sus mdultiples funciones, especialmente propiedades
antioxidantes (Tuttolomondo et al., 2013). La FAO ha sefalado las plantas
medicinales como un recurso que contribuye a la salud de las personas y al
desarrollo sostenible (Marshall & Howthorne, 2012). El mercado de Sonora es el
principal centro de distribucion de plantas medicinales de México y el extranjero,
mientras que Ozumba es uno de los mercados periféricos que suministran plantas
medicinales frescas al mercado de Sonora. La influencia de estos mercados ha

generado un aumento en el cultivo de plantas (Linares-Mazari & Bye, 2016).

Es por tal motivo, que se realizard una evaluacion de susceptibilidad de la actividad
antimicrobiana que presentan una serie de bacterias tanto Gram (+) como Gram (-)
ante los aceites esenciales de dos tipos de plantas que son Clinopodium mexicanum
y Agastache mexicana ssp. mexicana mediante la formacion de halos de inhibicion.
Los aceites esenciales son definidos como los productos obtenidos de diferentes
partes de las plantas aromaticas obtenidas por técnicas de destilacién con vapor,

destilacién hidraulica y prensado (Amorati et al., 2013).

Son mezclas liquidas complejas de sustancias volatiles y lipéfilas, formadas por el
metabolismo secundario de plantas caracterizadas por un olor agradable en la

mayoria de ellos presentados (Simdes et al., 2007; Bandoni & Czepak, 2008).
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OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la actividad antimicrobiana de aceites esenciales contra bacterias

patdégenas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de Clinopodium mexicanum vy
Agastache mexicana ssp. mexicana contra bacterias patdbgenas Gram (+) y

Gram (-).

e Comparar la eficiencia de inhibicion de las plantas Clinopodium mexicanum

y Agastache mexicana ssp. mexicana contra las bacterias patdgenas.

e Proponer nuevas alternativas para inhibir bacterias resistentes a antibioticos.

HIPOTESIS:

La evaluacién de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales como
Clinopodium mexicanum y Agastache mexicana ssp. mexicana indican la presencia
de principios bioactivos, por lo que, son una alternativa natural frente a agentes

patdgenos.

12



CAPITULO | MARCO TEORICO

1.1. EL PROBLEMA DE LA RESISTENCIA BACTERIANA

La resistencia a antibidticos es la capacidad de un microorganismo de resistir los
efectos de un antimicrobiano, constituye un problema creciente de la salud publica
en todo el mundo, puede ser producida por seleccién natural, como producto de
mutaciones ocurridas al azar, o puede inducirse mediante la aplicacion de presion
selectiva a una poblacién (Abreu et al., 2011). En la actualidad, la resistencia
antimicrobiana se ha convertido en uno de los principales problemas de salud
publica, debido a que las infecciones causadas por microorganismos resistentes a
menudo fallan en responder al tratamiento, o que resulta en mayor riesgo de
muerte, hospitalizacion prolongada y altos costos hospitalarios (World Health
Organization, 2019; Fair & Tor, 2014).

Los porcentajes de resistencia continlan en ascenso, advirtiendo paso a paso sobre
el inicio de una era postantibidtica, en la que se tienen opciones terapéuticas
limitadas, a tal punto de carecer por completo de tratamientos disponibles
(Maldonado et al., 2014; Vasoo et al., 2015; Logan, 2012).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) advierta sobre la llegada, en el siglo
XXI, de una era postantibidtica, en la que, a pesar de los mas de 200 antibi6ticos
desarrollados, ninguno sera lo suficientemente efectivo; en un panorama similar a
la era preantibidtica, en la que no se contaba con estos medicamentos
(Laxminarayan et al., 2013; Centers for Disease Control and Prevention, 2019). En
la actualidad, los porcentajes de resistencia son tan altos, que los clinicos han
optado por utilizar antibioticos antes descontinuados por su toxicidad, como la
colistina, antibiotico con mecanismos de resistencia también reportados (Loho &
Dharmayanti, 2015).

Sumado a la falta de disponibilidad de antibidticos efectivos en las poblaciones con
€scasos recursos, las barreras de acceso a los servicios de salud, la venta libre de

medicamentos en las farmacias y la ausencia de innovacion por parte de la industria
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farmacéutica, ha contribuido aiin mas a la complejidad del problema (Laxminarayan
et al., 2013; Quizhpe, 2014).

México es un pais donde la medicina tradicional aun juega un papel importante en
el cuidado y preservacion de la Salud, por lo que las plantas medicinales, ofrecen
posibilidades para descubrir moléculas con actividad antimicrobiana (Rios et al,
2003).

A pesar de las posibilidades ilimitadas que ofrece el reino vegetal para la
identificacion y desarrollo de nuevos farmacos, se realizan pocos trabajos
interdisciplinarios acerca de la validacion cientifica y antropolégica de los remedios
tradicionales (Maxia et al., 2005).

Es por ello que se plantea el estudio de los extractos de las plantas denominadas
Clinopodium mexicanum y Agastache mexicana ssp. mexicana contra diferentes
tipos de bacterias tales como E. coli (E2348/69-EPEC), Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, E. coli (E9034A),
Streptococcus pneumoniae y E. coli (DH5a) esto como réplica a la problematica
abordada; como una labor para nuevas alternativas frente a agentes
antimicrobianos que resulten novedosos y funcionales, utilizando extractos

naturales como indicadores o marcadores de presencia de resistencia.

Evidenciando la visualizacion y posterior cuantificacién de los efectos que presente
esta alternativa natural contra los antibiéticos que generalmente se utilizan.

Siendo asi que estudios han demostrado que las plantas, incluidas las de uso
popular, producen metabolitos activos, que presentan actividades antibacterianas,
antihelminticas, antifungicas, antivirales, antivirales, antiinflamatorias,

antioxidantes, entre otros (Muraina et al., 2009).
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1.2 BACTERIAS DE ESTUDIO

Existe un gran numero de bacterias patdgenas de interés médico, pero las que
dltimamente han llamado la atenciébn son las multirresitentes, debido a los
porcentajes de morbilidad y mortalidad que causan aunado de su resistencia. En
este estudio se eligié patdgenos de dicho criterio, a continuacion, se dan a conocer

sus caracteristicas.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria oportunista Gram negativa, patégeno
intrahospitalario en pacientes inmunodeficientes, forma biopeliculas en dispositivos
meédicos, siendo ademas agente causal de la fibrosis quistica, cuyo tratamiento se
asocia regularmente al desarrollo de resistencia a ciprofloxacina y a aminoglicésidos
(Wilson & Dowling, 1998). Se encuentra en una amplia gama de ambientes, desde
suelos secos hiperosmoéticos hasta medios acuosos hiposmaticos; tiene gran
versatilidad nutricional controlado por numerosos reguladores transcripcionales
(Stover et al., 2000). La mayoria de cepas producen uno o0 mas pigmentos, como
piocianina (azul-verde), pioverdina (amarillo-verde y fluorescente) y piorubina (rojo-
marron) y tiene un aspecto nacarado (Wu et al., 2015). Es naturalmente resistente
a la mayoria de penicilinas, cefalosporinas de primera, segunda y muchas de tercera
generacion (salvo ceftazidima), tetraciclinas, cotrimoxazol y rifampicina (Vila &
Marco, 2010; Lister et al., 2009).

Es el principal microorganismo relacionado con infecciones nosocomiales,
responsable aproximadamente de 10 a 15% de infecciones (Yordanov & Strateva,
2009; Gellatly & Hancock, 2013). Se le considera la quinta causa mas frecuente en
infecciones a nivel mundial, la segunda es neumonia nosocomial, la tercera son
infecciones urinarias, el cuarto de infecciones de sitio quirdrgico y el séptimo
responsable de sepsis (Pereira et al., 2015). Es causante de diferentes cuadros
clinicos, entre los que destacan, la infeccion del tracto respiratorio en forma de
neumonia relacionada con la ventilacion mecénica o con menor frecuencia con la
comunidad y también infecciones crénicas ya sea en pacientes con fibrosis quistica

(FQ) o con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Esta bacteria se
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adapta a vias respiratorias de humanos y sigue siendo su localizacion mas frecuente
(Garau & Gémez, 2003).

Klebsiella pneumoniae, enterobacteria productora de carbapenemasas (CPE)
siguen siendo una de las amenazas sanitarias mas urgentes. La carbapenemasa
de K. pneumoniae (KPC, codificada por blaKPC) es uno de los genes de
carbapenemasa mas comunes en todo el mundo (Munoz-Price, et al., 2013). Se
trata de una bacteria Gram negativa, encapsulada y no mévil, reside en el medio
ambiente, incluido el suelo, aguas superficiales y dispositivos médicos (Bagley,
1985; Rock et al., 2014). Es extremadamente resistente cuyo éxito como patdgeno
parece seguir el modelo de "la mejor defensa para un patégeno es una buena
defensa" en lugar de "la mejor defensa para un patdégeno es una buena defensa"
(Paczosa & Mecsas, 2016).

En esta era de resistencia a los antibiéticos, Klebsiella pneumoniae representa uno
de los patégenos mas preocupantes implicados en la resistencia a los antibioticos
y, como tal, junto con otros patdgenos MDR de gran importancia, ha sido clasificado
como un organismo ESKAPE (Boucher et al. 2009). La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) destaca Klebsiella pneumoniae como una de las bacterias
multidrogorresistentes de alta prioridad para la investigacién (Tacconelli et al., 2018)
debido a su capacidad para acumular y diseminar genes de resistencia a los
antimicrobianos, y a su elevada carga plasmidica (Wyres & Holt, 2018).

Klebsiella, al igual que gran parte de las enterobacteridceas, muestra un patron de
resistencia natural mediado por betalactamasas cromosomicas, presentando asi
resistencia in vitro a las aminopenicilinas y carboxipenicilinas, sensibilidad
disminuida a las ureidopenicilinas, conservando la sensibilidad frente a
cefalosporinas, cefamicinas, monobactamicos, carbapenémicos y asociaciones con
inhibidores de betalactamasas (Navarro et al., 2010; Livermore, 1995). Klebsiella
pneumoniae es un patégeno oportunista colonizador de piel y mucosas de pacientes
hospitalizados que pueden presentar infecciones invasoras como bacteriemias o

septicemias (Gonzalez-Vértiz et al., 2001).
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También causa infeccion del tracto urinario y neumonia en personas sin
enfermedades de base, pero la mayoria de las infecciones son adquiridas en el
hospital y/o en pacientes con alguna condicién debilitante. Es causa ademas de
bacteriemia, infecciones del sitio quirargico, infecciones del tracto biliar, peritonitis y
meningitis (L6pez & Robledo, 2007).

Shigella flexneri bacteria Gram negativa, con forma de bastoncillo, inmévil y no
formadora de esporas, y agente causal de diarrea aguda que puede evolucionar a
diarrea mucoide sanguinolenta, también conocida como disenteria bacilar (o
shigelosis) (Kahsay & Muthupandian, 2016). Familia Enterobacteriaceae, no
decarboxilan lisina ni fermentan lactosa dentro de las 48 hora; utilizan glucosa y
otros carbohidratos, produciendo acido, pero no gas. (Della Gaspera et al., 2015).
Los cuatro tipos de Shigella spp. comprenden el subgrupo A (S. dysenteriae), el
subgrupo B (S. flexneri), el subgrupo C (S. boydii) y el subgrupo D (S. sonnei). Cada
subgrupo contiene varios serotipos. La shigelosis puede presentarse en forma
pandémica, epidémicay esporadica. Los informes epidemioldgicos han demostrado
que el subgrupo epidémico de la diarrea suele producirse como resultado de la
infeccion por S. flexneri en los paises en desarrollo y por S. sonnei en los paises
industrializados (Kahsay & Muthupandian, 2016; Qu et al., 2012).

Los antibiéticos comunes utilizados para tratar infecciones entéricas bacterianas,
como trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX), ampicilina, tetraciclina y acido
nalidixico ya no son eficaces en la shigelosis (Hoge et al., 1998). Muchos paises de
la region del sudeste asiatico han informado de la aparicion de cepas
multirresistentes de Shigella en los ultimos afios. Shigella flexneri es la especie mas
comun en paises en desarrollo, mientras que S. sonnei es la mas comun en los
paises desarrollados (Hoge et al., 1998; Lim & Tay, 1991; Chu et al., 1998).

La RAM (Resistencia a Antimicrobianos) dentro del género Shigella es un problema
para la gestion clinica (Erdman et al., 2008; Thompson et al., 2016). Actualmente,
la OMS recomienda la ciprofloxacina como tratamiento de primera linea, siendo el

pivmecillinam, ceftriaxona y azitromicina opciones alternativas. Sin embargo,
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Shigella spp. es experta en adquirir genes y plasmidos AMR, y los informes de
linajes multirresistentes (MDR) o aislados con susceptibilidad reducida a
fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera generacion estan aumentando en todo
el mundo (Nuesch-Inderbinen et al., 2016; Aggarwal et al., 2016). ComuUnmente es
utilizado el antibiético de Gentamicina; en 2010, alrededor de 40,000 nifios murieron
a causa de la shigelosis, y en 2013 se registraron aproximadamente 34,400 muertes
(Mani et al., 2016). Los estudios de casos realizados en todo el mundo han llevado
a lainformacion de que la shigelosis es la diarrea potencialmente mortal en los nifios
(Kotloff et al., 2013).

