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Resumen

Introduccién. Contar con método rapido y fiable para la determinacion de la Concentracion
minima inhibitoria (CMI) es clave para reducir la prescripcion inapropiada de antibioticos,
causa principal de la resistencia bacteriana. Ademas, el efecto téxico de estos, ha motivado
al estudio de nuevas alternativas de tratamiento. Los aceites esenciales (AEs) de Citrus
latifolia y Citrus sinensis por sus componentes quimicos principales, han demostrado en
estudios previos tener actividades bioldgicas importantes, tales como antibacteriana,
antimicotica y antimutagénica. Objetivo. Evaluar la actividad antibacteriana de los aceites
esenciales de Citrus latifolia y Citrus sinensis por citometria de flujo comparando su
reproducibilidad con el método de cuenta viable. Material y métodos. El microscopio de
fluorescencia fue utilizado para observar la especificidad de la tincion dual SYTO9/PI. Las
propiedades antibacterianas de los AEs de C. latifolia y C. sinensis fueron evaluadas por la
técnica de citometria de flujo y cuenta viable en E. coli. Resultados. La tincion dual
SYTO9/PI mostr6é algunas limitaciones tales como la observacién de una “poblacion
desconocida” cuando se realizé la contratincion en las evaluaciones de sensibilidad
antibacteriana, asi como una fluorescencia amarilla en la poblacion tefiida con PI cuando
fue observada con el filtro rojo del microscopio de fluorescencia. Se determiné la CMI de
amikacina por el método de cuenta viable, pero no por la técnica de citometria de flujo. Los
AEs de C. latifolia y C. sinensis presentaron un efecto constante cuando fueron evaluados
por la técnica de citometria de flujo a las condiciones de 3h de incubacion a 37°Cy 70 rpm.
Ademas, se observd una disminucion del efecto antibacteriano de amikacina en
combinacion con los AE’s cuando fueron evaluados, generando valores de CMI para
amikacina menores a los obtenidos cuando este antibiotico fue evaluado individualmente.
Conclusiones. Los AEs de C. latifolia y C. sinensis no presentan actividad antibacteriana
frente a E. coli a las condiciones de evaluacion, por la técnica de citometria de flujo y el
método de cuenta viable. Puede deberse a el tiempo de exposicién de E. coli a los AEs.
Ademas, presentan un efecto antagdnico contra amikacina, que puede deberse a la

modificacion la solubilidad de amikacina por solventes organicos presentes en los AE.



Abstract

A fast and reliable method for the determination of MIC is key to reducing the inappropriate
prescription of antibiotics, the main cause of bacterial resistance. In addition, the toxic effect
of these has motivated the study of new treatment alternatives. Citrus latifolia and Citrus
sinensis essential oils (EOs) due to their main chemical components, have been shown in
previous studies to have important biological activities, such as antibacterial, antifungal and
antimutagenic. Objective. Evaluate the antibacterial activity of the essential oils of Citrus
latifolia and Citrus sinensis by flow cytometry comparing their reproducibility with the viable
count method. Material and methods. The fluorescence microscopy was used to observe
the specificity of SYTO9/PI dual staining. The antibacterial properties of EOs of C. latifolia
and C. sinensis were evaluated by the flow cytometry technique and viable count in E. coli.
Results. SYTO9/PI dual staining showed some limitations such as the observation of an
“‘unknown” population” when we made the counterstaining in antibacterial sensitivity
evaluations and yellow fluorescence in the Pl-stained population when it was observed with
the red filter under the fluorescence microscopy. MIC of amikacin was determined by the
viable counting method, but not by the flow cytometry technique. The EOs of C. latifolia and
C. sinensis showed a constant effect when were evaluated by the flow cytometry technique
at the conditions of 3 h of incubation at 37°C and 70 rpm. In addition, a decrease in the
antibacterial effect of amikacin was observed with EOs when they evaluated, generating
MIC values for amikacin lower than those obtained when this antibiotic was evaluated
individually. Conclusion. The EOs of C. latifolia and C. sinensis don’t show antibacterial
activity against E. coli under the evaluation conditions by flow cytometry and the viable count
method. It may be due to the time of exposure of E. coli to EOs. In addition, they present an
antagonistic effect against amikacin, which may be due to the modification of the solubility

of amikacin by organic solvents present in Eos.
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1. Marco teodrico

El aumento en el nidmero de patdégenos resistentes a agentes antibacterianos ha
comprometido la eficacia de los antibi6ticos y han estado involucrados en rangos elevados
de morbilidad, mortalidad y conducido a una importante carga econdmica. De hecho, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha identificado a la resistencia antibacteriana

como una de las amenazas mas graves para la salud en todo el mundo [1].

Este riesgo de resistencia ha motivado el desarrollo de nuevas opciones antibacterianas
profilacticas y terapéuticas, particularmente aquellas de origen natural. Los aceites
esenciales (AEs) y sus componentes quimicos son considerados como candidatos

prometedores [2].

1.1 Aceites esenciales

Definicién

Son aceites volatiles, producto del metabolismo secundario de las plantas, generalmente
obtenidos a través de destilacion por arrastre de vapor o cold-pressing, a diferencia de los

extractos de plantas, que involucran el uso de solventes tales como acetona, etanol o

hexano para su extraccion [3].

Propiedades fisicas

Se caracterizan por ser transparentes, raramente coloridos y solubles en lipidos vy
compuestos organicos [4]. Son una mezcla de componentes, como monoterpenos,
sesquiterpenos, derivados oxigenados y alcanos de bajo peso molecular, alcoholes,
aldehidos, cetonas, esteres y acidos, los cuales se encuentran asociados a compuestos no
volatiles como: parafinas y ceras [5]. Pueden estar presentes en todos los érganos de la
planta, incluyendo capullo, flor, hoja, semilla, tallo, fruto, raiz, madera o corteza, pero
generalmente estan almacenados en las células secretoras, cavidades, canales y células
epidérmicas [6]. Son ampliamente utilizados en la industria cosmética farmacéutica y de

alimentos [7].
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Propiedades bioldgicas

Poseen propiedades antisépticas como son: bactericida, viricida y fungicida, y medicinales
como, antiinflamatoria, sedante, neuroprotector, neuromodulador y espasmolitico [8].
Ademas de su actividad antimutagénica y antioxidante [4].

Beum et al. [9] ha demostrado el efecto antinflamatorio del AE Chamaecyparis obtusa sobre
la inflamacién inducida por LPS (lipopolisacarido) en ratas. La concentracién sérica de
PGEZ2 (Prostaglandina E2) fue reducida cuando las ratas fueron tratas con el AE.

Por otro lado, Okello et al. [10] ha reportado la actividad inhibitoria in vitro del AE de
Narcissus poeticus perteneciente a la familia Amaryllidacea frente a las enzimas
acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BChE), involucradas en la degradacioén del
neurotransmisor acetilcolina. Un porcentaje de inhibicion del 39% fue observado a la
concentracion de 0.1 mg/mL. El andlisis de GC-MS revel6 la presencia de dos componentes
principales: benzoato de bencilo (19%) y alcohol bencilico (11%) con una serie de

compuestos menores.

Un estudio realizado por Pandini, J.A et al. [11] demostrd la actividad antimicrobiana del AE
de Guarea kunthiana frente a Salmonella entérica (S. entérica) subsp. Enterica ATCC
14028, Pseudomona aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC 27853, Proteus mirabilis (P.
mirabilis) ATCC 25933, Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923; Enterococcus
faecalis (E. faecalis) ATCC 19433; Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) ATCC
12228; y Bacillus subtilis (B. subtilis) CCD-04 con rango de valores de CMI de 13.6 a 3500
Mg/mL para bacterias Gram positivas y de 7000 ug/mL para bacterias Gram negativas, con
excepcion frente a Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922 y Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) ATCC 13883 que presentaron resistencia a la accion del AE. Las bacterias
Gram positivas mostraron mayor susceptibilidad a la accién del AE que las bacterias Gram
negativas. Siendo sus componentes principales a- zingibereno (34.48 %), B-

sesquifelandreno (22.90 %) y a-curcumeno (16.17 %).
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Mecanismo de accién en bacterias

Diversos AEs han sido reportados por poseer un amplio rango de inhibicién contra un gran
namero de bacterias Gram negativas y Gram positivas. Debido a su naturaleza lipofilica,
pueden penetrar facilmente a la célula bacteriana, por ello se ha observado que el
mecanismo de accion esta basado en su habilidad para alterar la pared celular y la
membrana citoplasmatica, conduciendo a lisis y pérdida de componentes intracelulares,
especialmente iones [12], asi como de generar reduccién del potencial de membrana,
interrupcion de la bomba de protones y agotamiento de ATP’s (adenosina trifosfato), entre
otros. Se ha establecido también, que el efecto antibacterial puede depender de una serie
de reacciones bioquimicas propias de la bacteria, asociadas a la proporcion y tipo de

constituyentes de los aceites [13].

