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Resumen.

Las enfermedades infecciosas transmitidas por el consumo de diferentes
alimentos en especial diferentes tipos de carne como el pollo y la res han ido en
aumento ya que son una matriz compleja en cuanto a su composicion y, por lo
tanto, un ambiente adecuado para la supervivencia de diferentes
microorganismos. En el presente estudio se trabajé con cepas previamente
aisladas de carne de pollo a las cuales se les determiné si son resistentes a por
los menos 5 antibidticos. Encontrar estas bacterias multirresistentes a antibiéticos
en alimentos muestra el grave problema para tratar a las enfermedades
transmitidas por los mismos. Este estudio también pretende investigar una
alternativa natural para la inhibicion de estas bacterias utilizando aceite esencial
de Cinnamomum zeylanicum especia conocida comunmente como canela. Se
seleccionaron al azar 10 cepas previamente aisladas de carne de pollo las cuales
se encontraban congeladas. Las cepas se reactivaron inoculandolas en caldo
Luria. Una vez reactivadas se resembraron en medios de cultivos selectivos y
diferenciales como agar Mc Conkey y agar MSA para su purificacion encontrando
sb6lo bacterias Gram negativas. Al conjunto de cepas puras se les realizd
antibiograma por el método de Bauer-Kirby para poder determinar Ia
multirresistencia a antibidticos. Se seleccionaron las cepas que presentaban
resistencia a por lo menos 5 antibiéticos quedando 5 cepas totales para su
estudio. Al mismo tiempo se realizé en muestras de corteza de canela dos tipos de
destilaciones 1) arrastre por vapor, 2) hidrodestilacion encontrando que en este
ultimo método se obtuvo una mayor cantidad de aceite esencial (1mL por cada 60
g de canela). El aceite obtenido por hidrodestilacion se probo en las 5 cepas por la
metodologia de Bauer-Kirby utilizando volumenes de 5, 10, 15 y 20 uL. Se
encontré que el 100% de las cepas fueron sensibles al aceite esencial de canela
incluso utilizando el volumen mas pequeno (5 pL) y encontrando que entre mas
cantidad de volumen de aceite esencial se utilice mayor sera su efecto inhibitorio.
Finalmente el aceite esencial de canela se mando a analizar a la USAI (Facultad
de Quimica, UNAM) a través de una cromatografia de gases acoplada a masas,

para determinar que compuestos quimicos son los principales constituyentes de



esta muestra de canela encontrando que el cinamaldehido, el bencenopropanal, el
eugenol y el linalool se encontraban en mayor proporcion y que quiza podrian ser
los causantes de la inhibicion de estas bacterias; ademas, no se podria descartar
que los compuestos encontrados en menor proporcion también ayuden a dicha

inhibicion.



Introduccion.

Uno de los mas grandes acontecimientos en el area clinica a nivel mundial ha sido
la introduccién de la penicilina por Alexander Fleming en 1928. Desde entonces la
busqueda, sintesis y uso de nuevas moléculas antimicrobianas para el tratamiento
de enfermedades infecciosas no ha cesado. Asimismo, se ha generado un nuevo
problema de salud asociado a este acontecimiento, el surgimiento de bacterias

resistentes a multiples antibiéticos.

Este fendbmeno se ha convertido en un problema de salud no solo a nivel nacional
sino también mundial, el cual se ha asociado principalmente a ambientes
intrahospitalarios pero actualmente, se han reportado otros nichos tales como la
ganaderia y la avicultura. Algunos de los factores principales que han promovido la
multirresistencia han sido el uso desmesurado de los antibiéticos en ambientes

clinicos, asi como su utilizacion para promover el crecimiento en animales.

En el 2009 se reportd que el 80% de los antibidticos vendidos se destinaron a la
industria agropecuaria. En su mayoria, no fueron utilizados para combatir
infecciones bacterianas si no que fueron administrados continuamente a bajas
dosis en los alimentos de los animales para incrementar rapidamente su
crecimiento. Al estar la microbiota de los animales expuesta a una constante

presién selectiva, se puede promover la aparicion del fenotipo de multirresistencia.

A raiz de esta problematica, seria de gran interés investigar alternativas naturales
para el tratamiento de distintas enfermedades infecciosas. Se ha observado que
ciertos aceites esenciales de especias tales como la canela (Cinnamomum
zeylanicum), son capaces de inhibir el crecimiento de las bacterias. Este
conocimiento ha sido ampliamente utilizado durante muchos afios para preparar
bebidas y/o infusiones que por su gran contenido de acidos organicos tienen
propiedades antimicrobianas. Por esta razon, este estudio pretende observar el
efecto antimicrobiano del aceite esencial de canela sobre bacterias

multirresistentes a antibidticos aisladas de alimentos para consumo humano.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES
1.1. Antibidticos

1.1.1 Historia de los Antibi6ticos

Un antibiético es una sustancia quimica producida por el metabolismo microbiano
de bacterias y hongos que tienen la capacidad de matar o inhibir el crecimiento de
otros microorganismos (Waksman, 1947). La mayor variedad en estructura y
numero de antibidticos se encuentra en los actinomicetos, especialmente en el
género Streptomyces. En este contexto utilizaremos el término antibidtico para
referirnos a cualquier clase de molécula organica que inhiba o mate microbios por
medio de interacciones especificas con perfiles bacterianos, sin tener en cuenta la

fuente del compuesto o clase en particular (Davies y Davies, 2010).