Staphylococcus. aureus, clasificada como un coco Gram positivo que se agrupa en
racimos, B hemolitico, catalasa y coagulasa positivo. Se describe que este
microorganismo hace parte de la flora normal de los seres humanos encontrdndose
principalmente en la piel, en la zona nasofaringea, pliegues inguinales y axilas
(FEFMUR, 2006). Produce una gran variedad de proteinas que contribuyen a su
capacidad para colonizar y causar enfermedades en el ser humano. Casi todas las
cepas de S. aureus producen un grupo de enzimas y citotoxinas. Dentro de estas
hay cuatro hemolisinas (alfa, beta, gamma y delta), nucleasas, proteasas, lipasas,
hialuronidasa y colagenasa. La funcion principal de estas proteinas puede ser la de
ayudar a degradar los tejidos locales del huésped para convertirlos en nutrientes
para las bacterias. Algunas cepas producen proteinas adicionales como la toxina 1
del sindrome del shock téxico (TSST-1), las enterotoxinas estafilocécicas (SE), las
toxinas exfoliativas (ETAy ETB) y la leucocidina (Dinges et al., 2000).

En la actualidad las cepas de S. aureus tienen un amplio rango de resistencia a
antibiéticos y se pueden encontrar cepas resistentes y multirresistentes. La
resistencia a la meticilina se determina utilizando el antibiético oxacilina, por lo que
se ha sugerido que estas cepas deberian llamarse S. aureus resistentes a oxacilina
("oxacillin-resistant S. aureus”, ORSA), mas que MRSA (Said-Salim et al., 2003).
Resistencia a la vancomicina; debido a la resistencia a la meticilina, se introdujo la
vancomicina de manera global a principios de los afos 90’s como Unico antibiético
efectivo contra S. aureus. Sin embargo, ya en 1997 se encontraron cepas con

resistencia intermedia a la vancomicina (VISA) y en el 2002 se detectaron las
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primeras cepas resistentes a este antibidtico ("vancomycin resistant S. aureus”,
VRSA) (Lee et al., 2005; Srinivasan et al., 2002).

Escherichia coli enteropatdogena (EPEC) es un virotipo importante dentro de las
cepas diarreogénicas de E. coli y se asocia a diarrea infantil, aguda o persistente,
fundamentalmente en paises en vias de desarrollo. Pertenece a la familia de
patdgenos bacterianos que a nivel intestinal causan lesiones de tipo adherencia y
borramiento (A/E) (Knutton et al., 1987; McDaniel & Kaper, 1997).

A partir del Segundo Simposio Internacional sobre EPEC realizado en San Pablo en
1995, la definicion aceptada por consenso es la siguiente: “EPEC son cepas
diarreogénicas de E. coli que producen en las células intestinales lesiones
histopatolégicas de tipo A/E y que no producen toxinas tipo Shiga. Los cultivos
EPEC ‘tipicos’ de origen humano presentan un plasmido de virulencia denominado
E. coli-adherence-factor (EAF), mientras que las cepas EPEC ‘atipicas’ no poseen
dicho plasmido” (Kaper, 1996; Brinkley et al., 2006).

Escherichia coli enteropatogena (ETEC) este patotipo es un importante agente
causal de diarrea, responsable de numerosos casos y muertes en niiios menores
de cinco afios de regiones del mundo con ingresos intermedios y bajos; se estima
gue produce mil millones de casos de diarrea al afio (Saha et al., 2013; Kotloff et
al., 2013; Platts-Mills et al., 2015). Debido a que ETEC causa alta mortalidad en
nifios de zonas endémicas (Kotloff et al., 2013; Hosangadi et al., 2018) y a que se
ha asociado con retraso en su crecimiento (stunting), (Bolick et al., 2018) la
Organizacion Mundial de la Salud, por medio del Product Development for Vaccines
Advisory Committee, considera una prioridad el desarrollo de vacunas contra este
patdgeno, ya que una de sus metas para 2025 es reducir la tasa de muertes por
neumonia y diarrea en nifios menores de cinco afilos a menos de uno por cada 1000

nacimientos vivos (Hosangadi et al., 2018).

Streptococcus pneumoniae es una bacteria cocacea Gram positiva, capsulada,

tienen una forma lanceolada, miden 0,5 a 1,2 m de diametro y se disponen en pares
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o diplos. Son anaerobias facultativas. Para su crecimiento y multiplicaciéon tiene
requerimientos especificos, como aportes de proteinas y suplementos
hematoldgicos, por lo que es considerada una bacteria fastidiosa (Preado, 2001). S.
pneumoniae (neumococo) es un patdgeno responsable de una significativa
morbilidad y mortalidad en nifios y ancianos en todo el mundo. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor de 700 mil niflos menores de 5
afios mueren cada afio a nivel mundial a causa del neumococo, y que la mayor parte
de ellos viven en paises en vias de desarrollo (WHO, 2007). Presenta una
resistencia creciente a la penicilina y a otros antimicrobianos a nivel mundial
(Appelbaum, 1992), obliga a mantener una vigilancia permanente para orientar el
tratamiento. La resistencia de S. pneumoniae a los antibioticos es un problema
creciente. El desarrollo de cepas resistentes a penicilina se da gradualmente. La
resistencia se puede deber a mutaciones genéticas repetidas de la bacteria y por
presion selectiva por el uso indiscriminado de antibiéticos (Melander et al., 1998;
Melander et al., 2000).

En el estudio internacional de vigilancia SENTRY (1999-2003), la resistencia de S.
pneumoniae a la penicilina oscilé entre el 14,7% para Europa y el 15,9% para
Norteamérica; el 5,8% de las cepas fueron multirresistentes (resistencia a penicilina,

eritromicina, clindamicina, tetraciclina y cotrimoxazol) (Johnson et al., 2006).

Los dos principales factores que contribuyen en forma reconocida a la aparicion de
resistencia a la penicilina son: 1) presion selectiva por la administracion excesiva de
antibioticos; 2) exposicion a numerosos individuos que pueden estar colonizados
(Bakir et al., 2003).
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1.3 RESISTENCIA MICROBIANA

Se entiende por resistencia, el mecanismo mediante el cual la bacteria puede
disminuir la accion de los agentes antimicrobianos (Cordiés et al., 1998). La
resistencia bacteriana tiene una base genética intrinseca y una adquirida (Tello et
al., 2011).

Natural o intrinseca, propiedad especifica de bacterias con aparicion anterior al uso
de antibioticos, como lo demuestra el aislamiento de bacterias resistentes a
antimicrobianos, de una edad estimada de 2000 afos encontradas en las
profundidades de los glaciares de las regiones érticas de Canada (Hart, 1998).
Ademas, los microorganismos que producen antibidticos son por definicion
resistentes. En el caso de la resistencia natural todas las bacterias de la misma
especie son resistentes a algunas familias de antibiéticos y eso les permiten tener
ventajas competitivas con respecto a otras cepas y pueden sobrevivir en caso que

se emplee ese antibidtico (Couvalin, 1988).

Adquirida, constituye un problema en clinica, se detectan pruebas de sensibilidad y
se pone de manifiesto en fracasos terapéuticos en un paciente infectado con cepas
de un microorganismo en otros tiempos sensibles (Couvalin, 1988). La aparicién de
la resistencia en una bacteria se produce a través de mutaciones (cambios en la
secuencia de bases de cromosoma) y por la trasmision de material genético

extracromosomico procedente de otras bacterias.

1.3.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA

(i) Disminucion del influjo o aumento del eflujo de antibiéticos:
La entrada de antibidticos a la célula se produce a través de porinas presentes en

la membrana externa (Blair et al., 2015). Una menor expresion celular de porinas o
mutaciones en genes de porinas provoca una menor entrada del antibiotico en la
célula, haciéndolo menos eficaz. Las bacterias poseen bombas de eflujo de

multiples farmacos que son responsables de la exportacién activa de antibioticos de
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la célula. Se han identificado varias de estas bombas en bacterias, y mutaciones en
Sus secuencias genéticas 0 su sobreexpresion provocan un aumento del eflujo de
antibioticos de la célula de antibioticos de la célula (Figura 1).

(i) Modificacion de los antibiéticos:

Una vez que el antibi6tico entra en la célula, las bacterias resistentes lo degradan
enzimaticamente o modifican de forma que no pueda unirse a su propia diana. Las
enzimas que degradan los antibiéticos estan presentes en varias bacterias. En las
bacterias se codifican variantes de B-lactamasas, cada una de las cuales puede
degradar varios antibiéticos B-lactamicos. Han aparecido bacterias resistentes a
todos los antibidticos B-lactamicos y se han identificado nuevas clases de [-
lactamasas en bacterias patégenas como K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa,
etc. Se conocen varias enzimas que pueden transferir grupos quimicos como
fosfato, acilo, nucleotidilo, etc. a las moléculas de antibiotico. Estos antibioticos
modificados tienen entonces menor afinidad por sus dianas, reduciendo su eficacia
(Figura 2).

(iii) Modificacion de la diana antibidtica:

Otro mecanismo de disminucién de eficacia de antibioticos es mutar, modificar o
proteger sus dianas celulares, interfiriendo en la unién de antibiéticos (Blair et al.,
2015). Favoreciendo mutaciones que conducen a la reduccién de la unién del
antibiético sin afectar la actividad de la proteina. Cepas de M. tuberculosis
resistentes a rifampicina, por ejemplo, contienen mutaciones en el gen rpoB que
codifica la subunidad B de la ARN polimerasa (diana de rifampicina). Asi mismo, la
metilacion del ribosoma confiere resistencia a antibiéticos dirigidos al ribosoma; la
metilacion del ARN ribosémico 23S (ARNr) por metiltransferasa Erm confiere
resistencia a antibidticos macrolidos (Blair et al., 2015). Las bacterias también
pueden adquirir un gen que codifica un homdélogo de un farmaco diana que no se
une al farmaco. El S. aureus resistente a meticilina (SARM) posee una proteina de
union a la penicilina, PBP2a, ademas de la PBP codificada cromosdémicamente
(Katayama et al., 2000). Otra posibilidad es que las bacterias sinteticen una
molécula que imite la diana antibiética y que se una al antibiético y reduzca su

concentracion efectiva (Figura 3).
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(a) Influx and efflux of antibiotics
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Figura 1 Disminucion del influjo o aumento del eflujo de antibidtico

Fuente: Petchiappan, A., & Chatterji, D. (2017). Antibiotic Resistance: Current Perspectives. ACS Omega

{b) Modification of antibiotics
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Figura 2 Modificacion de los antibidticos
Fuente: Petchiappan, A., & Chatterji, D. (2017). Antibiotic Resistance: Current Perspectives. ACS Omega

(c) Modification of antibiotic target
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Figura 3 Modificacion de la diana antibidtica
Fuente: Petchiappan, A., & Chatterji, D. (2017). Antibiotic Resistance: Current Perspectives. ACS Omega

1.3.2 TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES

Descrita por primera vez en 1928 por Frederick Griffith, quien demostro la absorcion

de ADN extrafio a través de la transformacion en bacterias (Griffith, 1928).

La transferencia horizontal de genes, también conocida como transferencia lateral
de genes, es el proceso por el gue un organismo incorpora material genético de otro
organismo sin aparearse. Tradicionalmente se ha creido que la transferencia

horizontal de genes se limita a bacterias y eucariotas unicelulares; sin embargo,
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trabajos recientes cuestionan este dogma y defienden una importancia
potencialmente mas amplia de la transferencia lateral de genes en la evolucion y el
desarrollo de animales, incluidos los humanos (Ilvancevic et al., 2013; Schonknecht
et al., 2014; Crisp et al., 2015).

Esta transferencia entre diferentes especies y géneros de bacteria en ambientes
naturales es muy comun proporciona al organismo varios genes funcionales sin
sufrir mutaciones, aporta genes que proporcionan resistencia a antibioticos o
patogenicidad al organismo, de modo que éste también puede infectar al huésped,;
pueden ser resistentes a varios antibioticos. Aparte de las bacterias, los eucariotas
también participan en la transferencia horizontal de genes y han adquirido algunos

genes funcionales importantes (Soucy et al., 2015).

Existen tres mecanismos de transferencia: transformacion, transduccién y

conjugacion.

El mecanismo de transducciéon consiste en el intercambio de genes entre dos

bacterias mediante un bacteriéfago.

La transformacion es el proceso mediante el cual las bacterias atrapan ADN libre,
algunas son naturalmente transformables (Wolska, 2003). Este mecanismo juega
un papel importante en el ambiente no es tan comdn como la conjugacion. Esta
Ultima es la mas extensa y contribuye al pool de transferencia horizontal en
procariotas (Llosa & De la Cruz, 2005), y consiste en la transferencia de material
genético por contacto célula-célula de una bacteria donante a una receptora
mediante una maquinaria de conjugacion que usualmente esta codificada a nivel

plasmidico (Panicker et al., 1985).

La conjugacion es el mecanismo encargado de transferir genes de resistencia a
antibioticos, responsable de la distribucibn de genes para la degradacion de
contaminantes organicos, es por eso que la presencia de donantes heterélogos
eficientes en poblaciones bacterianas puede acelerar los procesos de transferencia

de plasmidos y asimismo el proceso de adaptacion bacteriana a los cambios
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ambientales llevando a tener tratamientos de biorremediacion mas eficientes
(Wolska, 2003).

1.4 ALTERNATIVA CONTRA LA RESISTENCIA BACTERIANA: PLANTAS
MEDICINALES CON PROPIEDADES TERAPEUTICAS

Hoy en dia, existe una marcada tendencia hacia la “fitoterapia”, es decir, al consumo
de productos naturales en el tratamiento de enfermedades y dolencias, evitando la
administracion de farmacos de origen sintético (Torrenegra-Alarcon M., et al 2016).
La utilizacion de sustancias naturales autéctonas, como terapia alternativa de
variadas dolencias, surge a partir de la amplia disponibilidad y diversidad en la
naturaleza de plantas al alcance de poblaciones o comunidades de zonas rurales,
la eleccion de la planta o parte de ella (raiz, tallo, hoja, flor), muchas veces dada por
testimonios de personas de comunidades que la utilizan a diario o en determinadas
situaciones asegurando que su consumo tendria beneficios preventivos o curativos
(Maldonado Guacho, 2017).