La diferencia en la susceptibilidad microbiana entre bacterias Gram positivas y Gram
negativas puede ser atribuida a la estructura y composicion de la envoltura celular
(membrana citoplasmatica y/o membrana externay pared celular). La pared de las bacterias
Gram negativas es mas compleja la cual esta constituida por una delgada capa de
peptidoglucano adyacente a la membrana citoplasmética y una membrana externa
compuesta por fosfolipidos y lipopolicaridos; presenta canales hidrofilicos, llamados
porinas, que generalmente excluyen la entrada de sustancias hidrofébicas a través de la
membrana externa, lo cual nos explicaria porque se ha hipotetizado que los AE’s son mas
eficaces contra bacterias Gram positivas que contra las Gram negativas. Sin embargo,
Lopez-Romero et al. [12] ha demostrado que las bacterias Gram negativas no presentan
resistencia a componentes de los AE’s mientras que las bacterias Gram positivas debido a
la presencia de capa gruesa de peptidoglucano en su pared que le confiere rigidez y
dificultad en la penetracién de antimicrobianos, son menos sensibles. De hecho, se ha
evidenciado que algunos componentes fendlicos como son carvacrol y timol, han

presentado capacidad para alterar la membrana externa a través de la liberacién del LPS.
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Efecto sinérgico

Se ha demostrado que los AEs pueden no producir un efecto inhibitorio cuando se utilizan
solos, pero cuando son usados en combinacién con un farmaco estandar, el efecto
sobrepasa su desemperio individual generando una mejor actividad antibacteriana. Esta
actividad sinérgica ha sido encontrada para reducir la dosis de antibiético en el tratamiento
de infecciones, disminuyendo asi los efectos adversos [3].

Por ejemplo, Fadli et al. [14] evalué el efecto antibacteriano de la asociacion entre
antibioticos (ciprofloxacino, gentamicina, pristinamicina y cefixima) y los AEs de Thymus
maroccanus y Thymus broussonetii, en bacterias involucradas en infecciones nosocomiales
resistentes a antibiéticos. De 80 combinaciones evaluadas entre los dos AEs y los 4
antibiéticos, 57 (71%) mostraron sinergismo total, 16 (20%) presentaron una interaccion
sinérgica parcial y 7 combinaciones (9%) no presentaron efecto. De las 10 combinaciones
realizadas entre T. maroccanus y T. broussonetii, seis mostraron sinergismo total (FIC< 0.5)
y 4 fueron parcialmente sinérgicas; su rango de FIC fue de 0.56 a 0.75. La mejor actividad
antimicrobiana fue obtenida con la combinacion del AE de T. maroccanus y ciprofloxacino
en la cual el rango del indice FIC fue de 0.09 a 0.37, el cual fue observado en bacterias
Gram positivas y Gram negativas. La combinacion del AE de T. maroccanus con
gentamicina o pristinamicina mostro efecto sinérgico total contra todas las cepas evaluadas,
excepto para Salmonella spp. Ademas, el sinergismo total (FIC=< 0.5) y parcial (0.5 < FIC <
0.75) fue observado entre el AE de T. broussonetii y los antibiéticos ciprofloxacino,
gentamicina y pristinamicina, y el rango de FIC fue de 0.14 a 0.62, de 0.09 a 0.62 y de 0.31
a 0.75, respectivamente. El carvacrol, el principal componente de los dos AE’s, logré reducir
la resistencia a ciprofloxacino de diferentes cepas evaluadas. Para bacterias Gram
negativas (E. coli, Salmonella sp., E. cloacae, K. pneumoniae), logré disminuir la CMI de
ciprofloxacino cuatro veces. Mientras que para las bacterias Gram positivas se observé una
mayor reduccién para Bacilus cereus (B. cereus) y Micrococcus luteus, y para S. aureus, la

CMI aumentd respectivamente a 16 y 18 veces.
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Existen pocos reportes acerca de los mecanismos de accién de la combinacion de los AE’s,
AE’s + antibidtico o sus componentes purificados en organismos. Algunos mecanismos
generalmente aceptados de interaccion antibacteriana que producen sinergismo incluyen,
la inhibicion secuencial de una via bioquimica comun, inhibicion de enzimas protectoras y
el uso de agentes activos de pared celular para mejorar la difusion de otros antibacterianos
[15].

1.1.1 Género Citrus

El género Citrus es uno de los cultivos mas importantes en el mundo en términos de
produccion, de acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion

y la Agricultura (FAO), con 240,780 millones de toneladas producidas en 2013 [16].

Pertenece a la familia Rutaceae, la cual comprende alrededor de 140 géneros y 1300
especies. Las especies mas conocidas son C. aurantifolia (lima), C. hystrix (lima kafir), C.
limonia (lima mandarina), C. limon (limén), C. jambhiri (limén duro), C. sinensis (naranja
dulce), C. aurantium (naranjo amarga), C. limetta (lima dulce), C. macroptera (naranja
silvestre), C. tachibana (naranja tachibana), C. medica (citrén), C. nobilis (tangor), C.
paradise (toronja), C. reticulata (mandarina), y C. tangelo (tangelo) [17]. Este género, ha
jugado un papel muy importante desde hace siglos y ha sido utilizado en la industria
farmacéutica, cosmeética y alimenticia como aditivo, contienen una abundante cantidad de
vitamina C y de macronutrientes, incluyendo azucar, fibra dietética, potasio, folato, calcio,
tiamina, niacina, vitamina B6, magnesio, riboflavina y acido pantoténico, ademas de un sin
namero metabolitos secundarios, tales como flavonoides, alcaloides, cumarinos,
limonoides, carotenoides, &cidos fendlicos y aceites esenciales, los cuales muestran
diversas bioactividades de vital importancia para la salud humana, incluyendo antioxidativa,
antiinflamatoria, efecto protector cardiovascular, efecto neuroprotector, etc. Ademas, se
encuentran principalmente en la piel de estas frutas que tienen multiples camaras de aceite

con sabores aromaticos Unicos, los cuales difieren segun la especie y variedad [18].
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Entre las especies mas importantes del género Citrus se encuentra C. latifolia, conocido
comunmente como limén persa, el cual ha sido utilizado desde la antigliedad por su efecto
como antiséptico, carminativo, diurético y eupéptico. Algunos de sus componentes como:
B-cariofileno, D-limoneno y linalool, han demostrado efectos antiinflamatorios; mientras que
el a-pineno y B-pineno inhiben la sintesis de Oxido nitrico, lo que sugiere un efecto
antioxidante [19]. Adicionalmente, un estudio reciente mostroé que B-pineno ejerce un efecto
antiespasmadico en ileon de ratas y provoca acciones antinociceptivas y D-limoneno
efectos de antiulcerogénico, gastroprotector, quimioprotector, antiproliferativo, insecticida,
antimicrobiano, inmunomodulador y aplicado en la aromaterapia, reduce los sintomas de la
ansiedad [19] [13].

El jugo de naranja dulce (C. sinensis) se caracteriza por ser el jugo de fruta mas consumido
mundialmente, por su excelente fuente de vitamina C y por sus propiedades como
antioxidante natural que fortalece el sistema inmune del cuerpo [20]. Ha sido
tradicionalmente utilizado para tratar problemas de estrefiimiento, calambres, colicos,
diarrea, tos, hipertension, ansiedad, depresion y estrés [21]. Singh et al. [22] ha revelado a
través GC—MS que los principales componentes de los aceites esenciales de Citrus maxima
(C. maxima) y C. sinensis son D-limoneno, seguido de E-citral, Z-citral, carveol, los cuales

son reconocidos como conservadores de alimentos y antioxidantes naturales.

Actividad antimicrobiana

La capacidad de los AEs del género Citrus para inhibir bacterias patégenas ha sido
reportada en varios estudios. Por ejemplo, a el AE de C. aurantifolia se le ha atribuido
actividad antibacteriana, particularmente frente a bacterias Gram positivas (S. aureus,
Bacillus subtilis y S. epidermidis), siendo B-pineno (12.6%), limoneno (53.8%), y-terpineno
(16.5%), terpinoleno (0.6%), a-terpineol (0.4%) y citral (2.5%) los principales componentes

y responsables [8].
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Asimismo, un estudio realizado por Frassinetti et al. [21] mostr6 que los AEs de C.
aurantium, C. sinensis, C. limén y C. reticulata tienen gran potencial contra cepas de
bacterias Gram positivas (S. aureus ATCC 25923 y E. faecalis ATCC 29212) y Gram
negativas (Enterobacter aerogenes (E. aerogenes) ATCC 13048, Xanthomonas campestris
pv citri NCPPB 3236, Xanthomonas campestris pv citri NCPPB 3562, Xanthomonas
campestris pv citri NCPPB 3832, E. coli ATCC 10536, E. coli ATCC 25922, S. cholerasuis
ATCC 14028 y P. aeruginosa ATCC 27853). Esta actividad antimicrobiana puede ser
atribuida a la presencia de R- (+)-limoneno y y-terpineno, los cuales han sido reportados
por ejercer sus efectos toxicos a través de la alteracién de la integridad de la membrana de

bacterias y hongos e inhibicion de la respiracion y los procesos de transporte idnico.

Ademas, estudios realizados por Ruiz et al. [23] sobre los AEs de C. latifolia y C. sinensis,
indicaron que C. latifolia estd compuesto principalmente por R-(+)-limoneno (51.64%), B-
thujeno (14.85%) y y-terpineno (12.8%), mientras que C. sinensis por R-(+)-limoneno (96%)
y a-myrceno (2.79%). Ambos presentan buena actividad antimicética frente a diferentes

especies de candida con excepcion del aceite de C. sinensis frente a Candida guilliermondii.

No son genotdxicos, es decir no producen mutaciones por desplazamiento del marco de
lectura, por sustitucién de pares de bases, ni por generacion de dafio por ROS cuando
fueron evaluados por la prueba de Ames. Adicionalmente C. sinensis no mostré efecto
citotoxico en células del epitelio bucal de humano a las dosis utilizadas para la evaluacion
de su actividad antimicética. Sin embargo, el AE de C. latifolia present6 citotoxidad a la

dosis de 21.8 ug que fue la mas alta utilizada en la prueba.

Adicionalmente Toscano et al. [24] demostré6 que estos mismos aceites tienen efecto
antimutagénico contra mutagenos alquilantes, policiclicos aromaticos y prooxidantes en

prueba de Ames.