En 1910 Paul Erlich descubri6 el primer agente antimicrobiano, llamado Salvarsan.
Aunque era efectivo para el tratamiento de la sifilis, también causaba efectos

secundarios en la salud (Yamaguchi y Saga, 2009).

Posteriormente, en el ano de 1928 Alexander Fleming encontré6 una sustancia
producida por un hongo (del género Penicillium) que inhibia el crecimiento de S.
aureus, conocida actualmente como penicilina. Mientras tanto Domagk vy
colaboradores en 1935 descubrieron las sulfonamidas las cuales eran agentes
capaces de matar a microorganismos localizados en el torrente sanguineo
(Yamaguchi et al., 2009).

En las siguientes dos décadas, el descubrimiento acelerado de nuevas moléculas
de antibidticos dio origen a la llamada edad de oro de la quimioterapia
antimicrobiana (Fig. 1). Esto comenzd con la obtencién de la estreptomicina en
1944 y que fue utilizada para el tratamiento de la gran plaga blanca, es decir, la
tuberculosis (Davies et al., 2010). En 1950 se descubrieron otros antibiéticos como
las tetraciclinas, los macrolidos, el cloranfenicol y los glicopéptidos (Walsh y
Fischbach, 2009).

En los afos de 1960 y 1962 se sintetizaron las moléculas de meticilina y acido
nalidixico, respectivamente. Mientras que en 1968 y hasta 1980 surgio la primera,



segunda y tercera generacién de carbapenems. Seis afios después aparece otro
antibidtico clasificado dentro de los betalactdmicos como el monobactam. En la
década de los noventa aparecieron las primeras fluoroquinolonas y desde el afo
2000 y hasta la fecha ha existido un decremento en el desarrollo de nuevas

moléculas antimicrobianas (Yamaguchi et al., 2009).

Figura 1. La mayoria de los andamios quimicos de los que derivan los
antibiéticos actuales fueron introducidos a mediados de la década de 1930 y
principios de 1960 (Walsh et al., 2009).

1.1.2. Mecanismo de accion de los antibidticos

Todos los antibidticos se caracterizan por tener un espectro antimicrobiano
especifico que se refiere al nUmero de especies de microorganismos sobre los que
puede actuar. Mientras que los antimicrobianos de amplio espectro actuan sobre
diferentes especies. Los de espectro intermedio actuan sobre un namero limitado

de especies y los de bajo espectro actuan solo sobre una sola especie.

Los antibidticos pueden ser clasificados de acuerdo a su mecanismo de accién
frente a un blanco como aquellos que (Tabla 1):



1. Inhiben la sintesis de la pared celular

2. Inhiben la membrana citoplasmatica
3. Inhiben la sintesis de proteinas
4. Inhiben la sintesis de acidos nucleicos
1. Inhibicidon de la sintesis de la pared celular

Durante el crecimiento y la division de la célula bacteriana, la pared original
también debe crecer y formar un nuevo tabique (pared transversa) entre las dos
células hijas de modo que cuando estas se separen, cada célula hija posea una
membrana completa e integra. Los inhibidores de la sintesis de la pared celular
actuan en diferentes puntos de la secuencia y no permiten la biosintesis de la
pared, por lo que al alargarse la célula se hara una ruptura por la presién osmotica
interna. Algunos antibiéticos que actuan a nivel de la pared celular son las

penicilinas, las cefalosporinas, la bacitracina y la vancomicina (Uetrecht, 2002).

2. Inhibicion de la membrana citoplasmatica

Las membranas citoplasmaticas sirven como medio de difusion pasiva y llevan a
cabo el transporte activo. Las membranas microbianas estan compuestas
principalmente de fosfolipidos y son afectadas por varios compuestos como la
polimixina (antibiético conformado de grandes polipéptidos ciclicos con grupos
amino y carboxilo que conforman una faceta polar y cadenas de hidrocarburos que
confieren la parte no polar) que reacciona con los grupos fosfatos de la cubierta de
fosfolipidos de la célula haciendo una desorganizacion de la membrana con

escape del contenido intracelular ocasionando lisis (Uetrecht, 2002).



3. Inhibicion de la sintesis de proteinas

La sintesis de proteinas se lleva a cabo mediante la traduccién de informacion
genética codificada en los ARNm. Este proceso se desarrolla en tres etapas
(inicio, alargamiento y terminacion). Varios antibidticos inhiben la sintesis de
proteinas porque interfieren uniéndose a los ribosomas y evitan la formacion
normal del péptido en uno o varios puntos. Los aminoglucésidos, las tetraciclinas,
el cloranfenicol y los macrdlidos son ejemplos clasicos de antibiéticos que inhiben
esta sintesis. En particular estan los aminoglucésidos que se unen a la subunidad
30s, bloqueando la primera etapa de la traduccion y la union del ARNt, por lo que

se origina un error en la lectura del codigo genético (Uetrecht, 2002).

4, Inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos

La reproduccién de las bacterias al igual que la de toda célula viva, requiere la
replicacion del ADN que contiene y la transferencia de los codigos genéticos para
la sintesis de todos los componentes de la célula. La inhibicidon de la replicacion
del ADN puede darse de manera directa o indirecta. Como ejemplo de la primera
esta la rifampicina que inhibe directamente la replicacion de los acidos nucleicos,
mientras que las sulfonamidas inhiben la replicacion de los acidos nucleicos de
una manera mas indirecta porque interfieren con la sintesis de acido félico en las
células microbianas. Las bacterias deben sintetizar su propio acido félico ya que lo
utilizan como un acarreador de moléculas de carbono para la sintesis de timidina y
de otros nucledsidos puesto que no pueden utilizarlo de una manera preformada

ya que no entraria en la célula bacteriana (Uetrecht, 2002).



Tabla 1. Mecanismo de accidén de agentes antibacterianos (Chopra, 2010).

Sitio

Agente

Objetivo Principal

Pared celular

Penicilinas
Cefalosporinas
Bacitracina, ramoplanina
Vancomicina, teicoplanina
Telavancina

Cicloserina
Fosfomicina
Isoniacida

Ethambutol

Transpeptidasa
Transpeptidasa
Isoprenilfosfato
Acil-D-alanil-D-alanina
Acil-D-alanil-D-alanina y la
membrana celular

Alanin raemasal/ligasa

Piruvil tranferasa

Sintesis de Acidos micolicos

Arabinosil transferasa

Cloranfenicol
Tetraciclinas

Peptidil transferasa
Sitio A ribosomal

Ribosomas : . C
Aminoglucosidos Iniciacion
complejo/translacién
Macrélidos Subunidad ribosomal 50S
Lincosamidas Ribosomal Ay sitios P
Acido fusidico Factor de elongacion G
Linezolid Sitio A ribosomal
Pleuromutilins Sitio A ribosomal
RNAt Mupirocin Isoleucil-tRNA-sintetasa
Acidos nucleicos | Quinolonas ADN girasa (subunidad o/
topoisomerasa V)
Novobiocina DNA girasa (subunidad B)

Rifampicinas
5-Nitroimidazoles
Nitrofuranos

ARN polimerasa
Cadenas de ADN
Cadenas de ADN

Membrana celular

Polimixinas
Daptomicinas

Fosfolipidos
Fosfolipidos

Sintesis de folato

Sulfonamidas
Diaminopirimidinas

Pteroato sintetasa
Dihidrofolato reductasa




1.1.3. Uso de los antibiéticos en animales

Los antibidticos varian mucho en sus propiedades fisicas, quimicas y en su
toxicidad. Debido a estas caracteristicas, algunos antibidticos tienen
potencialmente un efecto quimioterapéutico notable y son utilizados para el control

de diversas infecciones microbianas en el hombre y en los animales.

Una alta porcién de los antimicrobianos es usada en las practicas de la industria
en animales para consumo humano. Los antibiéticos se incluyen dentro del amplio
grupo de compuestos que forman parte de la composicion del pienso animal y se
administran con fines curativos y/o preventivos. Los piensos contienen en general
concentraciones relativamente elevadas del farmaco (en el orden de 100 a 1000

mg/L) y se administran durante periodos bastante cortos (Cancho y Garcia, 2000).

En teoria, el uso terapéutico de los antibioticos en animales tiene como obijetivo
controlar o eliminar las enfermedades infecciosas previamente documentadas
causadas por bacterias, hongos o protozoarios. Se les puede administrar por
medio de inyecciones o por via oral, aunque cabe destacar que la alimentacién por
piensos es una de las mas usadas a la hora de medicar en los sectores
zootécnicos. Los antibioticos también son utilizados para la prevencion de brotes
de cualquier enfermedad por ejemplo, en los ciclos iniciales de crecimiento de
animales en donde son especialmente susceptibles a agentes infecciosos muy

particulares (Cancho et al., 2000).

Sin embargo, desafortunadamente se ha visto que no solo se utilizan para estos
fines. Muchas veces los animales a los que se les prescribieron estos agentes no

requerian del antimicrobiano porque no presentaban evidencia de infeccion.

Por otro lado, se ha observado que los animales incrementaban su peso
rapidamente al ingerir dosis subterapéuticas de los antibidticos (promotores del
crecimiento). Desde hace ya varias décadas se han venido suministrando
diferentes antibidticos durante semanas o meses a dosis subterapéuticas
causando la inactivacion de algunas bacterias dentro del tracto intestinal y, de esta



forma, dejando disponibles mayor numero de nutrientes para el animal (Watson,
2001).

1.2. Origenes de la resistencia a antibidticos

El uso inadecuado de los antibidticos que se administran en los piensos de los
animales puede originar la presencia de residuos de dichos farmacos ya sea en el
tejido muscular y en otros tipos de tejidos tales como el caso del higado y el riidn.
A raiz de esto se ha propiciado una presion selectiva en las bacterias que ha
originado el escenario adecuado para la transferencia de material genético entre
microorganismos patdégenos y microorganismos comensales (no patdégenos)
determinando la aparicién y diseminacién del fenotipo de resistencia a los
antibidticos. De la misma manera, estos animales pueden contener trazas de
antibidticos que se incorporen al organismo humano a través de la cadena
alimenticia, fomentando igualmente la aparicion de microorganismos resistentes
(Cancho et al., 2000).