Las plantas producen una gran variedad de metabolitos secundarios o fitoquimicos,
muchos de los cuales tienen funcién protectora contra predadores, contando para
esto con caracteristicas biocidas, antimicrobianas y/o de repelencia a herbivoros.
Dentro de estos metabolitos secundarios se conocen actualmente mas de 3000
aceites esenciales distintos, de estos, aproximadamente 300 son importantes a

nivel comercial e industrial (Bassolé & Juliani, 2012).

1.5 ESENCIAS NATURALES

El término “aceite esencial” se uso por primera vez en el siglo XVI por Paracelsus
von Hohenheim, quien nombré el componente efectivo de una droga “Quinta
esencial” (Edris, 2007). Hacia la mitad del siglo XX, el rol de los aceites esenciales
se redujo solo al uso en perfumes, cosméticos y saborizantes de comida, pero en el

contexto de las preparaciones farmacéuticas no fue permitido su uso (Edris, 2007).
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Los aceites esenciales son conocidos desde épocas antiguas por su propiedad
natural antimicrobiana; muchas plantas han mostrado ser efectivas en diversas
aplicaciones como control del crecimiento y disminucion de la sobrevivencia de
microorganismos (Fischer & Phillips, 2008; Rivera et al., 2015). Son sustancias
volatiles, fragantes de consistencia aceitosa, tipicamente producida por todos los
organos de las plantas, se pueden elaborar ex vitro o ser extraidos de la planta,
siendo la hidrodestilacion la técnica mas utilizada. Generalmente, son mezclas de
veinte a sesenta componentes en concentraciones diferentes, en mayor cantidad se
encuentran terpenos, terpenoides y otras moléculas con anillo aromético, las cuales
tienen un papel primordial en el efecto bioldégico antimicrobiano de estos aceites
(Bakkali et al., 2008; Bassolé & Juliani, 2012; Perricone et al., 2015).

Con respecto a las caracteristicas fisicoquimicas, los aceites esenciales presentan
una fluidez relativa, olor llamativo y agradable, son muy poco solubles en el agua,
incoloros tipicamente o levemente coloreados, estables en la presencia de luz, calor
y aire (Peters, 2016). Dependiendo de la fuente de origen de los aceites esenciales
(especie vegetal y 6rgano de la planta), y de diversos factores como la fase del ciclo
vital de la planta en la que se produjo la extraccion de los aceites esenciales, zona
geografica donde crecieron esas plantas y método de extraccion empleado, la
composicion quimica de los aceites esenciales puede variar en gran medida
(Seydim & Sarikus, 2006). En los ultimos afios, el uso de aceites esenciales ha
cobrado importancia debido a sus propiedades biolégicas y medicinales, y se
emplea como remedios para tratar dolencias, en cosméticos, fragancias, y en la
tendencia de difusores de aromas para mejorar los espacios y crear sensaciones
de bienestar (Curtis et al., 2016).

La demanda mundial del mercado de aceites esenciales fue de 226.8 kilotoneladas
en el afio 2018, se espera que crezca a una Compound annual growth rate (CAGR)

del 8.6% de 2019 a 2025. El uso de aceites esenciales en industrias aumenta dia a
dia, varios tipos de beneficios relacionados con la salud son ofrecidos por los aceites
esenciales y su demanda esta aumentando en las aplicaciones médicas y

farmacéuticas. La creciente inclinacion de los consumidores hacia los productos
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organicos y naturales esta provocando un aumento del uso de aceites esenciales
en los sectores de las bebidas, la alimentacion y la cosmética. El dltimo informe de
Global Market Insights, Inc. indica que el mercado mundial de aceites esenciales
alcanzara los 13.000 millones de ddélares en 2024. El aumento de la poblacién
mundial esta sufriendo de diferentes tipos de problemas relacionados con la salud
y los aceites esenciales se utilizan en productos de aromaterapia y debido a esta
razon, el mercado mundial de aceites esenciales estd aumentando dia a dia (Grand

Review Research Inc. US).

Algunas de las aplicaciones en cuanto a inhibicibn microbiana a partir de aceites
esenciales, han demostrado eficacia frente a varios patégenos comunes en la
industria alimentaria, dentro de los cuales se encuentran: E. coli, Salmonella
typhimurium, S. aureus, Campylobacter, Enterococcus fecalis, Vibrio
parahemolyticus, Listeria monocytogenes, y otros; solo por mencionar algunos
(Chen et al., 2016).

1.5.1 Clinopodium mexicanum

Especie nativa de México, localizada en los estados de Chiapas, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi y Veracruz
(Villasefior, 2016; Cadena, 2017). Posee distintos nombres segun su localizacion,
en Querétaro, su nombre comun es “poleo verde”; en algunas regiones de Oaxaca
se consume como infusion para aliviar los efectos del alcohol (“hierba del borracho”)
y problemas digestivos y gastrointestinales; en Guerrero se le conoce como “toronijil
de monte” (Alvarado et al., 2020).

Se encuentra en regiones de clima templado subhimedo y en menor medida en
regiones de climas subhumedos. Se distribuye en regiones con intervalos de
precipitacion de 400 a 1500 mm y donde la temperatura media anual oscila entre 14
y 20°C. Se encuentra en una amplia gama de tipos de vegetacion: matorral xerofilo,

matorral micréfilo, vegetacion secundaria de bosques de Quercus, bosque de
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Juniperus, bosque de Pinus. Se encuentra principalmente en suelos de tipo

Leptosol y Cambisol calcareo, con alta pedregosidad (Magallan et al., 2015).

En Ciudad de México, Clinopodium mexicanum también se conoce como "Toronijil
de Monte". Debido a sus supuestas propiedades tranquilizantes, se comercializa
ampliamente en el mercado de Sonora, que es el mayor mercado de plantas
medicinales del pais (Aguilar et al., 1994). Un estudio realizado en el Valle de
Tehuacan (Estado de Puebla) considera que C. mexicanum tiene un indice de
riesgo alto. Este indice de riesgo considera el valor econémico y cultural y el plan
de manejo de la especie; asi, un indice de riesgo alto implica un alto valor cultural y

econdémico y la falta de un plan de manejo (Arellanes et al., 2013).

TAXONOMIA
C. mexicanum pertenece a la familia Lamiaceae, subfamilia Nepetoideae. Los

taxonomos la ubicaban en el género Satureja. Ahora dicho género esta confinado a
Europa y las 100 especies americanas pertenecen al género Clinopodium. De las
cuales 14 se distribuyen en México y 10 de ellas son endémicas (Martinez-Gordillo
et al., 2013).

DESCRIPCION
Es un arbusto aromatico cuyo tallo esta cubierto de tricomas; tiene hojas ovadas

con margenes aserrados o serrados. Los margenes son revolutos y llegan a medir
hasta 1 cm. Tiene flores solitarias en las axilas de hojas superiores. El caliz mide
hasta 6 mm de longitud y tiene forma de tubo con 13 venas evidentes y con un anillo
de pelos en su interior, y el apice esta dividido en cinco pequefios. La corola es de
color rojo o naranja, con forma tubular y mide de 2.2 a 3.4 cm de longitud. Es
ligeramente arqueada, se extiende hacia el apice y esta dividida en dos labios; el
superior es erecto y el inferior esta dividido en tres I6bulos. Tiene cuatro estambres,
dos de los cuales son mas largos. Estilo dividido en el apice en dos ramas algo

desiguales (Standley, 1922; Epling & Jativa, 1966), como se muestra la Figura 4.
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Figura 4 Planta Clinopodium mexicanum
Fuente: Alvarado et al., 2020 Clinopodium mexicanum: potential and difficulties for the
sustainable use of a Mexican medicinal plant. Bol Latinoam Caribe Plant Med Aromat 19 (2):
149 - 160.

USOS TERAPEUTICOS
En algunas regiones de Oaxaca se consume como infusion para aliviar los efectos

del alcohol (“hierba del borracho”) y problemas digestivos y gastrointestinales
(Alvarado et al.,, 2020). En la medicina tradicional mexicana, C. mexicanum se
utiliza contra el dolor de muelas y como remedio de enfermedades del sistema
nervioso (Estrada-Reyes et al., 2010) Su extracto acuoso contiene Neoponcirina
como compuesto principal, esta es una sustancia con efectos sedantes,
anticonvulsivos, ansioliticos similares al Diazepam, y antinociceptivos mayores que
el Ibuprofeno, similares al Ketorolaco (Estrada-Reyes et al., 2010; Cassani et al.,
2013).

En medicina tradicional usada como tranquilizante, para la digestion y como
analgésico (Aguilar et al., 1994; Garcia, 2000; Quattrocchi, 2012; Dominguez-
Vazquez & Castro Ramirez, 2015). La decoccién de C. mexicanum se utiliza para
tratar dolencias gastrointestinales y reproductivas femeninas (Nambo, 2015);
también para dolencias estomacales asi mismo la decoccion de sus partes aéreas
se administra como enema para tratar el estrefliimiento, las maceraciones se utilizan
como anestésico tépico para el reuma (Garcia-Hernandez, 2014; Garcia-Hernandez

29



et al., 2015). Segun la metodologia de Lorke, el extracto acuoso de C. mexicanum
fue ligeramente toxico. La dosis letal media (DL50) fue de 2154 mg / kg (Gallegos-
Solis, 2008; Estrada-Reyes et al., 2010). Ademas, dosis superiores a 1600 mg/kg
causaron efectos adversos (Estrada-Reyes et al., 2010).

COMPOSICION QUIMICA
El aceite esencial de Poleo contiene: acetato de mentol (34,3%), mentol (4,2%),

mentona (42,5%), pulegona (5,5%) y limoneno (13,5%). Un estudio posterior
informé de que los principales compuestos del aceite esencial eran la pulegona, la
piperitona y la d-carvona (Hernandez, 2003). Ademds, se caracteriza por la
presencia de compuestos triterpénicos como el acido ursdlico y su isémero, el acido
oleandlico, asi como por la presencia de acido rosmarinico (Viturro et al., 2000).
Asimismo, poseen flavonoides libres y glicosilados (Opalchenova & Obreshkova,
1999; Fernandez et al., 2006).

El extracto acuoso mediante cromatografia liquida de alta resolucion detectd 11
metabolitos de tipo flavonoide; asi mismo solo se identificaron estructuralmente
cinco metabolitos:  8-hidroxi-salvigenina, 5-demetoxibicilina, neoponcirina,
naringenina y hesperidina (Gallegos-Solis, 2008).  Por otra parte, la técnica de
cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas identificé los
glucésidos de flavanona: neoponcirina, poncirina e isonaringina. Se identificaron las
flavonas 8-hidroxi-salvigenina y gardenina B, asi como las flavononas naringenina
y 4-O metilnaringenina (Estrada-Reyes, 2015). Se sabe que algunos flavonoides,
asi como sus glucésidos, ejercen efectos ansioliticos, sedantes, proconvulsivos y
anticonvulsivos en el SNC (Marder et al., 2003; Ibrahim et al., 2008; Kavvadias et
al., 2004; Fernandez et al., 2004, 2006). Los glucésidos flavanona neoponcirina,
poncirina e isonaringenina se han identificado como los principales constituyentes

de C. mexicanum (Estrada-Reyes et al., 2010).

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
No hay evidencia de que posee actividad antimicrobiana.
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1.5.2 Agastache mexicana ssp. mexicana

El género Agastache (Lamiaceae) consta de 112 especies que se distinguen por ser
plantas aromaticas, herbaceas y perennes. La mayoria de las plantas de este
género crecen silvestres en el sureste de Asia y Norteamérica y 12 de estas
especies son endémicas de México (Lint & Epling, 1945; Sanders, 1987; Rzedowski
& Calderdn, 2001; Martinez-Gordillo et al., 2013). Agastache mexicana se cultiva en
los estados de Hidalgo, México, Morelos, Puebla, Veracruz y en la Ciudad de México

(Gonzalez-Trujano et al., 2015).

En México existen dos subespecies de Agastache mexicana: Agastache mexicana
ssp. mexicana y Agastache mexicana ssp. xolocotziana. Ambas subespecies son
conocidas como "toron;jil" y son utilizadas en la medicina tradicional mexicana para
el alivio de padecimientos de "susto" y "nervios" (Estrada-Reyes et al., 2014). Estas
dos subespecies se distinguen fenotipicamente por la forma de las hojas, el color
de las flores y su sabor. Sin embargo, no existe preferencia de uso entre ellas entre

la poblacion (Santillan-Ramirez et al., 2008).

Bajo la denominacién comun de "toronjil" varias otras plantas medicinales, como
Dracocephalum moldavica "toronjil azul" (hisopo azul o hisopo extranjero),
Cedronella mexicana "toronjil"* (hisopo), Clinopodium mexicanum "toronjil de monte"
(hisopo de monte) y "toronjil" Melissa officinalis (Aguilar et al., 1994; Estrada-Reyes
et al., 2010; Martinez-Vazquez et al., 2012).

En el estado de Puebla, la poblacién indigena otomi reconoce las dos subespecies
como "tama", "toroji" o "toronjil". Los tepehuas, cultura nativa de los estados de
Veracruz, Hidalgo y Puebla, denominan a las dos subespecies como "pinkil" (Zolla,
1994).

TAXONOMIA
Consta de 112 especies que se distinguen por ser plantas aromaticas, herbaceas y

perennes. La mayoria de las plantas de este género crecen silvestres en el sureste

de Asia y Norteamérica y 12 de estas especies son endémicas de México (Lint &
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Epling, 1945; Sanders, 1987; Rzedowski & Calderon, 2001; Martinez-Gordillo et al.,
2013).

DESCRIPCION
A. mexicana es una planta vascular nativa de México (Villasefior, 2016). Es una

hierba perenne. Las plantas de ambas subespecies tienen una morfologia tipica de
Lamiaceae: hojas opuestas, pecioladas, un tallo de cuatro angulos y numerosos
tricomas (Zielinska & Matkowski, 2014).