Como se ha descrito ya, los AEs del género Citrus han demostrado tener una buena
actividad antimicrobiana y basado en los antecedentes de C. sinensis y C. latifolia

consideramos que son buenos candidatos para su evaluacién antibacteriana.
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Ademas, se ha demostrado la actividad sinérgica del AE’s de Citrus limon en combinacion
con amikacina frente a Acinetobacter spp. con un valor de FIC de 0.037. Este AE presenta
componentes y en proporciones similares a los AE’s de C. latifolia y C. sinensis, por lo cual

la evaluacion antibacteriana de la combinacién de estos AE + Amikacina es sugerida [25].

1.1.1.1 Citrus latifolia

o Familia: Rutaceae

o Nombre comdn: lima o limén persa, lima de Tahiti, limon criollo, limon pérsico,

limén Mesina, limén sin semilla o lima Bearss.

o Lugar de origen: Desconocido. Se considera un hibrido entre Citrus aurantifolia
(Christm.) y alguna especie de otro género.

o Etimologia: nombrada asi en honor de John T. Bearss, quien desarrollo esta

variedad sin semillas hacia 1895 en un vivero de Portervile, California.

C. latifolia es la especie de limén mas comanmente cultivada para uso comercial. El arbol
de C. latifolia tiene un tamafio mediano que oscila entre 4.5 my 6 m de largo. Sus ramas
son largas y extendidas las cuales presentan casi pocas espinas. Las flores son blancas,
tefiidas de parpuray no tienen polen viable. La fruta presenta una forma ovalada o alargada,
mide de 4.5-6.25 cm de ancho y de 5-7.25 cm de largo, frecuentemente con una elongacion
final, generalmente sin semillas o pocas semillas; es mas grande y tiene piel mas gruesa
gue la lima. La fruta contiene una fragancia, un aroma picante y un sabor acido, pero el

aroma y el sabor son menos intensos que los de la lima [26].

Figura 1. Flor de C. latifolia Figura 2. Fruto de C. latifolia
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1.1.1.2 Citrus sinensis

o Familia: Rutaceae
o Nombre comun: naranjo dulce, naranjo chino
o Lugar de origen: especie nativa de china

o Etimologia: Citrus, del griego y significa limén. Sinensis del latin sinensis-e originario
de la china

La naranja dulce se ha convertido en el arbol frutal mas ampliamente plantado en el mundo.
El &rbol de Citrus sinensis generalmente mide 7.5 m, pero ocasionalmente ha alcanzado
alturas de hasta 15 m. Sus ramas presentan largas espinas. Sus hojas son correosas y
perennes, varian de elipticas a oblongas a ovales, miden de 6.5-15 cm de largo y 2.5-9.5
cm de ancho, a menudo con alas estrechas en los peciolos. Las flores son axilares nacidas
individualmente o en espirales de 6, tienen alrededor de 5 cm de ancho, con cinco pétalos
blancos y 20-25 estambres amarillos. La fruta puede ser esférica u ovalada, mide
normalmente de 6.5-9.5 cm de ancho cuando madura presenta un color naranja o amarillo
y esta adaptada a una variedad de climas. Presenta dos regiones, el pericarpio, también
llamada céscara o piel, y el endocarpio o pulpa, la cual es hormalmente jugosa y dulce, y
numerosas semillas. La piel se compone de una epidermis de cera epicuticular con
numerosas pequefias glandulas sebaceas aroméaticas que le dan su particular olor. El
pericarpio consiste del flavedo externo o epicarpio, en gran parte compuesto de células
parenquimatosas y cuticula. El albedo o mesocarpio que se encuentra debajo del flavedo
consiste en células tubulares unidas para constituir la masa de tejido comprimida en el area

intercelular [27].

Ha sido tradicionalmente utilizado para tratar estrefiimiento, calambres, célicos, diarrea,

bronquitis, tos, resfriado, ansiedad y estrés [27].
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C. sinensis es consumido en todo el mundo por ser un poderoso antioxidante, una excelente
fuente de vitamina C y de metabolitos secundarios que contribuyen a las actividades
farmacoldgicas atribuidas. Varios tipos de compuestos quimicos han sido identificados en
su fruta, piel, hojas, jugo y raiz, que incluye los siguientes grupos: flavonoides, esteroides,
hidroxiamidas, alcanos y acidos grasos, cumarinos, péptidos, carbohidratos, carbamatos y
alquilaminas, carotenoides, compuestos volatiles, y elementos nutricionales tales como:

potasio, magnesio, calcio y sodio [27].

Figura 3. Flor de C. sinensis Figura 4. Fruto de C. sinensis
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1.2 Evaluacién antimicrobiana

La evaluacién antimicrobiana de nuevos compuestos activos esta normada por el Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio, por sus siglas en inglés (CLSI) [28] y se basa en
la determinacion y comparacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI), definida como
la concentracion minima de un agente antimicrobiano, que inhibe completamente el
crecimiento de la bacteria, generalmente reportada en pg/mL. Esta misma organizacion
propone en su documento M100 diferentes antibiéticos con CMIs conocidas de diferentes
cepas ATCC como referencia para la evaluacion de susceptibilidad antimicrobiana de
nuevos compuestos, los cuales cumplen con las consideraciones indicadas por la CLSI,
como son:

o eficacia clinica

o prevalencia de resistencia

o costo

o indicaciones clinicas de la FDA.
Aunque, previamente deben ser evaluados por el método “estandar de referencia” debido

al aumento de cepas resistentes a ellos [28].

1.2.1 Métodos disponibles para evaluacion antibacteriana
Sistemas manuales

Varios métodos, como difusién en disco, E-test, dilucidbn en agar, microdilucién en caldo y
microdilucion en agar estan disponibles para la evaluacion in vitro de la susceptibilidad
antibacteriana, siendo el método de microdilucién en caldo, el estandar de referencia
recomendado por la CLSIy EUCAST (Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos) [15]. Estas pruebas de susceptibilidad requieren de un cultivo puro del
patdgeno y un tiempo prolongado de 18-24 h para organismos de crecimiento rapido y de
hasta un mes para organismos de lento crecimiento para la obtencién de resultados, tal es

el caso de Mycobacterium tuberculosis [29].
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Sistemas automatizados

Debido al tiempo que toma procesar y obtener resultados por sistemas manuales, los
sistemas automatizados estan siendo utilizados con mayor frecuencia, ya que proporcionan

resultados en menor tiempo [29], tales como:
o BD Phoenix (3.5-16h)
o Vitek 2 (3.5-16h)
o Sensititre (3.5-16h)
o Microscan (4.5-7h)
Sistemas emergentes
Con la finalidad de reducir ain mas el tiempo de obtencion de resultados los sistemas:
o BacterioScan FLLS (6-18h)
o Smarticles (<4h)
o Accelerate Pheno (~ 7 h)

o LifeScales (~ 3-4h o mas) han sido enfocados en reducir el tiempo de procesamiento

de la muestra [29].

Tecnologias futuras

Actualmente aun se siguen desarrollando sistemas que optimicen ain mas el

procesamiento de la muestra y obtencion de resultados y sistemas como:
o AFM Cantilever (< 1h)
“AST" (< 1h)

o Microcalorimetria isotérmica (IMC) (~ 24h) estan siendo evaluados [29].
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1.2.1.1 Citometria de flujo

A principios de la década de los ochenta aparecieron los primeros estudios en los que se
mostré la aplicaciéon de la citometria de flujo (CF) fluorescente en la evaluacién de
sensibilidad antibacteriana, estd técnica ha demostrado resultados reproducibles y
estadisticamente comparables con los obtenidos por el método de microdilucién, en <6h en
bacterias de crecimiento rapido y 16 h en bacterias de crecimiento lento, como M.
tuberculosis [30]. Adicionalmente, provee informacién acerca de la fisiologia bacteriana a
través de la evaluacion de la permeabilidad de membrana, actividad metabdlica y
reproducibilidad de la bacteria permitiendo detectar bacterias en estado viable pero no

cultivables (VBNC) que por métodos cultivables no pueden ser percibidas [31].

Fundamento

El principio en el que se basa es: hacer pasar células u otras particulas en suspension
alineadas, y de una en una por delante de un haz luminoso. La informacién producida puede
agruparse en dos tipos fundamentales: la generada por la dispersiéon de la luz y la
relacionada con la emision de luz por los fluorocromos presentes en la célula o particula al

ser excitados por el rayo luminoso.

La luz dispersada es medida por dos detectores 6pticos. Un detector mide la dispersion a
lo largo de la trayectoria del laser. Este pardmetro es definido como dispersion frontal (FSC,
por sus siglas en inglés). El otro detector mide la dispersion en un angulo de 90° con
respecto al laser. Este parametro es denominado como dispersion lateral (SSC, por sus

siglas en inglés).

La medicién de la FSC permite la discriminacion de células por tamafio. La intensidad de la
FSC es proporcional al diametro de la célula y es fundamentalmente debido a la difraccién
de la luz alrededor de la célula. FSC es detectado por un fotodiodo que convierte la luz en
una sefal eléctrica. La intensidad de voltaje producido es proporcional al didmetro de la

célula interrogante.
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La medicion de la SSC provee informacion acerca de la complejidad interna (por ejemplo,

granularidad) de la célula. La interfaz entre el laser y las estructuras intracelulares hace que

la luz se refracte o se refleje. Los componentes celulares que aumentan la SSC incluyen

los granulos y nucleos. En relacién con la dispersion frontal, las sefiales de luz de la

dispersion lateral son débiles. Se utiliza un fotomultiplicador (PMT, por sus siglas en inglés)

para medir la dispersion lateral porque es un detector 6ptico mas sensible [32].