Varios estudios han demostrado la presencia de microorganismos resistentes a
antibidticos en productos de animales para consumo humano. Un estudio en
Europa en el ano de 1970 demostré que se utilizo la avoparcina, una droga similar
a la vancomicina, como promotor de crecimiento. Al ejercer una constante presion
selectiva sobre las bacterias, se propicié que la flora natural microbiana de los
animales se convirtiera en resistente a diversos antibiéticos (Marshall y Levy,
2011).

En 1975 se realizoé un estudio que consistid en la administracion de tetraciclina en
la comida a pollos de una granja. Subsecuentemente, se realizaron los analisis de
las bacterias que se encontraban en los intestinos de los pollos, hallando
organismos con el fenotipo de resistencia a las tetraciclinas. Ademas, las personas
qgue convivian con estos animales también desarrollaron flora intestinal resistente

a tetraciclina (Levy y FitzGerald., 1976).
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En Dinamarca en los afios de 1995 y 1996 hubo un aumento de la resistencia en
cepas de Enterococcus faecium que se encontraban en los pollos para consumo

humano debido al abuso de la avilamicina (Marshall et al., 2011).

Adicionalmente, se realizaron otros estudios que mostraron la presencia de
microorganismos resistentes a antibidticos en diferentes tipos de carne para
consumo humano. En el afo de 2001 se realizé un estudio en el cual se
muestrearon 200 tipos de carnes, entre ellas la de pollo, la de res, la de pavo y la
de puerco de diferentes supermercados de la ciudad de Washington D. C. Se
encontré que el 20% de las muestras contenian diferentes tipos de Salmonella

resistentes a antibidticos (White y Zhao, 2001).

1.2.1 Transferencia de material genético en bacterias

La resistencia que han generado las bacterias a multiples antibiéticos se puede
explicar mediante el intercambio de material genético de forma horizontal
(transferencia horizontal de genes) ya sea por transformacién, transduccion o

conjugacion.

Transformacion

Ocurre cuando el ADN se encuentra desnudo a causa de la lisis de algunas
bacterias; este ADN es adoptado por otras bacterias mediante una recombinacion
genética (Fig. 2). El gen de resistencia al antibiotico puede ser integrado dentro del

cromosoma o en el plasmido de la célula receptora.

., X Liberaciéon
Transformacidn bacteriana de

Célula donadora Gen de resistencia a Célula receptora
antibidtico

Figura 2. Transferencia de material genético mediante la Transformacién

(Lowy y Furaya, 2006).
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Transduccion

En la transduccion, los genes de resistencia al antibiotico son transferidos de una
bacteria a otra por medio de bacteriéfagos y pueden ser integrados dentro del
cromosoma de la célula receptora (Fig. 3). La transduccion puede ser
generalizada o especializada. En la primera, un ADN bacteriano tanto
cromosomico como plasmidico pasa a formar parte del ADN de un hospedero en
lugar del genoma del virus. En la segunda, el ADN de una regién especifica del

cromosoma bacteriano se integra directamente en el genoma del hospedero.

Transduccion bacteriana

Liberaciéon

Célula donadora infectada por fago Célula receptora

del fago

Figura 3. Transferencia de material genético mediante la transduccién (Lowy
et al., 2006)

Conjugacién

La conjugacién ocurre mediante el contacto directo entre dos bacterias y se
requiere de una bacteria que contenga un plasmido conjugativo y una bacteria
receptora que carezca de él (Fig. 4) Los genes que regulan la transferencia estan
situados en una region del plasmido llamada tra. Algunos genes de la region tra
estan relacionados con la sintesis de los pili. Los pili permiten el apareamiento
especifico entre ambas bacterias, dando lugar a la formacion de un puente de
conjugacion por el cual pasa el ADN de una bacteria a otra. EI ADN a transferir es

el plasmido conjugativo.
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Conjugacion bacteriana

|

Transposon Célula donadora

Figura 4. Transferencia de material genético mediante la conjugacion (Lowy
et al., 2006).

Célula receptora

1.2.2. Elementos genéticos moéviles
1. Plasmidos

Watanabe describié plasmidos de resistencia en el afio de 1963 a los que llamo

plasmidos R. Al paso del tiempo dicho nombre ha sido modificado.

Los plasmidos son definidos como moléculas de ADN que se replican de manera
auténoma del cromosoma bacteriano; multiples plasmidos pueden existir dentro de

una sola bacteria (Fig. 5).

La funcion principal del plasmido es permitir la evolucién de las bacterias en
condiciones ambientales sumamente variables y pueden codificar resistencia para
uno o dos antibidticos. Se cree que los plasmidos de resistencia se originan por la
acumulacién de diferentes genes que en condiciones normales no son parte de los
cromosomas bacterianos, los plasmidos se reconocen como la mayor amenaza a

la eficacia de los antibidticos.