En las dos subespecies, el tallo es cuadrangular en seccién transversal; en A.
mexicana ssp. mexicana, la parte basal y media del tallo es purpura. La cuticula es
lisa, pero en los angulos se observa crenulada, con un grosor de 4-8 ym. Se
observan los tres tipos de apéndices epidérmicos descritos para la hoja, pero los
tricomas uniseriados no glandulares son abundantes en A. mexicana ssp.
xolocotziana, mientras que estan mas dispersos y no son visibles a simple vista en
A. mexicana ssp. mexicana (Santillan et al., 2008). La altura de la planta alcanza
entre 50 y 150 cm (Santillan et al., 2008) y el nimero cromosoémico base es 9. Las

plantas tienen rizomas delgados y extendidos (Bye, et al., 1987).

El tallo de A. mexicana ssp. mexicana es erecto, ramificado y de cuatro angulos. La
parte basal y media del tallo es purpura. La forma de las hojas es ovado-lanceolada,
midiendo de 4.4 a 6.3 cm de largo y de 2.1 a 2.5 cm de ancho (Santillan et al., 2008).
El peciolo mide 1 cm de largo (Santillan et al., 2008), y la corola es de color rojo
parpura a rojo (Santillan et al.,, 2008; Bye, et al., 1987). Las semillas miden
aproximadamente de 4 a 5 mm, lo mencionado anteriormente se puede observar en

la Figura 5.
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Stem and leafs

Inflorescence

14

Figura 5 Planta Agastache mexicana ssp. mexicana

Fuente: Palma-Tenango et al., 2021 A Systematic Approach to Agastache mexicana
Research: Biology, Agronomy, Phytochemistry, and Bioactivity. Molecules 2021, 26, 3751.

USOS TERAPEUTICOS
En estudios preclinicos, se analizo el efecto de extractos acuosos de las dos

subespecies de Agastache mexicana (ssp. mexicana y ssp. xolocotziana). Ambas
subespecies redujeron el comportamiento ansioso de manera similar al diazepam,
siendo la segunda mas potente. Los autores no reportaron efectos toxicos, lo que
sugiere que el consumo de estas especies de Agastache no implica un riesgo
significativo para la salud (Estrada-Reyes et al., 2014).

Propiedades farmacol6gicas como comportamientos ansiogénicos (Molina-
Hernandez et al., 2000) o ansioliticos (Estrada-Reyes et al.,2014), vasorelajantes
(Hernandez-Abreu et al., 2009), antioxidantes (Ibarra-Alvarado et al., 2010),
antinociceptivos y antiinflamatorios (Gonzalez-Ramirez et al., 2012) han sido

recientemente demostrados en extractos de A. mexicana.

Tradicionalmente conocido como "toronjil morado”, los usos comunes de esta planta

son en el tratamiento del dolor de estdbmago, tos, bilis, fiebre, vomito, nervios y
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ansiedad. Sin embargo, el uso principal de A. mexicana es curar "susto" o "espanto”,
una enfermedad cultural relacionada con la pérdida del alma y caracterizada por la

ansiedad (Santillan-Ramirez et al., 2008).

En varios ensayos preclinicos, tiene efecto en actividad espasmolitica (Ventura-
Martinez et al., 2017), bronchorelaxante (Navarrete et al., 2017) y antihipertensivo
(Flores-Flores et al., 2017). La tilianina, un compuesto bioactivo de A. mexicana,
tiene actividad vasorelaxante (Carmona-Castro et al., 2019) y ansiolitica (Gonzalez-
Trujano et al., 2015), sin efectos toxicos (Hernandez-Abreu, et al., 2013).

COMPOSICION QUIMICA
Se ha reportado la presencia de flavonoides como principales metabolitos

secundarios que caracterizan a las especies mexicanas del género Agastache
(Estrada-Reyes et al., 2004). EI género Agastache produce varios metabolitos
secundarios volatiles y no volatiles, principalmente fenilpropanoides y terpenoides.
A. mexicana contiene compuestos terpenoides como monoterpenos (limoneno,
pulegona), sesquiterpenos (B-cariofileno), diterpenos (breviflorina), triterpenos
(acido ursdlico, corosolico, maslinico); compuestos fendlicos y fenilpropanoides
como flavonas (acacetina) y flavonoides (tilianina, hesperitina); acidos carboxilicos
(acido 9-hexadecenoico, acido butanoico); y azlcares solubles (glucosa, sacarosa)
(Zielinska & Matkowski, 2014).

Los terpenos y flavonoides, como el acido ursdlico, acido oleandlico, acacetina,
apigenina vy tilianina, son los mas activos (Carmona-Castro et al., 2019). En
comparacién con otras especies de Agastache y miembros de la familia Lamiaceae,
las inflorescencias de toronjil tienen mayor contenido de polifenoles y flavonoides y

mayores propiedades antioxidantes (Najar et al., 2019).

El aceite esencial contiene monoterpenos y fenilpropanoides, como estragol y metil
eugenol, que actlan como compuestos antifingicos. La investigacion ha
demostrado el potencial de su uso como fungicida botanico no toxico y como

alternativa a los fungicidas sintéticos (Juarez et al., 2015).

El aceite esencial es un candidato a conservante alimentario no toxico (Juarez et

al., 2021). Este aceite esencial ha demostrado actividad antifingica contra once
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cepas aisladas de granos de trigo durante su almacenamiento (Juarez et al., 2015).
Los extractos de las hojas de A. mexicana contienen compuestos reductores como
fenoles y flavonoides y se han utilizado con éxito para proporcionar un medio
reductor para la sintesis de nanoparticulas, asi como su estabilidad (Lépez et al.,
2017).

Sin embargo, tampoco ha sido probada su actividad antibacterial.

1.6 ANTECEDENTES DE LAS PLANTAS DE ESTUDIO

Tzicatlacoyan, Puebla; ocupa el 0.81% de la superficie del estado, colinda al norte
con los municipios de Puebla, Cuautinchan y Tecali de Herrera; al este con Tecali
de Herrera, Atoyatempan y Molcaxac; al sur con Molcaxac, Zacapala, Huatlatlauca,
San Juan Atzompa y Huehuetlan el Grande; al oeste con Huehuetlan el Grande y
Puebla. Tiene un rango de temperatura de 16-22°C, con clima templado subhimedo
con lluvias en verano, de humedad media (48.42%), templado subhimedo con
lluvias en verano, de menor humedad (30.86%) y semicéalido subhimedo con lluvias

en verano (20.72%).

En cuando a la conformacion de la edafologia es de Leptosol (66.76%), Calcisol
(18.26%), Vertisol (7.72%), Durisol (2.74%), Phaeozem (1.99%) y Regosol (1.54%);
por otra parte, el uso del suelo se encuentra constituido por Agricultura (20.62%) y
zona urbana (0.86%) asi mismo la vegetacion se sitla con los siguientes
porcentajes, bosque (36.42%), pastizal (17.30%), selva (16.73%) y matorral (7.94%)
(INEGI, 2010). La Figura 6 muestra la edafologia propia del Estado de Puebla.

SIMBOLOGIA

EDAFOLOGIA LEPTOSOL
@ ACRISOL ) LIXISOL
@ ANDOSOL O LUVISOL
@ ARENOSOL @ NITISOL
© CALCISOL @® PHAEOZEM
© CAMBISOL @ REGOSOL
© DURISOL @® VERTISOL
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Las plantas Clinopodium mexicanum y Agastache mexicana ssp. mexicana fueron
recolectadas en la poblacién de Tzicatlacoyan, Puebla (18° 52’ 12.8” Latitud Norte
2095 m) (Figura 8). Posteriormente para la obtencidon del aceite esencial de
Clinopodium mexicanum y Agastache mexicana ssp. mexicana las partes aéreas

fueron secadas a la sombra y adquiridas en “Curamex”, tienda naturista local de

*

Cholula, Puebla, México en agosto de 2022.

Figura 8 Municipio de Tzicatlacoyan en Puebla, México
Fuente: INEGI
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CAPITULO Il METODOLOGIA

2.1 DIAGRAMA DE TRABAJO

El estudio de investigacion se centra en la parte experimental para determinar la

susceptibilidad de patdgenos bacterianos ante la presencia de los aceites

esenciales Clinopodium mexicanum y Agastache mexicana ssp. mexicana como se

visualiza en el siguiente diagrama de trabajo (Figura 9).

Bealiz_ar’ nuevamente el . Si
aislamiento antes de 24h

Sembrado por gota en .

medio enriquecido (LB, BHI)

Aislamiento bacteriano
mediante estrias

JHay contaminacion
de cultivo?

No

Preparar suspension de
agua peptonada para el
inéculo

Estandarizar la suspension
con estéandares de
Mcfarland a 0.5

Inocular placas de agar
Muller-Hinton con un

Incubar a 36-37°C durante
18-24 h

hisopo estéril impregnado
de la suspension

Dejar secar las placas de 3-5
minutos aproximadamente

Colocar antibiogramas
comerciales (MULTIBAC 1.D}
con pinzas esterilizadas
previamente

Colocar sensidiscos con los

antimicrobianos (aceites esenciales

de Clinopeodium mexicanum vy

Agastache mexicana ssp. mexicana) a

diferentes concentraciones con
pinzas esterilizadas previamente

Incubar las placas a 36-37°C
durante 18-24 h

Medir las zonas de inhibicion

Figura 9 Diagrama de trabajo para la experimentacion




2.2 ACEITES ESENCIALES DE Clinopodium mexicanum y Agastache
mexicana ssp. mexicana

Los aceites esenciales empleados, fueron extraidos por destilacion simple, el
método mas utilizado. Se genera vapor normalmente en un hervidor y luego se
inyecta al destilador por donde pasa a través del material botanico. El principio
bésico de la destilacion de dos liquidos heterogéneos, como el agua y un aceite
esencial, es que cada uno ejerce su propia presion de vapor como si el otro
componente estuviera ausente. Cuando las presiones de vapor combinadas
alcanzan la presion del recinto, la mezcla hierve. Aceites esenciales con puntos de
ebullicibn de hasta 300°C, evaporaran a temperaturas cercanas al punto de
ebullicion del agua. Se utilizan aceites esenciales de las plantas ante mencionadas
con distintas concentraciones, debido a que el estudio se estarda evaluando
concentraciones a las cuales pueden reaccionar las diferentes bacterias, se realizan
diluciones con los aceites esenciales a probar, que son Clinopodium mexicanum y
Agastache mexicana ssp. mexicana. Las concentraciones que se preparan son a
100%, 80%, 60%, 40% y 20%; las diluciones se realizan con agua destilada estéril,

con los siguientes porcentajes, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1 Proporciones de aceites esenciales y agua destilada estéril

Porcentajes Aceite Agua destilada
esencial esteril
100% 25 Op
80% 20 5u
60% 15 p 10 p
40% 10 u 15
20% 5u 20 p

2.3 BACTERIAS DE ESTUDIO
Las bacterias utilizadas fueron proporcionadas por el cepario bacteriano del

Laboratorio de Patogenicidad Microbiana del Centro de Investigaciones en Ciencias

Microbiol6gicas ICUAP de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.
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Se seleccionaron bacterias patégenas gram positivas y gram negativas de interés

meédico (Tabla 2).

Tabla 2 Bacterias patégenas utilizadas

BACTERIAS
GRAM (-) GRAM (+)

E. coliDH5 a Staphylococcus aureus
E. coli enterotoxigénica Streptococcus
(E9034A) ETEC pneumoniae
E. coli enteropatégena
(E2348/69) EPEC
Pseudomonas
aeruginosa (PAO01)
Shigella flexneri (S17)
Klebsiella pneumoniae
K7

2.4 ACTIVACION DE LOS INOCULOS BACTERIANOS

Las bacterias patdgenas al estar perservadas a temperaturas bajo 0°C se

reactivaron de manera gradual a temperatura ambiente y posteriormente se realizé

un sembrado por gota en un medio enriquecido (LB, BHI para que la bacteria pueda
crecer tras incubar a 36-37°C de 18 a 24 h (Figura 10).

Figura 10 Semb/;ado por gota de bacterias patégenas
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2.2.1 SELECCION Y AISLAMIENTO DE CEPAS BACTERIANAS

Todas las bacterias patdégenas se sembraron de forma individual por estria cruzada
en medios solidos de LB y BHI, para ello se utilizd6 un asa bacteriolégica con el
indculo bacteriano y se deposita sobre una tercera parte de la superficie de la placa
de Petri previamente se esteriliza el asa y se efectian una serie de estrias en
direccion perpendicular. Una vez inoculadas las placas se incuban durante 24 — 48
h, a 36.5 £ 0-5 °C (Figura 11). Utilizando esta metodologia de siembra se obtiene el
aislamiento de colonias, separadas unas de otras, permitiendo a partir de las
mismas la obtencion de cultivos puros mediante resiembra en otro medio de cultivo
(Reynoso et al., 2015).

a) esterilizar el ansa b) tomar la muestra c) sembrar en estrias

segundo grupo

in6culo
de estrias

inicial

tercergrupo cuarto grupo
de estrias de estrias

Figura 11 Técnica de estria cruzada
Fuente: Ingraham J & Ingraham C. Introduccion a la Microbiologia. Ed Reverté SA, Espafia, 1998)

Las colonias aisladas de cada una de las bacterias de estudio E. coli E2348/69-
EPEC, Pseudomonas aeruginosa ref PAOL, Klebsiella pneumoniae K7, Shigella
flexneri S17, Staphylococcus aureus, E. coli E9034A, Streptococcus pneumoniae y

E. coli DH5 a. se observan en la Figura 12.
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Figura 12 Bacterias de interés aisladas por estria cruzada

Fuente propia

2.2.2 PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD
Para las pruebas de susceptibilidad antimicrobianas de las bacterias de estudio ante

los aceites se siguio el método KIRBY BAUER, este método de difusion en disco
fue estandarizado y actualmente es recomendado por el Subcomité de Ensayos de
Susceptibilidad de NCCLS, de Estados Unidos. El fundamento es establecer, en
forma cuantitativa, el efecto de un conjunto de sustancias, ensayados
individualmente, sobre las cepas bacterianas que se aislan de procesos infecciosos
(Comité I'Antibiogramme de la Société Francaise, de Microbiologie, 1996; S.
National Committee for Clinical Laboratory, 1997).