Las sefales luminosas, emitidas por la excitacién de los fluorocromos, son detectadas por

un PMT que las transforma en impulsos eléctricos, las amplifica y convierte en sefales

digitales que son procesadas por una computadora [33].

Sample
(taken up from
tube or well)

Sheath fluid Bandpass filters

Photomultiplier tubes

<« Forward scatter detector

Monochromatic

light source <— Side scatter detector

Dichroic mirrors

Electronic signal
sent to computer

Figura 5. Esquematizacion del citbmetro de flujo [34].

Fluorocromos

Existen diversos fluorocromos que estan siendo utilizados en esta técnica como:

o

Yoduro de propidio (PI)

cFDA (diacetato de carboxifluorosceina)

DCFH-DA (diacetato-2,7-diclorodihidrofluoresceina)

DIiBAC4 (2,4,6(1H,3H,5H)-pirimodinatriona) y DiSC; (yoduro de 3-dipropiltiadicarbo-
cianina)

CTC (cloruro de 5-ciano-2,3-ditolil tetrazolio)
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o Edu-Alexa 488 (5-etinil-2'-desoxiuridina), con el objetivo de evaluar diversos
parametros bacterianos [32], tales como: permeabilidad de membrana, actividad
esterasa, detectar especies reactivas de oxigeno, potencial de membrana, actividad
respiratoria, sintesis de ADN, respectivamente [35].

Aplicaciones

Actualmente, esté siendo completamente utilizada para realizar:

o Monitoreo microbiolégico de la calidad del agua y del efecto de los aceites

esenciales en microorganismos relacionados en alimentos [36]
o Evaluacion de la viabilidad de levaduras durante la fermentacién de vino [37].

Por ejemplo, Silva et al. [38] describié el mecanismo de accion del AE de Coriandrum
sativum L. por citometria de flujo utilizando los fluorocromos Pl para evaluacién de la
integridad de membrana, BOX potencial de membrana, CTC actividad respiratoria y EB

para medir la actividad de eflujo.

Asimismo, Saint-Ruf et al. [39] demostrd que la CF puede ser utilizada para determinar la
CMI de diferentes cepas bacterianas, obteniendo los mismos valores de CMI reportados
basados en método de referencia, evaluando la susceptibilidad de E. coliy P. aeruginosa a
B-lactamicos, aminoglucosidos y fluoroquinolonas utilizando los fluorocromos TO-PRO®-3,
y DIBAC..

Ademas, Broeren et al. [40] ha definido la CMI por citbmetro de flujo, como la minima
concentracion de antibidético que proporciona una reduccion del 80% del recuento
bacteriano a los 240 min de incubacién comparado con el recuento del control sin antibiético

al mismo tiempo de incubacion.
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Tincién dual de viabilidad bacteriana

El kit LIVE/DEAD ® BacLight™ Bacterial Viability and Counting (L34856), compuesto por
los fluorocromos SYTO9 y PI, esta basado en la evaluacion de la integridad de la membrana
[41], donde el PI se intercala en el ADN sin preferencia por alguna secuencia en una
proporcion de una molécula de Pl a 4 -5 pares de bases en células con membranas
alteradas y SYTO9 entra en células con membrana intacta. Cuando ambos colorantes estan
presentes, Pl exhibe mayor afinidad, por lo tanto, SYTO9 es desplazado. Siendo la
constante de asociacion de ambos fluorocromos de 3.7 x 105 /M para Pl y 1.8 x 105 /M
para SYTO9 [41].

Para el tratamiento del control de bacterias muertas es utilizado isopropanol, que aumenta
la permeabilidad de la membrana celular de las bacterias, ademas de alterar la funcion de
las proteinas presentes en la bacteria por desnaturalizacion de estés. Y para el tratamiento
de control de vivas, solucion salina al 0.85% de NaCl, que mantiene el balance osmético de

la bacteria y su morfologia [41].
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2. Justificacion

El aumento de casos de resistencia a antibiéticos y la nefrotoxicidad que estos presentan,
motivan a la busqueda de nuevos compuestos antibacteriales con baja o nula toxicidad. Los
AE’s de Citrus latifolia y Citrus sinensis han demostrado en estudios previos tener
actividades biolégicas importantes, por lo que la evaluacibn de su posible actividad
antibacterial, asi como la posible actividad sinérgica entre ellos y con el antibiético de
referencia, pueden contribuir a reducir la dosis de antibiotico y el efecto adverso que este
ultimo ocasiona. La obtencion rapida de resultados confiables es de suma importancia para
los tratamientos certeros, por lo que la evaluacion de estos aceites por citometria de flujo
podria ademas abrir la puerta a evaluaciones antibacterianas de rutina mediante esta
metodologia.

3. Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Citrus latifolia y Citrus
sinensis por citometria de flujo comparando su reproducibilidad con el método de cuenta
viable.

3.1 Objetivos especificos
» Evaluar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Citrus latifolia y

Citrus sinensis frente a E. coli ATCC 25922 por citometria de flujo.

» Evaluar si existe sinergismo antibacteriano entre los aceites esenciales de Citrus

latifolia y Citrus sinensis y amikacina mediante citometria de flujo.
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4. Material y métodos

4.1 Material

Material biologico

De acuerdo con la CLSI y siguiendo sus recomendaciones, se utilizaron las siguientes
cepas de referencia:

o Escherichia coli ATCC 25922 (Microbiologics ®)
o Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 (Microbiologics ®)
Medios de cultivo

o Caldo Mueller Hinton (BD (Becton Dickinson))
o Agar soya tripticaseina (BD)

o Agar infusion cerebro corazén (BD)

o Agar Mueller Hinton (BD)

Reactivos

o Patron de turbidez de 0.5 de McFarland

o Agua destilada

o Solucion salina al 0.85 % de NacCl

o Dimetil sulféxido DMSO (J.T. Baker) al 2% (diluido en Caldo Mueller-Hinton (BD)
o Ceftriaxona (AMSA)

o Cefotaxima (AMSA)
o Amikacina (AMSA)

o Agar suave (0.6 g de Agar base (BD) y 0.6 g de NaCl (Promega)

o Kit LIVE/DEAD ® BacLight™ Bacterial Viability and Counting (L34856) (Thermo
Fisher)
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Equipo
o Espectrofotdmetro (marca y modelo) (Coleman)
o Citometro de flujo (BD FACS CALIBUR)
o Microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss)
o Contador de colonias (Fisher semiautomético)

4.2 Métodos

Previamente, se sembraron las cepas de S. pneumoniae y E. coli en agar sangre y agar
soya tripticaseina, respectivamente, y se incubaron por 24h a una temperatura de 37 °C.
Posteriormente, se realizé la preparacion de las suspensiones bacterianas calibradas.

o Suspensién bacteriana calibrada (SBC)
Se procedi6 a la preparacion de la suspension bacteriana calibrada al 0.5 de Mc Farland
para cada cepa de referencia (Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 y Escherichia coli
ATCC 25922).

o Agentes antibacterianos
para S. pneumoniae, Se prepararon siete diluciones dobles seriadas de ceftriaxona y
cefotaxima, antibidticos de referencia indicados por la CLSI para obtener las
concentraciones finales de 0.0075, 0.015, 0.3, 0.6, 0.12, 0.24 y 0.48 ug/mL para el ensayo
por la técnica de citometria de flujo y las concentraciones de 0.0075, 0.15 y 0.3 pg/mL para

la técnica de microscopia de fluorescencia para E. coli, como se muestra en la tabla 1 [28].

También se prepararon cinco diluciones dobles seriadas de amikacina, antibiético de
referencia indicados por la CLSI para E. coli ATCC 25922, para obtener las concentraciones

finales de 0.25, 0.5, 1, 2 y 4 yg/mL como se muestra en la tabla 1 [28].

Ademas, se prepararon diluciones dobles seriadas de los AE’s de C. latifolia y C. sinensis,
para obtener las concentraciones finales de 0.25, 0.5, 1, 2 y 4 ug/mL, siendo este rango de
concentraciones de amikacina la referencia para la evaluacion de susceptibilidad

antibacteriana de estos AE, como se muestra en la tabla 1 [28].
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Tabla 1. Dosis empleadas de los agentes antimicrobianos para la evaluacion de
susceptibilidad antibacteriana [28].

Cefotaxima | Amikacina | C. latifolia | C. sinensis
(ug/mL) (ug/mL) | (ug/mL) (ug/mL)
0.0075 0.25 0.25 0.25
0.015 0.5 0.5 0.5

0.3 1 1 1

0.6 2 2 2

0.12

0.24

0.48

Nota: Debido a la resistencia presentada por parte de E. coli a cefotaxima, para tener
certeza en la eleccion del antibiético a utilizar como referencia, se realizé previamente un
antibiograma por el método de difusién en agar, siendo amikacina uno de los antibiéticos al
gue E. coli mostrd sensibilidad. Aunque en el documento M100 de la CLSI se indican los
antibioticos y el rango a utilizar para cada cepa de referencia, se debe contemplar que van
en aumento las mutaciones en genes cromosomales o a la adquisicién de determinantes
genéticos externos de resistencia por parte ellas.

o Sinergia
Se prepararon tres diluciones del AE de C. latifolia o C. sinensis, y el antibiético, para
obtener las concentraciones finales de 0.5y 1 ug/mL de C. latifolia y de 0.25, 0.5y 1

pug/mL de amikacina, como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Dosis empleadas de los AE’s y amikacina para el ensayo de sinergia.