Figura 5. Plasmido dentro de una célula bacteriana.
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2. Transposones

Son secuencias discretas de ADN capaces de translocarse de un replicon a otro,

por lo que se dice que saltan de un gen a otro (Denis, 2010).

Los transposones fueron identificados por primera vez como inserciones
espontaneas en los operones bacterianos. Anulaban la transcripcion o la
traduccién de los genes en los cuales se insertaban. A partir de entonces, se
caracterizaron diversos transposones. Las “secuencias de insercidén” (IS) son
unidades autéonomas que codifican para una proteina indispensable llamada
transposasa. Todas las IS comparten una organizacion similar. En sus extremos
hay secuencias cortas repetidas e invertidas llamadas “inverted repeats” (IR). Las
IS contienen una unica region codificante que codifica para la transposasa y se
encuentra entre los dos IR (Fig. 6). Cuando un elemento IS transpone, se duplica
una secuencia del huésped en el sitio de insercion y se identifican porque son

pequefas secuencias directas que flanquean a las IR (Orman, 2006).

Los transposones replicativos (el elemento es duplicado durante la reaccion, asi la
unidad que se transpone es una copia del elemento original), y los transposones
no replicativos son aquellos que se mueven como una entidad fisica directamente

de un sitio a otro, en forma conservada (Orman, 2006).

Figura 6. Secuencias de insercion y su transposicion. En la transposicion de
una IS se duplica una secuencia del huésped en el sitio de insercion que se
identifican como secuencias directas que flanquean las IR (Orman, 2006).
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También existen los transposones compuestos (Fig. 7) conformados por una
region central que porta el gen marcador, flanqueada a ambos lados por
elementos de secuencias de insercién, pudiendo encontrarse en la misma
orientacién o invertida.

Figura 7. Transposones compuestos. Arriba: transposon compuesto por
secuencias de inserciéon con la misma orientacion.

Abajo: Transposon compuesto por secuencias de insercion invertidas
(Orman, 2006).

3. Integrones

Un integron se puede definir como un elemento genético dinamico en el que
mediante un mecanismo de recombinacion sitio-especifica se acumula una
combinacioén de genes estructurales organizados como un operén. Se dice que es
dinamico ya que los integrones tienen la capacidad para escindir ADN en forma de
circulos autonomos y la capacidad de estos “circulos” auténomos para integrarse
en otro integrén diferente (Garcia, 1999).

Los integrones contienen colecciones de genes llamados “cassettes” que estan
generalmente organizados en torno al gen de una proteina llamada integrasa que
realiza la funciéon de recombinacién y que a su vez da las diferencias para los
cuatro tipos de integrones que existen (I, 11, lll y V).

Estructuralmente se suele hablar de tres regiones en un integrén (Fig. 8): 1) Una

region constante 5' que contiene basicamente el gen de la integrasa que se
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transcribe de derecha a izquierda; 2) en el extremo 5' del gen una regién con dos
promotores divergentes que controlan respectivamente la transcripcion del gen de
la integrasa y 3) una regién de los genes estructurales situados a la derecha. En la
region central variable se localizan los genes estructurales del integron (casi

siempre genes de resistencia a antibioticos).

5% constante Central variable 37 constante

attl alttC'1 attC2

ST

int aadA dhfr sl

>

Figura 8. Esquema de la estructura del integron (Garcia, 1999).

En conjunto estos tres elementos genéticos mdéviles mencionados (plasmidos,
transposones e integrones) forman parte de los mecanismos de resistencia

adquirida de las bacterias.

Por otro lado, se ha asociado la resistencia a mutaciones, lo cual es un evento
relativamente poco comun, normal y espontaneo que no es inducido. Las células
que son alteradas por una mutacion tienden a ser inferiores en su metabolismo
cuando son comparadas con otras células que no han mutado, ya que se requiere
de una cantidad de energia mayor para mantener estas mutaciones y tienden a
ser suprimidas por una poblacion bacteriana competitiva. Aunque estos
microorganismos pueden tener una baja virulencia, la multirresistencia les permite

persistir en ambientes hospitalarios y causar infecciones nosocomiales.
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1.2.2 Resistencia Intrinseca

Como ya se sabe, la adquisicion de elementos genéticos moviles puede conferir a
las bacterias resistencia. Sin embargo existen otros mecanismos de resistencia
intrinseca que estan implicados en el fenotipo de multirresistencia y pueden
impedir la accion de los antibidticos. Estos incluyen la prevencion al acceso del
antibidtico al interior de la célula por barreras de baja permeabilidad o la expulsion
del antibidtico del interior de la célula bacteriana exportandolo activamente fuera

de la misma (es decir, expulsando el antibiotico).

Estos mecanismos de exportacion son atribuidos a genes y proteinas que se
encuentran en todos los organismos y que son llamadas bombas de expulsién, las
cuales parecen cumplir un papel fisiolégico, ya que en las bacterias pueden
conferir resistencia a sustancias naturales producidas por el hospedero incluyendo
bilis, hormonas y moléculas de autodefensa. Posiblemente, estos sistemas estén
mediando la resistencia a los antibidticos usados en los humanos y la medicina
veterinaria como un subproducto del papel fisiolégico al que estan sometidas
(Piddock, 2006).