Una vez que se han aislado colonias bacterianas, es necesario proceder de la
siguiente manera para realizar la prueba de susceptibilidad (Cavalieri & American
Society for Microbiology, 2009).

Preparar una suspension del inéculo
Estandarizar la suspension del inéculo
Inocular la placa

Colocar discos de antimicrobiano
Incubar la placa

o a0k~ 0w N RE

Medir las zonas de inhibicion
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Estandares de turbidez McFarland se utilizan como estandar de referencia para
aproximar el nimero de células microbianas en una suspension liquida (McFarland,
1907). Mediante el uso de estos inoculos estandarizados, el Comité Nacional de
Normas de Laboratorio Clinico (NCCLS). Las suspensiones bacterianas se
comparan visualmente con los estdndares McFarland para estimar la densidad
bacteriana. Para E. coli, un estandar McFarland de 0,5 corresponde a 1,5 x 108
UFC/ml (Remel, 2009). Los patrones de McFarland se preparan afiadiendo acido
sulfarico a una solucion acuosa de cloruro de bario que produce la formacion de un

precipitado de sulfato de bario suspendido.

Para estandarizar la suspension del inéculo se utilizé la suspension directa de
colonias, donde las colonias no deben sobrepasar las 18-24 horas de aislamiento.
Se estandarizé el in6culo al tiempo que prepard la suspensién en solucion salina o
caldo; luego, se ajusto el inéculo al estandar 0,5 de McFarland. Se puede comparar
la turbidez de las suspensiones poniendo los tubos frente a un papel (Cavalieri &
American Society for Microbiology, 2009).

El agar Mueller-Hinton considerado el mejor medio para las pruebas de
susceptibilidad rutinarias de bacterias no fastidiosas por las siguientes razones:

- Muestra una reproducibilidad aceptable

- Bajo en inhibidores de sulfonamidas, trimetoprim y tetraciclinas.

- Permite el crecimiento satisfactorio de la mayoria de patégenos no fastidiosos
(Winn et al., 2006).

El pH del agar MH debe situarse entre 7,2 y 7,4 a temperatura ambiente tras la
solidificacion y debe comprobarse al prepararse el medio por primera vez. Si el pH
es <7,2, algunos farmacos pareceran perder potencia (aminoglucésidos,
quinolonas, macrdlidos), mientras que otros agentes pueden parecer tener una
actividad excesiva (tetraciclina). Si el pH es >7,4, puede ocurrir lo contrario,
resultados opuestos (Hudzicki, 2009). 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez,
se sumergen hisopos estériles en la suspension bacteriana normalizada y se
presiona contra la pared del para eliminar el exceso; se inocula el agar extendiendo
el hisopo contra la placa, girando la placa 60° y repetir la operacion para conseguir

una distribucion uniforme del in6culo, se deja secar la superficie durante 3-5
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minutos, pero no mas de 15, para que se absorba el exceso de humedad. exceso
de humedad (LaPierre et al., 2020).

Para aplicar los sensidiscos, se colocan discos con los agentes antimicrobianos
dentro de los 15 minutos siguientes a la inoculacion de la placa Mueller-Hinton,
pueden ser colocados uno a uno o con un dispensador de discos multi-canal o con
pinzas estériles. Se presiona cada disco firmemente para asegurar el contacto
completo con la superficie de agar (Cavalieri & American Society for Microbiology,
2009). A continuacion, se incubaban a 36.5 = 0-5 °C por 24 horas (Mbata et al.,
2006) luego se mide el halo de inhibicion y se comparan los efectos de las distintas
sustancias sobre el microorganismo estudiado y con el control. La lectura de los

resultados representa la actividad In vitro de la sustancia.

Siguiendo esta linea, se procedi6 a tomar una colonia como resultado del
aislamiento, posteriormente se colocd en un tubo con 3 ml de agua peptonada;
alcanzando la turbidez del tubo de Mcfarland 0.5, equivalentes a 108 unidades
formadoras de colonias (UFC)/ml; el cual contiene una suspension de un precipitado

donde asemeja a suspensiones bacterianas en cuanto a la opacidad (Figura 13).

R
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Figura 13 Agua peptonada con indculo estandarizado
Fuente propia

Una vez que se ajusto el inoculo con el tubo 0.5 de Mcfarland, se inocularon placas
circulares de 90X100 mm de diametro con 20 ml de agar Mueller-Hinton con ayuda
de un hisopo impregnado de la suspension preparada anteriormente, se realizé un

estriado masivo en la superficie (Figura 14).
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Figura 14 Tubo Mcfarlad 0.5 y material para impregnar los sensidiscos
Fuente propia

Se colocaron cuidadosamente los sensidiscos impregnados con una concentracion
dada del aceite sobre la superficie del agar, todos los ensayos se realizaron por
triplicado y colocando el control con solo agua destilada (Figura 15).

Figura 15 Placa con sensidiscos impregnados y control
Fuente propia

Posteriormente se incubaron los medios a 36.5 + 0-5 °C por 18 a 24 horas, pasado
el tiempo se midié el diametro de los halos de inhibicion en milimetros como unidad

de medicién (Figura 16).

Figura 16 Incubacion de placas

Fuente propia
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2.2.3 PRUEBAS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS COMERCIALES
El antibiograma evalla la respuesta de un microorganismo a uno 0 a varios

antimicrobianos, en una primera aproximacion, su resultado como factor predictivo
de la eficacia clinica. Las primeras pruebas de sensibilidad se realizaron en la
década de 1920 (Poupard, 1994). La lectura interpretada del antibiograma surge
como una oportunidad de mejorar el uso de antibioticos. Es relevante para la
eleccion de tratamientos y se convierte en una herramienta imprescindible en las
medidas de control de infecciones y en el establecimiento de las politicas de
antimicrobianos de cada centro de salud (Cant6n, 2010; Nodarse, 2013; Tascini et
al., 2016).

La resistencia (R) ocurre cuando un microorganismo es incapaz de verse afectado
por elevadas dosis de algun antibiético al que previamente era sensible. Las
bacterias, los virus y algunos parasitos pueden desarrollar resistencia como un
mecanismo de defensa o de competencia y ser inmunes a los efectos de los
antibiéticos, los antivirales o a los antipalidicos respectivamente (Senok et al.,
2012). Las cepas que presentan susceptibilidad intermedia (1), tienen una respuesta
variable a un antimicrobiano y son clinicamente susceptibles y/o resistentes, pero
pueden ser eliminadas si el antibiético se concentra en el sitio de la infeccién o se
aumenta la dosificacion (EUCAST). Una cepa susceptible (S) o sensible se refiere
a las bacterias que se ven afectadas por los antimicrobianos como consecuencia de
la pérdida o inactivacion de sus mecanismos de defensa. De acuerdo a este término
se puede inferir que un tratamiento con la dosis habitual del antimicrobiano puede

detener la infeccién causada por la bacteria (EUCAST).

En esta misma linea, se realizaron antibiogramas con antibioticos prescriptos para
bacterias Gram positivas y Gram negativas de las bacterias de estudio, los
antibioticos para Gram positivas fueron Ampicilina (AM), Cefalotina (CF),
Cefotaxima (CFX), Ciprofloxacino (CPF), Clindamicina (CLM), Dicloxacilina (DC),
Eritromicina (E), Gentamicina (GE), Penicilina (PE), Tetraciclina (TE),
Sulfametoxazol/Trimetoprim (SXT) y Vancomicina (VA); por otra parte para Gram
negativas fueron Amikacina (AK), Ampicilina (AM), Carbenicilina (CB), Cefalotina
(CF), Cefotaxima (CFX), Ciprofloxacino (CPF), Cloranfenicol (CL), Gentamicina
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(GE), Netilmicina (NET), Nitrofurantoina (NF), Norfloxacino (NOF) vy
Sulfametoxazol/Trimetoprim (SXT) (Figura 15).

La dosis especificada por cada medicamento se encuentra en la tabla 3 para Gram

positivos y para Gram negativos en la tabla 4.

ABEL GUTIERREZ RAMOS Y/O
y INVESTIGACION DIAGNOSTICA
PT-35 Multibac 1.D.
»

Contenido:
L 50 multidiscos con 12 antimicrobianos para.

Racterias Gram (-) Serie 2

2 A (AK)  Geotsmic ,:\g]
Ampiciing < (AM) — Netbavcior
itroforanto + (F)
Carbeniclinn (CD) . NGBS~ o)
...

\

Figl:lra 17 Antibiogramas Gram (+) color azul y Gram (-) color rojo

Fuente propia

Tabla 3 Antibidticos para bacterias Gram (+) Tabla 4 Antibidticos para bacterias Gram (-)
GRAM (+) GRAM (-)
Antibiotico Dosis Antibidtico Dosis
AM 10 pg AK 30 pg
CF 30 pg AM 10 ug
CFX 30 pug CB 100 pg
CPF 5 ug CF 30 ug
CLM 30 pg CFX 30 ug
DC 1 ug CPF 5ug
E 15 ug CL 30 pg
GE 10 ug GE 10 ug
PE 10U NET 30 ug
TE 30 ug NF 300 pg
SXT 25 ug NOF 10 pg
VA 30 g SXT 25 ug
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CAPITULO Ill RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD DEL ACEITE DE Clinopodium
mexicanum

BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Tras realizar la prueba de Kirby Bauer con las bacterias de estudio ante la presencia
del aceite de Clinopodium mexicanum los resultados revelaron diferentes halos de
inhibicion para cada una de las bacterias Gram negativas (Tabla 5). Para
Escherichia coli (DH5 a) se hallé inhibicion en las cinco diferentes concentraciones
del aceite (al 100%, 80%, 60% y 40%). Para los halos de inhibicién que produjo
Clinopodium mexicanum al crecimiento bacteriano de E. coli se considerdé son
proporcionales a las concentraciones, es decir al 20% no se obtuvo un halo de
inhibicion, al 40% se registré un halo de 6.6mm, al 60% fue de 8mm, al 80% de
7.6mm y por ultimo la concentracion de 100% fue resulto ser de 13.3mm.

Para Escherichia coli enterotoxigénica (E9034A), Clinopodium mexicanum
inhibié su crecimiento conforme iba aumentando su concentracion se registré un
halo de 6mm a concentracion de 20%, para 40% se obtuvo una medicion
ligeramente mayor con valor de 6.6mm, seguida de 9.3mm para 60%, 11.6 mm a

80% y el ultimo halo fue de 16.3mm correspondiendo al 100%.

Para Escherichia coli enteropatégena (EPEC) E2348/69, Clinopodium
mexicanum, registro las siguientes mediciones para la concentracion minima del
aceite 20% conté con un halo de 7mm en comparacion con la concentracion
siguiente de 40% incremento ligeramente a 7.6mm, para 60% de 10mm,
posteriormente aumenté considerable a 22mm al 80% y el mayor halo fue de

37.3mm a la mayor concentracion que es 100%.

Pseudomonas aeruginosa PAOl1 ante la presencia del aceite Clinopodium
mexicanum, para este caso, se registraron halos a diferentes concentraciones

siendo que para concentraciones de 20% y 40% no se obtuvo inhibicion, mientras
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que para el 60% 15.6 mm siendo que para el 80% disminuyo ligeramente el halo a

15.3mm y el halo mayor alcanzado fue por la concentracién de 100% de 17.6mm

Para Shigella flexneri S17 los resultados obtenidos por Clinopodium mexicanum,
manifestaron los siguientes resultados, para 20% fue de 7.3mm, de 8.3 para el 40%,
posteriormente el diametro de los halos fue aumentando gradualmente acorde al
incremento de la concentracion del aceite en cuestidn, siendo que para el 60% se

registr6 una medida de 13mm, para el 80% 16.6mm y de 17mm para el 100%.

En el caso de Klebsiella pneumoniae K7, Clinopodium mexicanum registro
resultados referentes a la actividad contra el aceite esencial, para el porcentaje mas
bajo que es el 20% no hubo inhibicién, se obtuvo 7mm para el 40%, incrementd
considerablemente el halo a 18.3 mm para el 60% y al 80% resulté el mayor halo

de 24.6mm y finalmente a 100% registro un valor de 13mm.

BACTERIAS GRAM POSITIVAS

El aceite esencial de Clinopodium mexicanum también produjo inhibicion en
bacterias Gram positivas (Tabla 6) Para Staphylococcus aureus se registré
diferentes halos de inhibicién, sin embargo, a 20% y 40% no se obtuvo halo de
inhibicion, pero para el 60% aumentd considerablemente el halo con medida de
15.6mm, para el 80% con 19.6mm y la concentracion mayor corresponde a 100%

tuvo el mayor halo de 37mm.