Combinacion | Amikacina C. latifolia | C. sinensis
1 1 pg/mL 1 pg/mL

2 1 pg/mL 1 ug/mL

3 0.5 pg/mL 1 pg/mL

4 0.5 pg/mL 1 ug/mL

5 0.25 pg/mL | 1 pg/mL

6 0.25 pg/mL 1 pg/mL

o Suspension bacteriana tratada (SBT)

Se resuspendié 1 mL de la SBC al 0.5 de Mc Farland previamente preparada, en 1 mL de
caldo Mueller-Hinton y se alicuoté 250 uL de esta a 250 uL de las diferentes
concentraciones de los antibiéticos de referencia (Tabla 1), o de cada AE (Tabla 2) o de las
diferentes proporciones de AE + amikacina y se incubé por 3h en agitacién a 70 rpm y una

temperatura de 37°C.

Posteriormente se centrifugd a 2500 rpm por 5 min, se removié el sobrenadante y se re
suspendié en 1 mL de solucién salina (SS), repitiendo este procedimiento una vez mas, re

suspendiendo finalmente en 1 mL de SS.
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+« Citometria de flujo
Preparacion de los fluorocromos
o SYTO9
Se adicion6 3 uL de la solucion stock (5 mM) de SYTO9 a 97 L de agua destilada.
o PI
Se adicion6 3 pL de la solucion stock de yoduro de propidio (20 mM) a 97 pL de agua
destilada.

Preparacion de controles

Se centrifugd 1 mL de la suspension bacteriana calibrada al 0.5 de Mc Farland a 2500 g por
5 min, se removi6 el sobrenadante y se resuspendié en 1 mL de SS para la suspension de
células vivas (SCV) y en un 1 mL de isopropanol al 70% para la suspension de células
muertas (SCM).

Tincion

Control de bacterias vivas

A un volumen de 178 pL de solucidon SS se le adiciond 10 pyL de la SCV y 10 uL del
fluorocromo SYTQY, y se incubd por 15 min a temperatura ambiente protegido de la luz.

Posteriormente, se procedio a la lectura en el citometro de flujo a una longitud de onda de
488 nm.

Control de bacterias muertas

A un volumen de 178 pL de SS se le adicion6 10 pyL de la SCMy 10 pL del fluorocromo Pl
y se incub6 por 15 min a temperatura ambiente protegido de la luz. Posteriormente, se

procedié a la lectura en él citdmetro de flujo a una longitud de onda de 488 nm.
Preparacion del equipo
o Controles para ajuste del equipo.

Para el ajuste del equipo se prepararon dos controles de bacterias de bacterias vivas y dos
controles de bacterias muertas. Los controles de bacterias vivas fueron tefiidos con SYTO9
y PI, respectivamente; y los controles de bacterias muertas fueron tefiidos con SYTO9 y PI,

respectivamente.
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o Andlisis de la tincion bacteriana por citometria de flujo
Se utilizé el control de bacterias vivas tefiido con SYTO9 y el control de bacterias muertas
tefiido con IP para localizar las respectivas poblaciones bacterianas y estandarizar los
parametros evitando la superposicién de los espectros de emisién de los fluorocromos.
Las células tenidas fueron analizadas en un citometro de flujo equipado con un laser que

emite a 488 nm. La fluorescencia fue colectada en los canales rojo y verde.

La dispersion frontal, la dispersion lateral y la fluorescencia fueron colectadas con la
amplificacion de sefial logaritmica. Se configur6 la amplificacion de las sefales de
dispersion frontal y dispersion lateral y posteriormente la amplificacion del canal de
fluorescencia verde con la finalidad de que aparecieran las sefiales de las bacterias vivas
tefiidas con SYTO9 y después la amplificacién del canal de fluorescencia roja con el objetivo
de que aparecieran las sefiales de las bacterias muertas tefiidas con IP. Posteriormente, se
realizo la lectura de un control con microesferas utilizando los parametros de fluorescencia

frente a dispersion lateral.

Parametros de lectura

Se definié la region de bacterias vivas y muertas utilizando los controles antes mencionados
aplicando los siguientes parametros de lectura, para S. pneumoniae: SSC (side scatter):
400, FL1: 600, FL2: 520y FL3: 410 y para E. coli: SSC: 430, FL1: 659, FL2: 520 y FL3: 55,
cuantificando namero de bacterias vivas y bacterias muertas por adicion de las

microesferas, adquiriendo 10,000 eventos de la region R1[37].

Nota: las microesferas se adicionaron segundos antes de la lectura, debido a que se

degradan rapidamente, generando datos erroneos.

o Muestra
Se adicion6 10 mL de bacterias vivas, 10 L de bacterias muertas, 10 yL del fluorocromo
SYTO9 y 10 pL de fluorocromo Pl a 158 pL de SS; se incubd por 15 min a temperatura
ambiente protegido de la luz. Posteriormente, se adicion6 2 yL de SS y finalmente se

procedi6 a la lectura en el citbmetro de flujo.

o Cuantificacidon de bacterias/mL
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Para el célculo de bacterias/mL se aplico la siguiente formula:

((# de eventos en la region de bacterias) X (factores de dilucion))

= bacterias/mL
((# de eventos en la region de microesferas) x 10-6)

[42].

o Evaluacion del efecto dosis respuesta
El efecto dosis-respuesta de amikacina, de los AEs y del ensayo de sinergia se analizaron
a través de una regresion lineal de los valores obtenidos de bacterias/mL de las diferentes
concentraciones de antibidtico, AEs y la combinacion (AE+ Antibi6tico), evaluados.

% Microscopia de fluorescencia.
La SBT de S. pneumoniae y de E coli fue resuspendida en 100 pL de SS. Para la lectura
se alicuot6 10 pL de Pl o SYTO9 y se incubd por 15 min a temperatura ambiente protegido
de la luz y se procedio a la preparacion de la laminilla para su posterior observacion en el

microscopio.

Se observé el comportamiento de la tincion y los cambios morfolégicos de la bacteria

ocasionados por cefotaxima e isopropanol.

R/

+ Cuenta viable

Se alicuot6é 10 uL de la SBT en 10 pL de agar blando, se adicion6 en una caja de agar
nutritivo y se incub6 24 h a 37 °C y se realiz6 el conteo utilizando un contador de colonias.
Para el calculo de bacterias/mL, se multiplicé el nUmero de colonias obtenido por el factor

de dilucién obtenido.
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5. Diagrama

“Evaluacién antibacteriana de los aceites esenciales de Citrus latifolia y Citrus sinensis por

citometria de flujo”.
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6. Resultados

6.1 Evaluacién de susceptibilidad antibacteriana de S. pneumoniae frente a
cefotaxima por citometria de flujo.

En la figura 6 se observa las regiones de bacterias (vivas y muertas) definidas, de la
evaluacion de sensibilidad antibacteriana realizada a S. pneumoniae frente a cefotaxima en
los de rangos de concentraciones de A) 0.0075 pg/mL-0.48 pg/mL (indicado por la CLSI),
B) 0.075-4.8 pg/mL y C) 0.75-48 pg/mL. Un porcentaje <5% de bacterias muertas y un nulo
aumento lineal en el porcentaje de bacterias muertas, fueron obtenidos, debido al uso de

SS como medio para la evaluacion de sensibilidad antimicrobiana.
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Figura 6. Gréficas de puntos de la evaluacion de susceptibilidad antibacteriana de S.
pneumoniae frente a cefotaxima, en el rango de concentraciones. A) 0.06 - 0.48 ug/mL, B) 0.075
-4.8 ug/mL y C) 0.75 - 24 yg/mL, analizada con el PMT de fluorescencia roja FL2-H (SYTO9) y
el PMT de fluorescencia verde FL1-H (PI). Se muestra un porcentaje menor al 5% de bacterias

muertas y un nulo aumento lineal en el porcentaje de bacterias muertas.

En la figura 7 se observa las regiones de bacterias (vivas y muertas) definidas, de la
evaluacion de sensibilidad antibacteriana realizada a S. pneumoniae frente a cefotaxima en
el rango de concentraciones de 0.0075-4. 8 ug/mL y aumento significativo en el porcentaje
de bacterias muertas debido a que se utilizé el caldo Mueller-Hinton como medio para la

evaluacion de sensibilidad antimicrobiana, que le permitié a la bacteria sintetizar toda su
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maquinaria, entre ellas las proteinas PBP Ib y PBP Il (blanco de cefotaxima). Pero no asi

un efecto lineal.

No fue posible reproducir este experimento, debido a que posteriormente fue dificil crecer
esta cepa. Por lo cual, se realizé la estandarizacion de la técnica de citometria de flujo con
la cepa de E. coli.
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Figura 7. Gréficas de puntos de la evaluacion de susceptibilidad antibacteriana de S.
pneumoniae frente a cefotaxima, analizada con el PMT de fluorescencia roja FL2-H (SYTO9) y
el PMT de fluorescencia verde FL1-H (PI). a) control de vivas, b) control de muertas, c) 0.0075
pg/mL, d) 0.15 pug/mL, e) 0.03 pg/mL, f) 0.06 ug/mL, g) 0.12 pg/mL, h) 0.24 ug/mL, i) 0.48 pg/mL
y j) 4.8 pg/mL. Se observa un aumento significativo en el porcentaje de bacterias muertas
debido a que se utilizé el caldo Mueller-Hinton como medio para la evaluacion de sensibilidad

antimicrobiana. Pero no asi un efecto lineal.
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6.2 Evaluacion de susceptibilidad antibacteriana de E. coli frente a cefotaxima por
citometria de flujo.
En la figura 8 observamos las regiones de bacterias (vivas y muertas) definidas.

Células

F3-H

Microbeads
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SSC-H

Figura 8. Grafica de puntos de la estandarizacién de las regiones de bacterias vivas (color
azul) y muertas (color rojo) de E. coli, analizada con el detector de dispersion lateral (SSC-H)

y con el PMT de fluorescencia verde FL3-H.