Por lo tanto, las bombas de expulsidon en las bacterias tienen un papel importante
ya que les podria permitir sobrevivir en su nicho ecologico. Los genes y las
proteinas de las bombas de expulsion en las bacterias se encuentran en el

cromosoma o en elementos genéticos transmisibles (Piddock, 2006).

Las bombas de expulsion pueden ser especificas para un sustrato o pueden
transportar una amplia gama de estructuras y compuestos diferentes (incluidos
antibidticos de diferentes clases) y estan encargadas de evitar que el antibiético se
incorpore a la célula bacteriana al expulsarlo activamente al medio extracelular sin
permitir su interaccion con la molécula diana (Becerra y Plascencia, 2009). Como
ejemplo particular de un patdégeno con alto grado de resistencia intrinseca se

puede mencionar a Pseudomonas aeruginosa.
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Existen 5 super familias de bombas de expulsion (Fig. 9) que estan asociadas a

multirresistencia de antibioticos y que son:

1. Familia (ABC)

Esta superfamilia denominada asi por sus siglas en inglés (ATP-binding casette)
juega un rol mayor en la multirresistencia de células humanas cancerigenas. Tiene
un sistema acoplado a la hidrélisis de ATP. Su papel en la resistencia a los
medicamentos, sin embargo, parece ser mas limitado en las bacterias aunque se
han encontrado homodlogos bacterianos como el transportador multifarmacos
(LMRA) de Lactococcus lactis (homdélogo a la proteina de mamifero (MDR1)
(Nikaido, 2009).

En Escherichia coli esta familia le confiere resistencia a los tintes cationicos,
daunomicina, y trifenilfosfonio. En cambio en L. lactis no parece jugar un papel
importante en la resistencia a los medicamentos. Sin embargo, los estudios
bioquimicos de esta bomba condujeron a un mecanismo propuesto para el
acoplamiento de extrusion de drogas y la hidrdlisis de ATP y el descubrimiento de
que los dominios transmembranales de esta bomba por si sola pueden producir un
flujo de protones dependiente de gradientes de drogas. Otro transportador ABC en
E. coli (MacB) trabaja junto con el gen estructural para un adaptador periplasmico
de la proteina (MacA) confiriendo resistencia a macrolidos cuando existe una
sobreexpresion de esta bomba. Se realizaron otros estudios en los demas
exportadores de farmacos ABC de bacterias Gram-positivas, tales como (BMRA)
de Bacillus subtilis y (Sav 1866) de S. auereus, cuya estructura cristalografica de
rayos X tuvo un impacto importante en los estudios de los transportadores ABC
(Nikaido, 2009).

2. Familia (MFS)

Esta familia de bombas (por sus siglas en inglés Major facilitator superfamily) la

forman varias subfamilias en las cuales los transportadores de azucar y farmacos
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son los mas numerosos. Trabaja con un sistema antiporte impulsado por protones
y los transportadores estan compuestos de 400 residuos de aminoacidos (Borges-
Walmsley, 2003). QacA y QacB estan compuestos por 14 segmentos
transmembranales y fueron los primeros ejemplos de esta clase. Estas bombas
expulsan activamente biocidas y tintes monocationicos tales como cloruro de
benzalconio, bromuro de cetiltrimetilamonio y bromuro de etidio. Otro
transportador de multiples farmacos que pertenecen a esta rama es EmrB de E.
coli, que confiere resistencia a desacoplantes tales como el carbonil cianuro m-
clorofenilhidrazona y a los antibidticos tales como el acido nalidixico y la
tiolactomicina. En S. aureus esta presente (NorA) que es un transportador
compuesto por 12 segmentos transmembranales que produce resistencia a las
fluoroquinolonas asi como también a tintes catidnicos e inhibidores catidnicos

incluyendo la puromicina y el tetrafenilfosfonio (Nikaido, 2009).

3. Familia (MATE)

(Multidrug and toxic-compound extrusion). Estos transportadores son similares a
los MFS, ya que estan compuestos por 450 residuos de amoniacidos; utilizan un
sistema antiporte impulsado por Na® (Borges-Wamsley, 2003). En Vibrio
parahaemolitycus se encontré un sistema antiporte de multifarmacos impulsado
por iones de Na* que le confiere resistencia a las fluoroquinolonas, los colorantes
y los aminoglucdsidos. Otro trasportador de esta familia fue encontrado en E. coli
llamado YdhE el cual le confiere resistencia a la bacteria contra antimicrobianos

cationicos.
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4. Familia (SMR)

(Small multidrug resistance) fueron originalmente descubiertos y codificados en
plasmidos de S.aureus y subsecuentemente fueron encontrados en cromosomas
de bacterias Gram negativas. Estas proteinas trabajan con un sistema antiporte
impulsado por protones y expulsan compuestos como biocidas cuaternarios de
amonio o etidio. Representan a las proteinas conocidas mas pequefias ya que
contienen soélo cuatro sitios transmembranales en una secuencia de 110 residuos
de aminoacidos. En E. coli se conoce el transportador ErmE el cual ha sido
extensamente estudiado. Este tiene sélo un residuo cargado en los segmentos
transmembranales de glucosa (Glut14). Cuando el transportador se encuentra con
el sustrato, este residuo se desprotona y en su lugar se une el sustrato (Nikaido,
2009).