Para finalizar, se prob6 la bacteria Steptococcus pneumoniae, Clinopodium
mexicanum compartié medidas nulas para las concentraciones de 20% y 40%; por
otra parte, se consiguio un halo de 7mm al 60%, siguiéo aumentando el halo acuerdo
a las concentraciones, por consiguiente, se obtuvo 9mm al 80% y a 100% registro

un valor de10.3mm.
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Tabla 3 Compendio de halos de inhibicion de bacterias patégenas Gram (-) frente al aceite de Clinopodium mexicanum

Escherichia coli
(DH5 a)

Escherichia coli
enterotoxigénica
(E9034A)

Escherichia coli
enteropatégena
(EPEC) E2348/69

Pseudomonas
aeruginosa PAO1

Shigella flexneri
S17

Klebsiella
pneumoniae K7
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Tabla 4 Compendio de halos de inhibicion de bacterias patégenas Gram (+) frente al aceite de Clinopodium mexicanum

Staphylococcus
aureus

Steptococcus
pneumoniae
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3.1.1 ACCION DE METABOLITOS DE Clinopodium mexicanum y COMPARACION
DE LA INHIBICION DE CRECIMIENTO DE BACTERIAS PATOGENAS GRAM
NEGATIVAS Y GRAM POSITIVAS

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales como
indicadores o marcadores de presencia de resistencia de las plantas Clinopodium
mexicanum resulta ser una nueva alternativa natural frente a bacterias patégenas y
resistentes. La Tabla 5 y 6 muestran los resultados obtenidos de la prueba de
susceptibilidad efectuado por el aceite esencial de la planta denominada
Clinopodium mexicanum contra la serie de bacterias patégenas a las cuales fueron
antagonistas, siendo E. coli E2348/69-EPEC, Pseudomonas aeruginosa PAOL,
Klebsiella pneumoniae K7, Shigella flexneri S17, Staphylococcus aureus, E. coli
E9034A, Streptococcus pneumoniae y E. coli DH5a; dicho ensayo se realizé por
triplicado, obteniendo los siguientes resultados promedio de las tres medidas en

cuestion.

De acuerdo a la Tabla 7 que contiene las medidas promedio de los halos de
inhibicibn en mm, el aceite esencial de Clinopodium mexicanum, demostré ser
eficiente contra bacterias tanto Gram (+) como Gram (-), lo que demuestra que
cuenta con un amplio espectro para contrarrestar ambas bacterias. Teniendo
medidas promedio de diametros de halos de inhibicion de hasta 37.3mm la cual
resultd ser la mayor medida que es el caso de E2348/69-EPEC esto a una
concentracion de 100% del aceite esencial de igual manera logro tener un efecto en
todas las concentraciones de dicho aceite asi como también 37mm en
Staphylococcus aureus, donde obtuvo respuesta nula a concentraciones de 40% y
20%; la tercera medida mas representativa pertenece a la bacteria Klebsiella
pneumoniae K7 donde obtuvo su mayor medida del halo de inhibicibn a una
concentracion de 80% esto puede resultar a que el aceite requiri6 un medio acuoso

en el cual pudiera desenvolver con una mayor efectividad su actividad.

Seguido de 17.6mm para la bacteria Pseudomonas aeruginosa PAO1 en donde de
igual manera esto se consiguié a una concentracion de 100% sin embargo a

concentraciones de 40% y 20% ya no se consiguié tener efecto, para Shigella
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flexneri S17 tuvo una medida del diametro promedio de 17mm a 100% al igual que
logro mantener su efecto de inhibicién en todas las concentraciones y para E. coli
E9034A alcanzo 16.3mm a la mayor concentracion; por ultimo también logro valores
en E.coli DH5 a que a pesar de ser un control positivo el efecto del aceite esencial
no logra identificar a bacterias patdégenas de controles positivos sino que reacciona.
Se puede notar que arremete con mayor éxito contra bacterias Gram (-), ya que
tiene efecto en ellas hasta un 40% a comparacion de lo que ocurre con las bacterias
Gram (+) asi como con el control + al cual también resulto ser antagonico el aceite.
Una caracteristica importante de los aceites esenciales y sus componentes es su
hidrofobicidad, que les permite particionar los lipidos de la membrana celular
bacteriana y la mitocondria, alterando las estructuras celulares y haciéndolas mas
permeables (Knobloch et al., 1986; Sikkema et al., 1994). Las fugas extensas de las
células bacterianas o la salida de moléculas e iones criticos provocan la muerte
(Denyer & Hugo, 1991).

Las paredes celulares de las bacterias Gram-positivas estan formadas
predominantemente por peptidoglicano unido a otras moléculas como proteinas o
acido teicoico (Nazzaro et al., 2013). Por otro lado, las bacterias Gram negativas
poseen una membrana externa que contiene lipopolisacéaridos hidrofilicos (LPS),
que crean una barrera frente a compuestos hidrofébicos como los que se
encuentran en los AE (Nikaido, 1994; Nikaido, 2003). Por lo tanto, se considera que
las bacterias Gram negativas son menos susceptibles a los efectos de los AE que

las Gram positivas (Trombetta et al., 2005).

Sin embargo, los resultados obtenidos demuestran que el aceite esencial de
Cliniopodium mexicanum, tiene un mayor efecto en bacterias patogenas Gram (-)
gue en las Gram (+); algunos investigadores averiguaron que la actividad
antimicrobiana de aceites esenciales no mostro diferencias notables entre los
valores de MIC de las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Saleem & Saeed,
2020; Ou et al., 2015; Diep et al., 2021; Mandalari et al., 2007; Al-Saman et al.,
2019). Aungque se ha hipotetizado que la membrana externa es casi impermeable a

los compuestos hidrofébicos, Plesiat et al. (Plesiat & Nikaido, 1992) argumentaron
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que algunos compuestos hidrofobicos podrian cruzar la membrana externa a través
de los canales de porina. El modo de accion del aceite esencial depende de su perfil

quimico y de la relacidon entre sus componentes activos (Bora et al., 2020).

El éxito obtenido también tiene una estrecha relacion con las diferentes sustancias
quimicas propias de la planta como lo son los metabolitos secundarios los cuales
actuan en defensa, asi como pueden tener la accion de inhibir agentes patdgenos;
a esto se le atribuye que la Piperitona que aumenta las actividades antibacterianas
de la nitrofurantoina y el furanidazol para los miembros de la familia
Enterobacteriaceae (Shahverdi et al., 2004a, 2004b), el &cido oleandlico (AO) y su
isbmero el acido ursolico (AU), compuestos importantes que forman parte de la cera
presente en la cuticula que recubre el fruto o las hojas (Koch & Ensikat, 2008), el
AU tiene propiedades son atribuidas a metabolitos secundarios ampliamente
distribuidos en las plantas de la familia Lamiaceae, esta molécula ha mostrado,
actividad antioxidante (Kashyap et al., 2016), anti-microbial (Mallavadhani et al.,
2004), gastroprotectora (Rodriguez, et al., 2003), anti-inflamatoria y analgésica
(Vasconcelos et al., 2014). Asi mismo se ha demostrado que el acido ursélico y sus
derivados tienen actividad antimicrobiana, como la inhibicion del crecimiento de
Staphylococcus aureus, organismos gramnegativos y Mcrosporium lenosum
(Zaletova et al., 1986).

Por consiguiente, la Naringenina es un flavonoide natural encontrado en grandes
cantidades en frutas y verduras ha evidenciado tener actividad antioxidante,
antibacteriana contra diferentes cepas y no muestra citotoxicidad (Porto et al., 2018;
Song et al., 2020). Otra propiedad es que actia como inhibidor de Quérum Sensing
(QS) durante la formacién de biopeliculas por bacterias Gram —y Gram +, también
actia contra bacterias patdgenas como L. monocytogenes, E. coli O157:H7 y S.
aureus, por ende, se piensa que este flavonoide puede ser utilizado como agente
antimicrobiano (Céliz et al., 2011; Yue & Yang, 2018). Otro elemento que puede
estar jugando un papel importante para la resistencia que esta planta presenta ante
algunas bacterias es la carvona (p-menta-6,8-dien-2-ona) es una sustancia

saborizante ampliamente utilizada en productos farmacéuticos, goma de mascar,
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pasta dental, enjuagues bucales, alimentos y bebidas (Rhodes & Winskill, 1985;
Davey et al., 2002; Carter et al., 2003; Pergentino et al., 2007). Adicionalmente, la
carvona se conoce como agente fungicida, insecticida y antibacterial (Carter et al.,
2003; De Carvalho & Da Fonseca, 2006; Tachibana et al., 2007).

Por otro lado, la hesperidina que a partir de ella se forma la hesperitina y la rutinosa
(Cho, 2006; Kumar et al., 2014), y demuestra varias propiedades biolégicas: éstas
presentan una amplia gama de propiedades farmacolégicas, como actividad
antiinflamatoria, antimicrobiana, anticancerigena, antitrombotica y antivirica (Hirata
et al., 2005; Hao et al., 2021; Olas, 2021; Paredes et al., 2003; Pyrzynska, 2022).

Asi mismo, en numerosos estudios han demostrado que la poncirina también
presenta diversas actividades farmacoldgicas, como efectos protectores contra las
enfermedades gastricas (Lee et al., 2009), antiinflamatorias (Kim et al., 2007), anti-
Alzheimer (Ali et al., 2019), antibacterianas y antivirales, ademas de defensa contra
el estrés (Bae et al, 1999; Kim et al., 1999). Las sustancias mencionadas
anteriormente contribuyeron al efecto de inhibicion al ponerse en contacto con las
diferentes bacterias patdégenas proporcionandole al aceite capacidades de
resistirlas, eso dependiendo de la concentracién a la cual fueron utilizadas cada una
de ellos, asi como con el tipo de bacteria en especifico, siendo asi que a pesar de

ello se obtuvieron resultados favorables.

Tabla 5 Mediciones de halos de inhibicion en mm frente al aceite de Clinopodium mexicanum

Clinopodium . .
mexicanum Microorganismos
. i E. coli el . Streptococcu
% Extracto E. coli DH5 entei'tg:()ilr_{]énia enteropatége nas Shigella Klebsiella Staphylococcus P S
© a S na izség/w- aer'ljjgicr;fsa flexneri S17 | pneumoniae K7 aureus pneumoniae
100% 13.3 mm 16.3mm | 37.3mm |17.6 mm 17 mm 13 mm 37 mm 10.3 mm
80% 7.6 mm 11.6 mm 22mm | 15.3mm | 16.6 mm 24.6 mm 19.6 mm 9 mm
60% 8 mm 9.3 mm 10 mm | 15.6 mm 13 mm 18.3 mm 15.6 mm 7 mm
40% 6.6 mm 6.6 mm 7.6 mm 0 mm 8.3 mm 7 mm 0 mm 0 mm
20% 0mm 0mm 7 mm 0 mm 7.3 mm 0 mm 0 mm 0 mm
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3.2 PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD DE LAS BACTERIAS DE ESTUDIO
ANTE LA PRESENCIA DE Agastache mexicana ssp. mexicana

BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Los resultados de pruebas de sensibilidad del aceite Agastache mexicana ssp.
mexicana para la bacteria Escherichia coli (DH5 a), hallé halos de inhibicién de
diferentes concentraciones que corresponden a 100%, 80%, 60%, 40% y 20%. La
Tabla 8 reqistr6 las bacterias Gram negativas donde, muestra que a
concentraciones bajas no hubo inhibicion alguna, a 60% 9.3mm, al 80% se registré
un halo de 10.6 mm y al 100% de 12.6 mm.

A la bacteria Escherichia coli enterotoxigénica (E9034A), Agastache mexicana
ssp. mexicana inhibié su crecimiento, donde a medida que aumentaba la
concentracion también lo hacian los halos de inhibicion, es decir, al 20% se registro
5.3mm, a 40% fue de 6mm para la concentracion de 60% fue de 6.6mm para el 80%
aumenté a 8.3 mm y al 100% se consiguio un valor de 9.6mm de didmetro del halo
de inhibicion.

En el caso de la bacteria Escherichia coli enteropatégena (EPEC), el aceite de
Agastache mexicana ssp. mexicana mostré un efecto inhibitorio nulo a la primera
concentracion de 20%, para el 40% incremento a 6.3mm, posterior a ello a 9.3mm
por parte del 60%, asi mismo el 80% registré una medida de 10.3mm y terminando

con 12.3mm de la mayor concentracion a 100% visualmente més notable.

No obstante, para Pseudomona aeruginosa PAOQl, Agastache mexicana ssp.
mexicana, no obtuvo inhibicidn en las concentraciones mas bajas que corresponden
al 20%, 40% y 60%; sin embargo, a la concentracion del 80% logroé registrar un halo

de 2.6mm y a la concentracién de 100% tampoco se obtuvo medida del halo.

Por lo que se refiere a la bacteria Shigella flexneri S17, el aceite de Agastache
mexicana ssp. mexicana tuvo efecto en las distintas concentraciones a las cuales

fue expuesta, resultando un halo de 6.6mm a 20%, 8.3mm para el 40% se observé
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un incremento para el 60% resultando un halo de 12mm, seguido de 13.6mm que

corresponde al 80% y asi finalmente el mayor halo fue a 15.6mm que es al 100%.

Lo que concierne a Klebsiella pneumoniae K7, Agastache mexicana ssp.
mexicana, logro inhibicién en todas las concentraciones a las cuales fue expuesto,
dentro de las cuales los halos fueron incrementando gradualmente de acuerdo a las
concentraciones tratadas, resultando para 20% 5.6mm de halo de inhibicion, para
40% 7.6mm, seguido de un halo de 8.6mm correspondiente al 60%, para el 80%
9.3mm y la ultima medicioén corresponde a la concentracion del 100% con 11.6mm

BACTERIAS GRAM POSITIVAS

El aceite Agastache mexicana ssp. mexicana logré inhibiciones para las bacterias
Gram positivas como lo muestra la Tabla 9 que para la bacteria Staphylococcus
aureus, el aceite de Agastache mexicana ssp. mexicana presento inhibicion a partir
de la concentracién del 40% dando un halo de 6.3mm, seguido de 8.3mm del 60%,
para la concentracion del 80% se registré un halo de 9.6mm y por ultimo para el
aceite puro que corresponde al 100% se alcanz6 un halo de 12.3mm.