En la figura 9 observamos las regiones de bacterias (vivas y muertas) de las dos
concentraciones de cefotaxima evaluadas (0.0075 y 0.015 pg/mL) indefinidas con un

desplazamiento a la region “poblacion desconocida”, denominada asi por el kit.

Unknown: | Unknowry
16,5

T Muertas T Muertas 27,8,
1 654

e
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a) b)

Figura 9. Gréaficas de puntos de la evaluacion de susceptibilidad antibacteriana de E. coli
frente a cefotaxima. a) 0.0075 y b) 0.015 pug/mL, analizada con el PMT de fluorescencia verde
FL3-H (IP) y el PMT de fluorescencia roja FL2-H (SYTQO9). Se observa un desplazamiento de

las regiones de bacterias (vivas y muertas) hacia la region de “poblacion desconocida”.

Con la finalidad de identificar si la indefinicion de las regiones en los tratamientos se debia

al antibiético, se realizé una curva de isopropanol.
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En la figura 10 se observa de igual manera una poblacién definida cercana a la region de
bacterias muertas pero desplazada de manera lineal en los tratamientos de isopropanol al
35% y 17.5% , se realizé el analisis considerando que eran bacterias muertas, aunque se
concluyé que algo en el tratamiento de la muestra estaba provocando el aumento de
fluorescencia de ambos y por consiguiente un desplazamiento de la region de bacterias
muertas y la observacion nula de la poblacion de bacterias vivas.

Células |
98,6

FL2-H
FL3-H
S
1

a) b)

Figura 10. Gréaficas de puntos de la respuesta de E. coli frente a diferentes porcentajes
isopropanol. a) analisis con el detector de dispersién lateral (SSC-H) y el PMT el PMT de
fluorescencia roja FL2-H (SYTO9) y b) analizada con el PMT de fluorescencia verde FL3-H (IP)
y el PMT de fluorescencia roja FL2-H (SYTO9). De las concentraciones de isopropanol al 8.75
% (rojo), 17.5% (azul), 35% (anaranjado) y 70% (verde). Se observa un desplazamiento de las
regiones de bacterias (vivas y muertas) debido a un aumento en la fluorescencia de ambos

fluorocromos.

6.3 Evaluacion de la tincion dual SYTO9/PI por la técnica de microscopia de
fluorescencia.

Con la finalidad de observar como se estaban tifiendo las bacterias, se realiz6 una curva
de isopropanol por la técnica de microcopia de fluorescencia. En la figura 11 y 12 se observa
gue gran porcentaje de las bacterias que florecen en verde también florecen utilizando el
filtro rojo, y que las bacterias que florecen con el filtro rojo tenian un color caracteristico rojo-
amatrillo, indicandonos que SYTO9 no estaba siendo completamente desplazado por PI,
provocando que en el citbmetro observaramos una sola poblacion que no podia ser definida

como bacterias muertas o bacterias vivas.
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También se realiz6 una curva de cefotaxima, con la finalidad de observar el comportamiento
de la tincibn con este antibiotico. En la figura 11 podemos observar el mismo
comportamiento de inespecificidad por parte de los colorantes para diferenciar entre
bacterias vivas y muertas y ese mismo color caracteristico de rojo-amarillo observado con
la curva de isopropanol. Ademas, de no observar la morfologia caracteristica de E. coli, sino
filamentos en las concentraciones de 0.48, 0.24, 0.12, 0.06, 0.03 y 0.015 pg/mL (A), lo
primero que se considero fue que se trataba de una contaminacion, sin embargo, a la
concentracion de 0.0075 pg/Ml (B) podemos observar los bacilos caracteristicos de E. coli.
Se ha demostrado que la produccion de filamentos ocurre tanto en cepas de E. coli
susceptibles como en cepas resistentes a antibidticos betalactamicos (cefotaxima), a
concentraciones por debajo, sobre y por encima de la CMI en cepas resistentes (blaCTX-
M-1 y CTX-M-15) al antibiético y concentraciones por debajo y sobre la CMI para cepas
susceptibles [43].

A) 0.015 pg/mL

a)

B) 0.075 pg/mL
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Figura 11. Respuesta de E. coli a tratamiento con cefotaxima. A) 0.015 de pg/mL. Fotografias
tomadas utilizando a) luz visible, b) filtro verde y c) filtro rojo. B) 0.0075 pg/mL. Fotografias
tomadas utilizando a) luz visible, b) filtro verde y c) filtro rojo. Se observa que la poblacién de
bacterias evaluada florece en ambos filtros, un color rojo-amarillo cuando la poblacién de
bacterias tefiidas con Pl es observada con el filtro rojo y filamentos en el rango de
concentraciones de 0.015-0.48 pg/mL de cefotaxima.

En la figura 12 podemos observar las regiones de bacterias (vivas y muertas) definidas y la
resistencia por parte de E. coli a cefotaxima a la concentracion de 0.06 pg/mL, realizando
la tincion por separado. Confirmando que la tincion doble era la causante de la indefinicion

de las regiones.
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Figura 12. Grafica de puntos de la evaluacion de susceptibilidad antimicrobiana de E. coli
frente a cefotaxima, analizada con el PMT de fluorescencia verde FL3-H (IP) y el PMT de
fluorescencia roja FL2-H (SYTQO9). Se observa las regiones de bacterias (vivas y muertas

definidas) y la resistencia de E. coli a cefotaxima.

6.4 Evaluacion de susceptibilidad antibacteriana de E. coli frente a amikacinay los
AE’s de C. latifolia y C. sinensis por citometria de flujo.

Antibidtico
En la figura 13se observa las regiones de bacterias (vivas y muertas) definidas en el rango de
concentraciones de 0.25-4 pg/mL de amikacina evaluadas, sensibilidad y un efecto dosis-respuesta

por parte de E. coli a este antibiotico.
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Figura 13. Graficas de puntos de la evaluacion de sensibilidad antimicrobiana de E. coli frente
a amikacina, analizada con el PMT de fluorescenciaverde FL3-H (IP) y el PMT de fluorescencia
roja FL2-H (SYTQ9). a) Controles, b) 0.25 pg/mL, c¢) 0.5 pg/mL, d) 1 pg/mL, e€) 2 ug/mL y f) 4
pg/mL. Se observa las regiones de bacterias (vivas y muertas) definidas y un efecto dosis-

respuesta por parte de esta cepa a este antibiético.

En la figura 14 se observa el comportamiento lineal por parte de amikacina frente a E. coli
en el rango de concentraciones evaluada (0.25 pug/mL- 4 pg/mL), viéndose reflejado en
valores de r’>= 0.9896 para bacterias vivas y r>=0.9535 bacterias muertas. Sin embargo, no
se observo un recuento del 80% o mayor a este de bacterias muertas, razon por la cual no

pudo ser determinada la CMI de amikacina para E. coli por esta técnica.
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Figura 14. Efecto dosis-respuesta de amikacina frente a E. coli. (a) bacterias vivas/mL y b)

bacterias muertas/mL). Se observa un comportamiento lineal por parte de amikacina frente a

E. coli, pero no asi un recuento del 80% o mayor a este de bacterias muertas. Cada punto es

la media + la S.D. de tres experimentos realizados por triplicado.

AE’s

En la figura 15 se observa las regiones de bacterias (vivas y muertas) y un porcentaje <2%

de bacterias muertas en el rango de concentraciones en el rango de concentraciones del

AE de C. latifolia evaluadas, indicado por la CLSI, y un efecto toxico a las concentraciones

de 8720 pg/mL y i) 0.872 g/mL. EI AE de C. latifolia no presenta actividad antibacteriana

frente a esta cepa.
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Figura 15. Graficas de puntos de la evaluacion de sensibilidad antimicrobiana de E. coli frente
a C. latifolia, datos analizados con el PMT de fluorescencia verde FL3-H (IP) y el PMT de
fluorescencia roja FL2-H (SYTQ9). a) Controles, b) 0.25 pg/mL, c) 0.5 pg/mL, d) 1 pg/mL, e) 2
pg/mL, f) 4 ug/mL, g) 96 pg/mL, h) 8720 pg/mL y i) 0.872 g/mL (aceite puro), datos analizados
con el PMT de fluorescencia verde FL3-H (IP) y el PMT de fluorescencia roja FL2-H (SYTQO9).
El AE de C. latifolia no presenta actividad antibacteriana frente a esta cepa. Cada punto es la

media £ la S.D. de tres experimentos realizados por triplicado.

En la figura 16 se observa las regiones de bacterias (vivas y muertas) definidas y un
porcentaje <1% de bacterias muertas en el rango de concentraciones del AE de C. sinensis
evaluadas, indicado por la CLSI, y un efecto toxico a las concentraciones de 96 pg/mL y
0.872 g/mL. El AE de C. sinensis no presenta actividad antibacteriana frente a esta cepa.