5. Familia (RND)

La familia (Resistance nodulation divisidén) trabaja con un sistema antiporte
impulsado por protones y tiene transportadores que juegan un papel muy
importante en la multirresistencia a antibiéticos en bacterias Gram negativas ya
que estas bombas estan asociadas con otras dos clases de proteinas. Esto puede
ilustrarse con el canal de la membrana externa en E.coli ejemplificado por TolC. La
familia de las proteinas OMF (factor de membrana externa, por sus siglas en
inglés) y la proteina adaptadora periplasmica como AcrA de E. coli y MexA de P.
aeruginosa, estan clasificados en la familia MFP (proteina de fusién de la
membrana, por sus siglas en ingles). La asociacion de estas proteinas fue
confirmada por estudios de entrecruzamiento quimico y por el aislamiento del
complejo que contiene a las tres proteinas. Esta construccidon permite la
exportacion directa de farmacos al medio externo, en lugar del espacio
periplasmico. Esto es una gran ventaja porque una vez que sean exportados al
espacio externo las moléculas antimicrobianas deben atravesar la barrera de la

membrana externa para volver a entrar en las células bacterianas. Algunas
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bombas RND muestran una amplia especificidad de sustrato. En E.coli con el
transportador AcrB puede bombear hacia afuera no solo a la mayoria de los
antibidticos comunes como (la acriflavina, el cloranfenicol, las cefalosporinas, las
fluoroquinolonas, los macrodlidos, la novobiocina, las penicilinas, las tetraciclinas y
el trimetroprim) sino también colorantes como el cristal violeta, los detergentes

como el dodecil sulfato de sodio, e incluso el bromuro de etidio (Nikaido, 2009).

Numerosos

farmacos
Numerosos
farmacos
Acriflavina

Macrélidos Ben;al.como

Cetrimida
Clorhexidina
Pentamidina

Acido

Nalidixico

Novomicina

Aminoglucésidos
Fluoroquinolonas
Farmacos
catiénicos

Acriflavina
Benzalconio
Cetrimida

Figura 9. Representacion esquematica de la estructura de la membrana y la
ubicacion de las 5 diferentes familias de bombas de expulsion (Piddock,
2006).
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Debido a todos los mecanismos moleculares de resistencia adquirida que poseen
las bacterias y sumados los recientes mecanismos intrinsecos que son muy
complejos, se ha sugerido que la sintesis de nuevas moléculas de antibidticos no

pareceria ser la mejor opcion para tratar a la multirresistencia.

La busqueda de nuevas alternativas para aminorar este problema se ha convertido
en una necesidad, por lo cual este estudio presenta el uso de una de las tantas
especias naturales como la canela, que con sus diferentes propiedades podria ser
utilizada como una nueva opcién para el tratamiento contra bacterias

multirresistentes a antibiéticos.

1.3 Cinnamomum zeylanicum

Cinnamomum zeylanicum conocida tradicionalmente como canela es una especia;
a las especias se les puede definir como "cualquier sustancia seca, fragante,
aromatica o un vegetal pungente” o en general a la sustancia de una planta, ya
sea en la forma en que se encuentre, cuya funcion principal es como condimento
ya que contribuye al sabor ya sea picante o no de los alimentos y/o bebidas en la

nutricion humana. (Sherman y Billing, 1998).

De acuerdo a su descripcidon botanica proviene del género Cinnamomum y de la
familia de las Lauraceae o familia del Laurel. Su nombre cientifico es

Cinnamomum verum 6 Cinnamomum zeylanicum blume.

El género Cinnamomum comprende aproximadamente 250 especies que se
distribuyen ampliamente en China, India y Australia. Cinnamomum cassia, otra
especie de canela, también se le llama canela china que ha sido encontrada tanto
en estado silvestre como en forma de cultivo en el sudeste asiatico desde la edad
antigua y luego fue introducida en Indonesia, América del Sur y Hawai.
Cinnamomum zeylanicum se originé en la isla de Sri Lanka y la India. Entre las
principales especies de valor economico alto estan C. cassia y C. burmannii
(Yang, Wang y Wang , 2009).
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Sus arboles y arbustos estan formados de hojas perennes aromaticas (Fig. 10).
Los arboles crecen hasta 20 m de altura con ramas jovenes que son lisas de color
marron. Sus hojas son opuestas, coriaceas, ovadas con tres (rara vez con cinco)
venas prominentes. Las hojas jovenes son de color rojizo y mas tarde se vuelven
de color verde oscuro. Sus flores son pequefias, de color amarillo palido y nacen
en paniculas axilares o terminales. El fruto es carnoso, drupa ovoide, que contiene
una semilla y se vuelve de color purpura oscuro o negro cuando esta maduro
(Barceloux, 2008). Su corteza es mas suave cuando el arbusto aun no es tan

maduro, mientras que se va endureciendo conforme va su madurando.