Terminando con Streptococcus pneumoniae en donde Agastache mexicana ssp.
mexicana, a pesar de que en las primeras dos concentraciones correspondientes al
20% y 40% no se obtuvieron halos de inhibicién, sin embargo, para el 60% resulté
ser 5.3mm, en la concentracion del 80% un valor de 8.6mm y por ultimo a 100% se

registrd el mayor halo con medida de 10.6mm.
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Escherichia coli
(DH5 a)

Tabla 6 Compendio de halos de inhibicion de bacterias patégenas Gram (-) frente al aceite de Agastache mexicana ssp mexicana

Escherichia coli
enterotoxigénica
(E9034A)

Escherichia coli
enteropatégena
(EPEC) E2348/69

Pseudomonas

aeruginosa PAO1

Shigella flexneri
S17

Klebsiella
pneumoniae K7
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Tabla 7 Compendio de halos de inhibicién de bacterias patégenas Gram (+) frente al aceite de Agastache mexicana ssp mexicana

Staphylococcus
aureus

Steptococcus
pneumoniae
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3.2.1 ACCION DE METABOLITOS DE Agastache mexicana ssp. mexicana y
COMPARACION DE LA INHIBICION DE CRECIMIENTO DE BACTERIAS
PATOGENAS GRAM NEGATIVAS Y GRAM POSITIVAS

La Tabla 10 muestra resultados obtenidos de la prueba de susceptibilidad efectuado
por el aceite esencial de la planta denominada Agastache mexicana ssp mexicana
contra la serie de bacterias patégenas a las cuales fueron antagonistas, siendo E.
coli E2348/69-EPEC, Pseudomonas aeruginosa PAO1, Klebsiella pneumoniae K7,
Shigella flexneri S17, Staphylococcus aureus, E. coli E9034A, Streptococcus
pneumoniae y E. coli DH5q; dicho ensayo se realiz6 por triplicado, obteniendo los
siguientes resultados promedio de las tres medidas en cuestion.

En este caso, el mayor halo de inhibicion se obtuvo por la bacteria denominada
Shigella flexneri S17 con 15.6mm a una concentracién de 100%, sin embargo,
demostré tener un efecto en todas las demés concentraciones ademas de que al
igual que con el aceite esencial de Cliniopodium mexicanum ambos tienen un
impacto en esta bacteria; la bacteria E. coli DH5 a obtuvo la segunda medicion mas
alta considerando que es un control positivo el aceite la combatié del mismo modo
que si se tratara de alguna bacteria patégena; Staphylococcus aureus y E2348/69-
EPEC consiguieron alcanzar 12.3mm de inhibicidon a una concentracion de 100%
siendo bacterias Gram (+) y Gram (-) respectivamente aunado a ello se puede
observar que para ambos casos para el 20% ya no se tiene efectividad; en cuanto
a Klebsiella pneumoniae K7 a una concentracion de 100% registro una medida de
11.6mm y también obtuvo respuesta positiva en todas las demas concentraciones
y Streptococcus pneumoniae tuvo 10.6mm a la mayor concentracion, sin embargo,
a 40% y 20% no tuvo reaccion alguna asi como para E9034A a pesar de que no
tuvo un valor un alto a concentracion de 100% que resulta ser de 9.6mm obtuvo
mediciones en todas las demas concentraciones y finalmente para Pseudomonas

aeruginosa PAO1 solo se registré una medida a una concentracion del 80%.

Se ha descubierto que los productos naturales tienen grandes efectos en la
alteracion de la membrana bacteriana (Langeveld et al, 2013). Es probable que se
deba a la presencia de compuestos lipofilicos como hidrocarburos ciclicos, terpenos

y aromaticos que se encuentran en abundancia en las plantas aromaticas (Sikkema
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et al., 1995). Del mismo modo, Van de Vel et al. (Van de Vel et al., 2019) creen que
algunas moléculas de aceites esenciales son mas activas contra las bacterias
Gram-positivas, mientras que otras son activas contra bacterias Gram-negativas,
pero los mecanismos siguen siendo desconocidos. La mayoria de los estudios sobre
la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales han utilizado microorganismos
modelo para representar bacterias Gram-negativas y Gram-positivas,
respectivamente (Phan et al., 2019; Zhang et al., 2016; Wang et al., 2020).

Asi mismo, en el caso de la planta Agastache mexicana ssp. mexicana, se puede
deducir una vez observadas las reacciones que tuvieron las bacterias patégenas al
estar en contacto directo el aceite esencial, tal como las imagenes anteriores puede
mostrarlo, tomando eso en cuenta se puede alegar que metabolitos secundarios
tales como los fenilpropanoides juegan un papel muy importante en la habilidad que
tienen las plantas para contrarrestar el atague de patdégenos, entre estos se incluye
de manera general a las ligninas y compuestos fendélicos como los flavonoides, los
cuales toman parte en alguna de las multiples rutas precedidas por esta via (Dixon
et al., 2002; Vogt, 2010).

Compuestos de la familia de los terpenoides con propiedades antimicrobianas de
los cuales derivan de un precursor de cinco atomos de carbono, el difosfato de
isopentenilo y con base al nimero de unidades de isopentenilo se clasifican como
mono-, sesqui-, diterpenoides, entre otros, ademas la presencia y/o ausencia de
algunos grupos funcionales especificos que diversifican aiun mas los compuestos
que pertenecen a la misma subclase biosintética (Radulovic et al., 2013). Otro
compuesto terpenoide, el B-cariofileno, (BCP), encontrandose en muchos aceites
esenciales de especias en algunos alimentos y plantas medicinales (Horvéath et al.,
2012; Gertsch et al., 2008; Gertsch, 2008). Se ha demostrado que el cariofileno
tiene propiedades: antiedémico (Shimizu, 1990), fagorepelente (Keeler & Tu 1991),
antiinflamatorio (Shimizu, 1990), antitumoral (Zheng et al., 1992), bactericida (Kang

et al., 1992), insecticida (Jacobson et al., 1990) y espasmolitico (Duke, 1992).

Al igual que la planta Clinipodium mexicanum, que cuenta con la presencia de

triterpenos como el 4cido ursolico, también cuenta con el acido corosolico (AC), un
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triterpenoide pentaciclico, que es un componente activo del espino blanco

(Crataegus pinnatifida Bunge. var. major), ha venido mostrando diversas

actividades farmacolégicas como efectos antidiabéticos, antibacterianos,

anticancerigenos, antiinflamatorios y antioxidantes.

Otro de los flavonoides, es la acacetina que revela diversas actividades bioldgicas,
como antimicrobiana, antiinflamatoria, anticancerigena, antioxidante, antiobesidad,
antipaludica y vasorrelajante (Zhou et al.,, 2014). La acacetina es ampliamente
conocida por su actividad antimicrobiana contra distintos tipos de microbios. En un
informe anterior, la acacetina mostré efectos sinérgicos con la oxacilina o la
ampicilina. Mostré actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus resistente

a la meticilina aislado clinicamente (Cha et al., 2014).

No solo exhibe un efecto pronunciado sobre el crecimiento de Staphylococcus
aureus, sino que también mostré una inhibicion moderada contra Enterococcus
faecalis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Komape et al., 2014).
Informes anteriores indicaron que la acacetina inhibe el crecimiento de varios
microbios grampositivos, gramnegativos, acidorresistentes y hongos (Joseph et al.,
2015).

Tabla 8 Mediciones de halos de inhibicion en mm frente al aceite de Agastache mexicana ssp., mexicana

Agastache
mexicana . .
Microorganismos
ssp.
mexicana
. E. coli :
E. coli DH5 E.coli | enteropatogena | PSeUdOmonas | ghigella e Staphyl Streptococcus
% Extracto a entelrzoégngenlca Ezggg/gg' aerggg\fsa flexneri S17 pneulr(n70nlae apazrzzt;ccus haumonia
100% 12.6 mm 9.6 mm 12.3 mm 0 mm 15.6 mm 11.6 mm 12.3 mm 10.6 mm
80% 10.6 mm 8.3 mm 10.3 mm 2.6 mm 13.6 mm 9.3 mm 9.6 mm 8.6 mm
60% 9.3 mm 6.6 mm 9.3 mm 0 mm 12 mm 8.6 mm 8.3 mm 5.3 mm
40% 0mm 6 mm 6.3 mm 0 mm 8.3 mm 7.6 mm 6.3 mm 0 mm
20% 0 mm 5.3 mm 0 mm 0 mm 6.6 mm 5.6 mm 0 mm 0 mm

61




3.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD DE LOS PATOGENOS A
ANTIBIOTICOS COMERCIALES

Se obtuvo el comparativo de inhibicion que presentaron las diferentes bacterias con
respecto a los antibiéticos, los cuales se dividen en Gram negativos y Gram
positivos de las bacterias patégenas utilizadas, donde se pueden observar los halos
de inhibicion resultantes de las bacterias que resisten la serie de antibitticos a las
cuales son expuestas. Como primera parte se pueden observar los halos de
inhibicion de las bacterias Gram negativas acompafiadas de la Tabla 11 de
Mediciones de la resistencia en mm de antibiogramas a las diferentes bacterias
Gram (-), por otra parte la Tabla 14 respecta a bacterias Gram positivas donde
presenta Mediciones de la resistencia en mm de antibiogramas a las diferentes
bacterias Gram (+) donde se encuentran los diferentes antibidticos a los cuales
fueron expuestas las bacterias patdgenas, asi como la dosis que contiene el
antibiograma de cada medicamento, ademas de los diametros de inhibicion
resultantes de cada respectivo grupo de bacterias.

Por otra parte, Tabla 12 muestra la categorizacion de las bacterias Gram (-) y la
Tabla 15 de categorizacion de bacterias Gram (+), donde las interpretaciones
seguidas por las normas establecidas por el NCCLS que corresponde al resultado
de los halos donde se indica si una cepa es sensible, intermedio o resistente; en
donde sensible hace referencia a que la infeccion por la cepa puede tratarse
adecuadamente empleando dosis habituales de antimicrobiano, se dice intermedio
cuando el halo se aproximado a las concentraciones de antimicrobiano emplean
dosis mas elevadas de lo habitual y es resistente cuando los microorganismos que
no se inhiben a concentraciones habituales o microorganismos en los que existen

mecanismo de resistencia especificos para el agente estudiado.

Siguiendo lo anterior la Tabla 13 y 16 muestran la categorizacién, de los aceites
esenciales de Clinopodium mexicanum y Agastache mexicana ssp. mexicana a

diferentes concentraciones y con el antibidtico mas utilizado para la serie de
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bacterias patdgenas pudiendo apreciar una comparativa en la inhibicion por parte

de antibitticos comerciales y aceites naturales.

ANTIBIOGRAMAS GRAM (-)
E. coli DH5a

Figura 18 Antibiograma E.coli DH5 o

a) Posterior b) Frontal

E. coli enterotoxigénica E9034A

a) b)

Figura 19 Antibiograma E.coli E9034A
a) Posterior b) Frontal

E. coli enteropatégena E2348/69-EPEC

Figura 20 Antibiograma E2348/69- EPEC

a) Posterior b) Frontal
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Pseudomonas aeruginosa PAO1

Figura 21 Antibiograma de Pseudomonas aeruginosa

a) Posterior b) Frontal

Shigella flexneri S17
a)

—— — —

Figura 22 Antibiograma de Shigella flexneri S17

a) Posterior b) Frontal

Klebsiella pneumoniae K7

Figura 23 Antibiograma Klebsiella pneumoniae K7

a) Posterior b) Frontal



Tabla 9 Mediciones de la resistencia en mm de antibiogramas a las diferentes bacterias Gram (-)

ANTIBIOTICOS

S=Sensible, I=Intermedio, R=Resistente

AK AM CB CF CFX CPF CL GE NET NF NOF SXT
CARGA DISCO 30 ug 10 pug | 100 ug | 30 ug 30 ug 5 ug 30 ug 10 pg 30pug | 300pug | 10ug 25 ug
E. coli-DH5 a 12mm | 11 mm | O mm Omm |[16mm | 18 mm | 13mm | 14mm | 15mm | 7mm | 11 mm | 20 mm
(7}
g E. coli- E9034A 13mm | Omm 0 mm Omm [ 18mm | 20mm | 23 mm | 13 mm | 0 mm 9 mm 11 mm | 16 mm
)
RO E2348/69-EPEC 8 mm 0 mm 0 mm Omm |18 mm | 17 mm | O mm 8mm | 13mm | O0mm 13 mm 0 mm
< s
O
o é Psegdomonas 1I3mm | Omm | 20mm | Omm | 22mm | 23mm | 15mm | 11 mm | 12 mm | Omm | 13mm | 11 mm
oG aeruginosa PAO1
O N "
% Shlgellsa1f7lexner| 12mm | Omm Omm | 22mm | 25mm | 18 mm | Omm | 12mm | 14 mm | 16 mm | 17 mm 0 mm
= Klebsiella
. 12mm | Omm Omm | 12mm | 24mm | 16 mm | Omm |11 mm [ 13mm | 9mm | 15 mm 0 mm
pneumoniae K7
Tabla 10 Categorizacion de las bacterias Gram (-) referente a antibiogramas
ANTIBIOTICOS
AK AM CB CF CFX CPF CL GE NET NF NOF SXT
CARGA DISCO 30 ug 10 ug | 100 ug | 30 pg 30 ug 5ug 30 ug 10 pg 30ug | 300 ug | 10 Mg 25 ug
% E. coli-DH5 a R R R I I | | R S
Q E. coli- E9034A R R R | ! S ! R S
)
<Zt O E2348/69-EPEC R R R R | I R R | R | R
=
O
g < Pseudomona R - S R | S | R R R | !
O G5 aeruginosa PAO1
% Shigella flexneri S17 R R R S S I R R I I S R
= Klebsiella R R R R S | R R | R | R
pneumoniae K7
**Interpretacion de resultados: 65




Tabla 11 Comparacion aceite Clinopodium mexicanum a diferentes concentraciones y antibiotico mds utilizado