3 Muertas

] Muertas
3 0,43 0,44

FL3-H

e) f) 9) h)
Figura 16. Graficas de puntos de la evaluacion de sensibilidad antimicrobiana de E. coli frente
a C. sinensis, datos analizados con el PMT de fluorescencia verde FL3-H (IP) y el PMT de
fluorescencia roja FL2-H (SYTQ9). a) controles, b) 0.25 pg/mL, ¢) 0.5 pug/mL, d) 1 ug/mL, e) 2
pg/mL, f) 4 ug/mL, g) 96 ug/mL y h) 0.842 g/mL (aceite puro). El AE de C. sinensis no presenta

actividad antibacteriana frente a esta cepa.
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En la figura 17 se observa un comportamiento constante (figura 20) en los rangos de

concentraciones de los AE’s de C. latifolia (0.25-4 pg/mL) y C. sinensis (0.25-4 pg/mL)

evaluadas (tabla 1) contra la cepa de E. coli obteniendo valores de r’= 0.0327 (bacterias

vivas/mL) y 0.1671 (bacterias muertas/mL) para C. latifolia y de r?=0.0527(bacterias

vivas/mL y 0.1244 (bacterias muertas/mL) para C. sinensis (figura 20), indicAndonos que

no existe un efecto dosis-respuesta por parte de los AE’s contra esta cepa. No se observo

un aumento significativo en el numero de bacterias muertas en los tratamientos con los AE’s

con valores de p<0.01 (bacterias vivas/mL) y p<0.05 comparado con el obtenido con

amikacina.
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Figura 17. Efecto de los AE’s de C. latifolia y C. sinensis frente a E. coli. a) ug del AE de C.

latifolia vs bacterias vivas/mL, b) ug del AE de C. latifolia vs bacterias muertas/mL, ¢) ug del

AE de C. sinensis vs bacterias vivas/mL y d) ug del AE de C. sinensis vs bacterias vivas/mL.

Se observa un comportamiento constante en los rangos de concentraciones evaluados frente

a E. coli. Cada punto es la media = la S.D. de tres experimentos realizados por triplicado.
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AEs+ Antibid6tico

En la figura 18 se observa las regiones de bacterias (vivas y muertas) definidas de los
ensayos de sinergia evaluados y porcentajes de bacterias muertas menores a los obtenidos
en las evaluaciones realizadas solamente con el antibiético. La actividad de amikacina

frente a esta cepa se ve disminuida, cuando estad en combinacién con los AEs.

3 Muertas
0,56

I Mueras I Muertas
i 060 2,20

FL3-H

I Muertas
3,24

FL3-H
F3-H

Figura 18. Graficas de puntos de los ensayos de sinergia frente a E. coli, analizados con el
PMT de fluorescencia verde FL3-H (IP) y el PMT de fluorescencia roja FL2-H (SYTQ9). a)
controles, b) 0.25 pg/mL de amikacina + 1 ug/mL del AE de C. sinensis, c¢) 0.25 yg/mL de
amikacina + 1 ug/mL del AE de C. latifolia, d) 0.5 pg/mL de amikacina + 1 pg/mL del AE de C.
latifolia, €) 0.5 ug/mL de amikacina + 1 ug/mL del AE de C. sinensis y f) 1 uyg/mL de amikacina
+ 1 ug/mL del AE de C. latifoliay g) 1 yg/mL de amikacina + 1 ug/mL del AE de C. sinensis. La
actividad de amikacina frente a esta cepa se ve disminuida, cuando esta en combinacién con
los AEs.

En la figura 19 se muestra en el eje de las abscisas las concentraciones de la combinacién
antibiotico (1 pg/mL de amikacina) + AEs (C. latifolia (0.25-1 pg/mL) y C. sinensis (0.25-1
pg/mL) evaluadas y en el eje de las ordenadas el nimero de bacterias vivas /mL o bacterias

muertas/mL. Se observd una disminucion significativa en el nUmero de bacterias muertas
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con valores de p <0.05 en todos los tratamientos de combinacion realizados, indicandonos que

los AE’s presentan un efecto antagdnico en amikacina.
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Figura 19. Efecto de la combinacién de los AE’s de C. latifolia + amikacina y C. sinensis + amikacina
frente a E. coli. a) ug del AE de C. latifolia vs bacterias vivas/mL, b) pg del AE de C. latifolia vs bacterias
muertas/mL, ¢) ug del AE de C. sinensis vs bacterias muertas/mL y d) yug del AE de C. sinensis vs
bacterias muertas/mL. Se observa una disminucién del efecto antibacteriano de amikacina en
combinacién con cada uno de los AE’s frente a esta cepa. Cada punto es la media + la S.D. de tres

experimentos realizados por triplicado.

6.5 Evaluacion de susceptibilidad antibacteriana de E. coli frente a amikacinay los
AE’s de C. latifolia y C. sinensis por cuenta viable.

Antibiotico
En la figura 20 se muestra en el eje de las abscisas las concentraciones evaluadas de
amikacina (0.25-4 ug/mL) y en el eje de las ordenadas el nUmero de bacterias vivas/mL. A

la concentracion de 1 pg/mL amikacina es capaz inhibir completamente el crecimiento de
E. coli.
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Figura 20. Determinacién de la CMI de amikacina para cepa de E. coli. A la concentracién de

1 pg/mL amikacina es capaz inhibir completamente el crecimiento de E. coli.

AEs

En la figura 21, se muestra en el eje de las abscisas las concentraciones evaluadas de los
AE de a) C. latifolia (0.25-4 pg/mL y C. sinensis (0.25-4 ug/mL) y en el eje de las ordenadas
el nimero de bacterias vivas/mL. Al igual que por la técnica de citometria, una disminucion
del efecto antibacteriano de amikacina en combinacion con cada uno de los AE’s es también

observada el método de cuenta viable.
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Figura 21. Efecto de los AE’s de C. latifolia y C. sinensis frente a E. coli. a) ug del AE de C.
latifolia vs bacterias vivas/mL, b) ug del AE de C. sinensis vs bacterias vivas/mL. Los AE’s no

presentan actividad antibacteriana frente a esta cepa.
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En la figura 22, se muestra en el eje de las abscisas las concentraciones evaluadas de la

combinacion antibidtico (1 pg/mL de amikacina) + AEs (C. latifolia (0.25-1 pg/mL) y C.

sinensis (0.25-1 pg/mL) y en el eje de las ordenadas el nUmero de bacterias vivas/mL. Al

igual que por la técnica de citometria, una disminucion del efecto antibacteriano de

amikacina en combinacién con cada uno de los AE’s es también observada por el método

de cuenta viable.
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Figura 22. Efecto de la combinacién de los AE’s + antibiotico frente a E. coli. a) ug del AE de

C. latifolia vs bacterias vivas/mL, b) pg del AE de C. sinensis vs bacterias vivas/mL. Se observa

unadisminucién del efecto antibacteriano de amikacina en combinacion con cada uno de los

AE’s frente a esta cepa.
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7. Discusioén

Un diagnéstico rapido y fiable es una estrategia clave para reducir la prescripcion
inapropiada de antibidticos, causa principal de la resistencia antibacteriana [44]. Los
métodos estandar de evaluacion de sensibilidad antibacteriana requieren de tiempos
prolongados (24 h-1mes) para la obtencién de resultados. Debido a ello, se han
desarrollado diferentes técnicas que generan resultados equiparables a los obtenidos por
los métodos estandar, pero en menor tiempo, como los obtenidos por la técnica de
citometria de flujo (6h-16h), que consiste en la evaluacion de viabilidad bacteriana utilizando
fluorocromos que proporcionan informacién de diferentes paradmetros bacterianos. Se han
desarrollado distintos protocolos de tincion, entre ellos la tincién doble entre SYTO9 y P,
gue por varios afios se fue generalizando su empleo entre los investigadores por su
procesamiento rapido. Sin embargo, detectamos algunas limitaciones como: la observacion
de una region de estados intermedios denominada por el kit “poblacion desconocida” [45]
cuando se realiza la contratincion por citometria de flujo (figura 11) y una fluorescencia
amarilla por microscopia de fluorescencia (figura 14), especificamente en los tratamientos
realizados con cefotaxima e isopropanol en E. coli, debido a la retencion de ambos
fluorocromos durante el proceso dinamico de unién, liberacién y competencia por los sitios
de unién de ellos [45], y aumento de la fluorescencia verde por absorcion de la emisién de
SYTO9 por PI cuando la concentracion de SYTO9 no es la 6ptima, proceso denominado

transferencia de energia de fluorescencia (FRET) [46].

El PI es un fluoréforo con afinidad a DNA y RNA que atraviesa Unicamente las membranas
permeables de las bacterias y que al combinarse con otro fluor6foro que penetra
membranas intactas, permite dar un recuento celular global. Por lo anterior, la tincion dual
SYTO 9/PI sigue siendo sumamente utilizada en diferentes areas para evaluar actividad
antibacterial. Sin embargo, su rendimiento y efectividad alin no estan claros, ni tampoco los
efectos causados a la fisiologia bacteriana. Diversos factores deben tomarse en cuenta
para la correcta utilizacion de esta tincién dual como, afinidad de unién del colorante a la
célula en cuestién, el estado fisiolégico de ésta, la concentracion del colorante, temperatura
y tiempo de incubacion. Se sabe por ejemplo que E. coli es mas resistente a la penetracion
de SYTO 9 que una bacteria gram negativa debido a las caracteristicas de la membrana
celular. Estudios previos ha demostrado que SYTO 9 penetra de forma continua a la célula
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y Pl lo hace por citoadherencia continua y que las propiedades de la membrana pueden
alterarse con altas concentraciones de estos colorantes. Por otro lado, falsas sefiales de
mortalidad celular por del Pl pueden presentarse como resultado de un alto potencial de
membrana, esto puede no correlacionarse con los cultivos debido al estado viable pero no
cultivable de las bacterias (VBNC). Por lo que tomar en cuenta estos factores es de suma
importancia para la correcta obtencion e interpretacién de los resultados obtenidos [46].

Ademads, la retencion de fluorocromos durante el proceso dindmico de union, liberacién y
competencia para los sitios de union del ADN [45] y el consiguiente aumento de la absorcion
de fluorescencia verde por PI (transferencia de energia de fluorescencia o FRET) en
concentraciones sublptimas, podria afectar a cualquiera de los fluorocromos o sefiales de
fondo. Por lo tanto, una proporciéon adecuada entre los fluorocromos y con el contenido de

ADN podria minimizar dicha interferencia [46].

Por otra parte, un porcentaje menor al 80% de bacterias muertas fue observado en las
concentraciones mas altas de amikacina evaluadas en E. coli por citometria de flujo (figura
16), causando la no obtencion de la CMI por esta técnica, que pudo deberse a un tiempo
prolongado de exposicidén al antibiético. Por ello, es necesario realizar curvas de tiempo-
mortalidad, obteniendo el tiempo de incubacién 6ptimo donde el antibiético genere su efecto

bacteriostatico sin que genere toxicidad provocando la obtencién de detritus bacterianos.

Como se menciond previamente, se observaron filamentos en el rango de concentraciones
de 0.0015-0.48 pg/mL de cefotaxima evaluadas (figura 13 y 14), que es una respuesta inicial
por parte de E. coli ATCC 25922 a este antibidtico cuando la proteina PBP3, involucrada
en el entrecruzamiento del peptidoglucano durante la division celular, es inhibida; proceso
observado por Kjeldsen et al en cepas de E. coli MG1655 [43]. Estudios previos han
demostrado que sulA y capR también estan involucrados en la filamentacion de E. coli.
Ademas, Miller et al. [47] demostrd que los promotores SOS (recA, lexA y dpiA) estan

involucrados en la inhibicion de la division celular [43].
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Se ha especulado que la produccion de filamentos en cepas resistentes se debe a que
cefotaxima se une inicialmente a PBP3, induciendo la produccion de filamentos. Sin
embargo, cuando CTX-M-1 comienza a producirse en altas cantidades, el antibiético es
hidrolizado y no es capaz de unirse a PBP3 mas [43].

Por otro lado, los resultados obtenidos de la evaluacion de susceptibilidad antibacteriana
en E. coli ATCC 25922 frente a los AEs de C. latifolia y C. sinensis, en el rango de
concentraciones de 0.25-4 pg/mL, a las condiciones de incubacién de 3h a 37°Cy 70 rpm,
por la técnica de citometria de flujo (figura 17) y el método de cuenta viable (figura 21);
mostraron que los AE’s no presentan actividad antibacteriana frente a esta cepa. Sin
embargo, Frassinetti et al. [22] ha demostrado la actividad antibacteriana del AE de C.
sinensis frente a E. coli a través de la medicion de la densidad Optica obteniendo una
reduccion >90% de la absorbancia a la concentracion de 25 pg/mL, concluyendo que
probablemente el tiempo de exposicion de E. coli a los AEs, podria ser un factor
determinante para poder observar la actividad antibacteriana de estos. Pues aldn en
concentraciones de 96 pg/mL, 8720 pg/mL y 0.872 g/mL del AE de C. latifolia y 96 pg/mL y

0.842 g/mL del AE de C. sinensis no se observo un porcentaje 280% de bacterias muertas.

La mayoria de las propiedades bioldgicas de los AEs del género Citrus han sido atribuidas
a limoneno, uno de sus principales componentes. Aunque, se ha observado que existe una
discrepancia entre el contenido de limoneno y la actividad antibacterial de los AE. Por
ejemplo, el AE de Citrus sinensis Osbeck cv. Newhall, que presenta a limoneno como
principal componente (85.32%), a concentraciones de 1.56 puL/mL, 0.78 uL/mL, 1.56 pL/mL
y 3.13 uL/mL, mostr6 un efecto antibacterial contra Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisiae), E. coli, B. subtilis y S. aureus; respectivamente. Sin embargo, cuando limoneno
fue evaluado individualmente, generdé valores de CMI de 15.68 pyL/mL y 3.92 pL/mL,
respectivamente. Ademas, observaron que componentes que coexisten en este AE en
menor porcentaje, tales como a-pineno, linalool, decanal, terpineol, citral y nonanal,

presentaron mayor actividad que limoneno [48].
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Factores como son composicion, grupos funcionales presentes en los componentes activos
y sus interacciones sinérgicas, seran determinantes en la actividad de los AEs, pues se ha
demostrado que el efecto que los componentes tienen individualmente difiere del que
presentan cuando se encuentran en combinacion con otros componentes del AE, ya que
cada componente ejerce un mecanismo de accién diferente en la bacteria, razon principal
por la que los AE estan siendo propuestos como nuevos compuestos antibacterianos dado

gue seria mas dificil para la bacteria generar resistencia a ellos [48].

Por otra parte, una disminucién de la actividad de amikacina contra E. coli fue observada
en las evaluaciones realizadas de la combinacion de los AEs de C. latifolia y C. sinensis y
antibiotico, que pudo deberse a la alteracion de la solubilidad de amikacina, por la presencia
de componentes hidrofébicos como: D-limoneno, B-thujene, a-pineno, B-pineno, a-mirceno
y y-terpineno. Se ha determinado la solubilidad de amikacina en agua siendo esta de 50
mg/mL y de <1 mg/mL en DMSO (disolvente de los AE) [49], indicandonos que disminuye
la solubilidad de amikacina en presencia de solventes organicos, tales como los presentes

en los AE de C. latifoliay C. sinensis.

La evaluacion de susceptibilidad antibacteriana mediante la técnica de citometria de flujo
presenta ciertas limitantes, tales como: el acceso al equipo y el costo de los kits de
evaluacion de viabilidad bacteriana. Aunque actualmente existen diversos sistemas
automatizados para la evaluacién de susceptibilidad antibacteriana que proporcionan
resultados en rangos de tiempo equiparables a lo de la técnica de citometria de flujo, que
podrian ser menos costosos. Esta técnica presenta la ventaja que no solo determina la
viabilidad de la bacteria a través de la reproducibilidad de esta, sino que contempla
pardmetros como integridad de la membrana y actividad metabdlica, permitiendo detectar
bacterias en estado viable pero no cultivables (VBNC), las cuales siguen siendo virulentas

y algiin momento pueden comenzar a dividirse si se les provee las condiciones éptimas.
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8. Conclusién

La técnica de citometria de flujo es una herramienta que puede ser utilizada para la
evaluacion de susceptibilidad bacteriana, pues ha demostrado resultados reproducibles
comparados con la técnica de cuenta viable, pero en menor tiempo. Sin embargo, la
investigacion deben enfocarse en el desarrollo de nuevas opciones de tincién dual de
viabilidad bacteriana, pues aun este campo ha sido muy poco explorado y tinciones
existentes no han sido del todo estandarizadas y presentan aun ciertas limitaciones, tal es
el caso de la tincion dual SYTO9/PI (tincién dual SYTO9/PI), donde la fiabilidad de sus
resultados se ha visto comprometida debido a que no es capaz de discriminar entre células
bacterias viables y no viables debido al desplazamiento de la poblacion de bacterias (vivas
y muertas) hacia la regién de “poblacion desconocida”, denominada asi por el kit, por

retencion de ambos fluorocromos por parte de la bacteria

Por otro lado, un porcentaje menor al 80% de bacterias muertas fue observado en las
concentraciones mas altas de amikacina evaluadas en E. coli por citometria de flujo (figura
16), causando la no obtencion de la CMI por la técnica de citometria de flujo, que pudo

deberse a un tiempo prolongado de exposicion al antibidtico.

Los AEs de C. latifolia y C. sinensis no presentan actividad antibacteriana frente a E. coli a
las condiciones de evaluacion, que puede deberse a que el tiempo de exposicion de E. coli

a los AEs no fue suficiente para que los estos generaran su actividad.

Ademds, presentan un efecto antagonico contra amikacina, que puede deberse a la
modificacion de la solubilidad de amikacina, por la presencia de componentes organicos

como: D-limoneno, B-thujene, a-pineno, B-pineno, a-mirceno y y-terpineno.

55



9. Perspectivas

Se ha observado que utilizando SYTO9 a una concentracion de 2.5 mM y Pl a 9.0 mM,
disminuye la probabilidad de que se promueva la transferencia de energia por parte de Pl
a SYTO9 y que la bacteria retenga ambos fluorocromos, aumentado asi la fiabilidad de los
resultados obtenidos utilizando la tincion dual, se propone la realizacién de la evaluacion

de susceptibilidad antibacteriana utilizando los fluorocromos en estas concentraciones.

Se ha desarrollado el kit “Redox Sensor” compuesto por el reagente “RedoxSensor™
Green” y el fluorocromo PI, esta basado en la evaluacion de la actividad reductasa y de
permeabilidad de membrana, que ha sido evaluado por Molecular Probes en diversas
especies de bacterias, tales como: Bacillus cereus, B. subtilis, Clostridium perfringens,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Mycobacterium phlei,
Pseudomonas aeruginosa, P. syringae, Salmonella oranienburg, Serratia marcescens,
Shigella sonnei, Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes y ha demostrado una
buena correlacion con los resultados obtenidos por el método de microdiluciéon. Aunque,
aun no hay publicaciones donde utilicen este kit para la evaluacion de susceptibilidad
bacteriana. Este kit tiene la ventaja de que ya no habria competencia por parte de los

fluorocromos por el mismo sitio blanco (DNA).

Se ha demostrado que el AE de Citrus sinensis Osbeck cv. Newhall presentan actividad
antibacteriana frente a las siguientes cepas: X. campestris pv citri NCPPB 3236, X.
campestris pv citri NCPPB 3562, X. campestris pv citri NCPPB 3832, E. coli ATCC 10536,
E. coli ATCC 25922, S. cholerasuis ATCC 14028, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus
ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212 y E. aerogenes ATCC 13048, se propone evaluar
nuevamente el AE’s de C. latifolia ya sea por el método de microdiluciéon o por la técnica
estandariza de citometria de flujo, pues ademas de que limoneno estan en menor
porcentaje (que se ha observado que tiene baja actividad antibacteriana) tiene presente
compuestos oxigenados, que han demostrado tener mayor actividad antibacteriana que los

compuestos hidrocarbonados.
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