Clinopodium mexicanum Porcentajes de dilucién del aceite
Microorganismos) Antibiético mas 100% 80% 60% 40% 20%
utilizado
E. coli DH5 a N ' R R R
Gentamicina GE 13.3 mm 7.6 mm 8 mm 6 mm -
E. coli S R R R
enterotoxigénicaE9034A Netilmicina NET 16.3 mm 11.6 mm 9.3 mm 6.6 mm -
E. coli
enteropatégenaE2348/69- o S S R R R
EPEC Amikacina AK 37.3mm 22mm 10mm 7.6mm mm
Pseudomonas I | |
aeruginosa PAQ1 Ciprofloxacino CPF 17.6mm 15.3mm 15.6mm - -
. . S S I R R
Shigella flexneri S17 Ampicilina AM 17mm 16.6mm 13mm 8.3mm 7.3mm
: Gentamicina
Klebsn_ellaK7 GE | S S R
pneumoniae 13mm 24.6mm 18.3mm mm -
Staphylococcus S S S
aureus Vancomicina VA 37mm 19.6mm 15.6mm - -
Streptococcus R R R
pneumoniae Cefotaxima CFX 10.3mm 9mm 7mm - -
**Interpretacion de resultados:
S=Sensible, I=Intermedio, R=Resistente
Rangos de halos de sensibilidad en mm:
e Amikacina; R=<14, 1=15-16, S= 2 17 e Vancomicina; S=2 15
e Netilmicina: R= 12, 1=13-14, S=2 15 e Cefotaxima; R= <14, S=2 23
e Gentamicina; R= 12, 1=13-14, S=> 15 e Ciprofloxacino; R= <14, 1=15-20, S== 21

e Ampicilina; R=<11, I=12-13, S== 14



De acuerdo a lo mostrado anteriormente, ahora procede el perfil de susceptibilidad
por parte de las bacterias Gram positivas, frente a las bacterias patégenas a las
cuales fue expuesto, de la misma manera se cuenta con una tabla que contiene las
mediciones de la resistencia en mm de antibiogramas a las diferentes bacterias
Gram (+), asi como la interpretaciones seguidas por las hormas establecidas por el
NCCLS que corresponde al resultado de los halos donde se indica si una cepa es
sensible, intermedio o resistente que corresponde a la Tabla 15 Categorizacion de
las bacterias Gram (+) referente a antibiogramas

ANTIBIOGRAMAS GRAM (+)

Staphylococcus aureus

a)

Figura 24 Antibiograma Staphylococcus aureus
a) Posterior b) Frontal

Streptococcus pneumoniae

Figura 25 Antibiograma Streptococcus pneumoniae

a) Frontal
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Tabla 12 Mediciones de la resistencia en mm de antibiogramas a las diferentes bacterias Gram (+)

ANTIBIOTICOS

S=Sensible, I=Intermedio, R=Resistente

AM CF CFX CPF CLM DC E GE PE TE SXT VA
CARGA DISCO 10 pg 30 ug 30 ug 5 ug 30 ug 1 pg 15 pg 10 pug 10U 30 ug 25 ug 30 ug
o)
g, Stapgzlr(;izccus 0mm 19 mm 9 mm 8 mm 3mm | 7mm 10 mm Omm | Omm 14 mm 0 mm 5mm
zz
<
g 2
8 & Streptococcus
2 . 0mm 17 mm 11 mm 12 mm 6mm | 3mm 13 mm 5mm | O mm 8 mm 0 mm 8 mm
o pneumoniae
=
Tabla 13 Categorizacion de las bacterias Gram (+) referente a antibiogramas
ANTIBIOTICOS
AM CF CFX CPF CLM DC E GE PE TE SXT VA
CARGA DISCO 10 pg 30 ug 30 ug 5ug 30 ug 1 ug 15 pg 10 pug 10U 30 ug 25 ug 30 ug
8
: SEIEEEES R S R R R R R R R R R R
Z = aureus
S s
€ <
85 Streptococcus
g : R | R R R - R R R R R R
= pneumoniae
**Interpretacion de resultados:
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Tabla 14 Comparacion aceite Agastache mexicana ssp. mexicana a diferentes concentraciones y antibiotico mds utilizado

Agastache mexicana ssp. mexicana

Porcentajes de dilucion del aceite

Antibiético mas

Microorganismos o 100% 80% 60% 40% 20%
utilizado
. [ R R - -
E. coli DH5 a Gentamicina GE 12.6 mm 10.6 mm 9.3 mm
E. coli enterotoxigénica R R R R R
E9034A Netilmicina NET 9.6 mm 8.3 mm 6.6 mm 6 mm 5.3 mm
E. coli enteropatégena R R R R
E2348/69-EPEC Amikacina AK 12.3 mm 10.3 mm 9.3 mm 6.3 mm -
Pseudomonas R - -
aeruginosa Pa0l Ciprofloxacino CPF - 2.6 mm -
. . S S I R R
Shigella flexneri S17 Ampicilina AM 15.6 mm 13.6 mm 12 mm 8.3 mm 6.6 mm
: : Gentamicina
Klebsiella Iggeumomae GE R R R R R
11.6 mm 9.3 mm 8.6 mm 7.6 mm 5.6 mm
Staphylococcus I R R R
aureus Vancomicina VA 12.3 mm 9.6 mm 8.3 mm 6.3 mm
Streptococcus R R R - -
pneumoniae Cefotaxima CFX 10.6 mm 8.6 mm 5.3 mm

**Interpretacion de resultados:

§=Sensible, I=Intermedio, R=Resistente

Rangos de halos de sensibilidad en mm:

e Amikacina; R= <14, 1=15-16, S= 217

¢ Netilmicina; R=12, I=13-14, S=2> 15

e Gentamicina; R=12, 1=13-14, S=> 15
e Ampicilina; R=<11, I=12-13,S=2 14

Vancomicina; S=2= 15

Cefotaxima; R= <14, S== 23

Ciprofloxacino; R= <14, |=15-20, S= 21
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En lo que respecta a la Tabla 13 que hace referencia a la Categorizacion de
Clinopodium mexicanum de bacterias Gram negativas y Gram positivas a diferentes
concentraciones y con el antibiético mas utilizado, se puede observar que en la
mayoria de los casos se logré obtener que una inhibicion considerable por parte del
aceite esencial, puesto que de las ocho bacterias patdogenas la mitad de ellas
resultaron ser sensibles a la mayor concentracion de aceite, por otra parte tres
bacterias resultaron tener una inhibicién intermedia y solamente una ellas resulto
ser resistente. Asi mismo la concentracion a la cual resulto el aceite esencial de

Clinipodium mexicanum tener efectividad fue a 60% en la mayoria de los casos.

Al observar la Tabla 12 que respecta a la Categorizacion de las bacterias Gram (-)
referente a antibiogramas, se puede notar que los antibiéticos utilizados con mayor
frecuencia o de primera linea que se prescriben para cada bacteria se muestra que
tiene un perfil que resulta ser resistente esto referente a antibiogramas de tipo
comercial, los medicamentos corresponden a Amikacina (AK), Ampicilina (AM) y
Carbenicilina (CB); en donde estos medicamentos generan halos de inhibicion que
demuestra ser Resistente siendo igual o menor a 14 mm, Intermedio con un
intervalo de 15 a 16 mm y Sensible a 17mm en el caso de Amikacina ; Resistente
igual 0 menor a 11 mm, Intermedio a un intervalo de 15 al6 mmy Sensible a 14
mm para Ampicilina y es Resistente igual o menor a 18 mm, Intermedio a intevalo
de 18 a 22 mm y Sensible a 23 mm para Carbenicilina; en donde al comparar esto
con el aceite esencial de Clinipodium mexicanum puro logra superar dichas medidas
de diametro con 37.3 mm para la bacteria E. coli enteropatégena E2348/69 EPEC;
al remitirse nuevamente a la Tabla 13 estos medicamentos fueron superados por la

inhibicién que provoco el aceite esencial.

Por otra parte, la Tabla 16 donde muestra la Categorizacion de Agastache mexicana
ssp. mexicana a diferentes concentraciones y con el antibiotico mas utilizado para
el grupo de bacterias Gram positivas y Gram negativas con el antibiético mas
utilizado en cada caso, en dicha tabla se puede observar que solamente una

bacteria fue sensible que corresponde a Shigella flexneri que en ambos aceites
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esenciales resulto tener inhibicién, mientras que dos bacterias resultaron tener una

inhibicion intermedia y la mayoria de ellas resulto ser resistente.

Y en la Tabla 15, la Categorizacion de las bacterias Gram (+) referente a
antibiogramas logré demostrar que para los primeros antibiéticos de primera linea
que se prescriben son Ampicilina (AM), Cefalotina (CF) y Cefotaxima (CFX). En
donde los halos de sensibilidad comprenden las siguientes medidas, para
Ampicilina es Resistente igual o menor a 11 mm, Intermedio a un intervalo de 12 a
13 mm y Sensible a 14 mm; para Cefalotina es Resistente igual o menor a 14 mm,
Intermedio a un intervalo de 15 al7 mm y Sensible a 18 mm y por ultimo para
Cefotaxxima es Resistente igual 0 menor a 14 mm y Sensible a 23 mm. Por lo que
el aceite esencial de Agastache mexicana ssp. mexicana desarrollo diametro de

15.6 mm para Shigella flexneri lo cual supera la sensibilidad que causa la Ampicilina.

3.4 CONCLUSIONES

La presente investigacion, evalud la actividad antimicrobiana de aceites esenciales
de Clinopodium mexicanum y Agastache mexicana ssp. mexicana contra bacterias
patégenas, asi como la determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana contra
estas bacterias Gram (+) y Gram (-) comparando la eficiencia de inhibicion que
presentan y como representan una alternativa. Los resultados de este estudio
apoyan la idea de que los aceites esenciales de estas plantas tienen una actividad
antimicrobiana que resulta ser un buen antimicrobiano. Los experimentos
ejecutados confirman que Clinopodium mexicanum logré inhibir el crecimiento de
todas las bacterias, sin embargo, en algunas de ellos se obtuvieron mejores
resultados generando una mayor inhibicion con el aceite puro, como E. coli

E2348/69-EPEC y Staphylococcus aureus con halos de valores de 37.3 y 37 mm.

Al comparar el antimicrobiano con el antibiético mas utilizado para la bacteria E.

coli E2348/69-EPEC que es Amikacina (AK) se pudo demostrar que es sensible a
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este aceite esencial pues funge como antimicrobiano a concentraciones de 100% y
80%; para Staphylococcus aureus resulto obtener una resistencia en
concentraciones de 100%, 80%% y 60% donde actualmente el antibiético mas
utilizado es la Vancomicina (VA).

En cuanto a Agastache mexicana ssp. mexicana demostrd la inhibicion de
algunas bacterias, en menor proporcién que en comparacion de la primera planta,
aunado a eso la mayor inhibicién se logro en la bacteria Shigella flexneri S17 donde
se logro obtener una medida promedio de 15.6 mm a una concentracion del 100%,
seguido de una medida de 12.6mm en E. coli DH5 a. Al comparar el antimicrobiano
con el antibiético méas utilizado para tratar a la bacteria Shigella flexneri S17 que es
Ampicilina (AM) donde demostr6 que a una concentracion de 100% y 80% tiene un
rango de inhibicion que corresponde a que es sensible en ambos casos y a 60%
resultdé ser intermedia, por otra parte, para la bacteria E. coli DH5 a solamente

consiguio tener un resultado intermedio en la concentracién de 100%.

Se log6 evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales testeados de
gue contienen principios bioactivos y una vez sustentado y comparados los
resultados de eficiencia de inhibicién arrojados por los antibiéticos y aceites
esenciales de plantas se puede estimar que estos aceites poseen una actividad
antimicrobiana la cual les confiri6 el poder de inhibicion contra bacterias patdégenas
Gram (+) y Gram (-) por lo cual resultan ser nuevas alternativas para inhibir bacterias
resistentes a antibidticos, ademas de que no se habian probado las propiedades
antimicrobianas que pueden llegar a tener estos aceites lo cual hace innovadora
esta propuesta natural. Es importante resaltar que los aceites esenciales ocupados
son de plantas endémicas las cuales poseen caracteristicas que les permitid inhibir
a bacterias patdégenas probadas, causantes de enfermedades tanto respiratorias
como gastrointestinales, sin embargo, se requeririan estudios mas detallados para
encontrar aguellas sustancias bioactivas que son propias de las plantas y que al
ser comparadas con antibioticos de prescripcion médica resultan tener un mayor

éxito en cuanto a la inhibicién que estos generan .
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3.5 COSTO BENEFICIO

Finalmente, se pudo demostrar que los aceites esenciales de Clinopodum
mexicanum y Agastache mexicana spp. mexicana tienen una actividad
antimicrobiana contra bacterias patdgenas por lo que resultan ser una nueva
alternativa natural frente a estos patdgenos y en comparacion con antibioticos
comerciales los cuales cada vez resultan menos efectivos y aunado a ello sus
precios van incrementando; el uso de aceites esenciales no implica un gasto mayor
y se evidencio que tiene un gran impacto antagonico contra bacterias tanto gran

positivas como negativas es decir es de amplio espectro.

En cuanto a gastos reportados por el Laboratorio Fig 5, 305 en la Facultad de
Ingenieria Quimica de la Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla se tiene que
para la planta de Clinopodum mexicanum la cual manifestd6 un mayor efecto
antagonista contra las bacterias resistentes a antibiéticos en el mercado tiene un

valor comercial de $160.00 el kilogramo de planta seca.

Contando gastos generados como lo son insumos, energia eléctrica y las corridas
necesarias para la obtencion del aceite esencial se registré que 1 ml de aceite
esencial de Clinopodum mexicanum tiene un valor de $56. Para el estudio realizado
se ocuparon 75 de aceite esencial por bacteria, testeando un total de 8 bacterias
patdgenas en total se ocuparon 600u de aceite esencial lo que equivale a 0.6 ml

siendo asi un total de $33.6.
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