Figura 10. Planta de canela (Cinnamomum zeylanicum)

1.3.1 Historia

La canela ha sido utilizada como una especia desde hace miles de afos, ya que
se han encontrado diferentes referencias antiguas como por ejemplo la Biblia
(Barceloux, 2008).
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En Egipto la canela era una especia utilizada como un fluido para embalsamar a
sus muertos y también se utilizaba en la medicina ayurvédica. La corteza de
canela era usada como un estimulante antihemético, antidiarréico, y en general
para las flatulencias. También fue uno de los primeros tratamientos para la
bronquitis.  Otros usos tradicionales crénicos incluian el tratamiento de la
impotencia, la frigidez, la disnea, la inflamacién del ojo, la leucorrea, la vaginitis, el
reumatismo y la neuralgia, asi como para las heridas y los dolores de muelas
(Barceloux, 2008).

1.3.2. Usos y Propiedades

Algunas plantas y especias se han caracterizado por ser ricas en aceites
esenciales los cuales a su vez tienen otros usos como aromatizantes, perfumes

fragancias y productos farmacéuticos (por sus propiedades funcionales).

Desde la antigledad se cree que ya existia la destilacion para la obtencién de
estos aceites esenciales como la trementina ya que fue mencionada por los
historiadores griegos y romanos. La destilacién fue utilizada por primera vez como
método de produccion de aceites esenciales en el medio Oriente (Egipto, India y
Persia) hace mas de 2000 afos y fue mejorada en el siglo IX por los arabes. El
primer relato escrito que existié de la destilacion del aceite esencial se atribuye a
Villanova (Burt, 2004).

En la actualidad existen diferentes métodos para destilar aceites esenciales como
el arrastre por vapor y la hidrodestilacion. El primero, es uno de los métodos mas
conocidos desde hace ya varias décadas ya que asi se obtenian los primeros
aceites esenciales para la realizacion de los perfumes. En cuanto a la
hidrodestilacion, es un meétodo ampliamente utilizado actualmente para la
extraccion de compuestos volatiles de diferentes tipos de plantas y especias.
Aunque tiene algunas desventajas tales como la pérdida de algunos compuestos
volatiles, bajo nivel de la eficiencia de extraccion y la posible degradacion de los
compuestos quimicos insaturados mediante efectos térmicos o hidroliticos. Sin

embargo, se utiliza ya que da mejores resultados de extraccion asi como por su
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conveniencia costo-efectividad en comparacion con el método de la destilacion de

arrastre por vapor (Yang et al., 2009).

La destilacion se puede definir como la separaciéon de los componentes de una
mezcla de dos o mas liquidos en virtud de la diferencia en su presién de vapor
(Guenther, 1948).

Los aceites esenciales varian ampliamente en cuanto a su composicién y puntos
de ebullicién. Cada sustancia con un punto de ebullicién determina la volatilidad y
posee una presion de vapor definida que depende de la temperatura predominante
y que es muy baja en el caso de sustancias con un muy alto punto de ebullicion.
Por lo tanto, se puede considerar la intensidad de un olor, en cierta medida y con
muchas excepciones, como una manifestacion de la volatilidad (punto de
ebullicién y presion de vapor) de la sustancia que emite el olor (Guenther, 1948).
Los componentes individuales o en conjunto de los aceites esenciales se utilizan
como saborizantes y conservadores de alimentos aunque su uso como
conservadores se ve limitado debido a los sabores asociados que pueden alterar
el sabor de la comida o las bebidas. Sin embargo, la utilizacion de estos como
conservadores naturales funciona y afectan el crecimiento de los microorganismos
y puede dar lugar a nuevas tecnologias para su uso en el mantenimiento de la
calidad de los alimentos y en general como agente antimicrobiano (Mau y Chen,
2001).

1.3.3. Quimica del aceite esencial de canela

Se han explorado compuestos de origen natural y otros productos naturales con
propiedades antimicrobianas como las de algunas especias que contienen aceites
esenciales como es el caso del clavo que en su aceite esencial contiene una
sustancia llamada eugenol, en el ajo la alicina, y en el caso de la canela el
aldehido cinamico y el eugenol (Figs. 11 y 12). Un estudio demostré que estos dos
compuestos tuvieron propiedades inhibitorias contra Aspergillus flavus (Chang y
Cheng, 2001).
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Estructura quimica del cinamaldehido Estructura quimica del eugenol

La cortezas de las plantas Cinnamomum también contienen taninos condensados,
es decir, dimeros, trimeros y un alto contenido de las proantocianidinas

oligoméricas (poliméricos flavan-3-oles) (Shan, Corke y Brooks, 2007).

Las propiedades antibacterianas de la canela en rama no solo estan dadas por la
contribucion de los aceites esenciales (cinamaldehido), sino también por la

contribucion de los componentes no volatiles (proantocianidinas).

Los compuestos fendlicos contenidos en los aceites esenciales parecen ser los
principales responsables de las propiedades antibacterianas (Burt, 2004).
Numerosas publicaciones que se han realizado con estudios mas sofisticados
como cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas han

presentado datos sobre la composicidén del aceite esencial de canela (Tabla 2).
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Tabla 2. Componentes del aceite esencial de canela C. zeylanicum (Yang et
al., 2009).

Compuesto Porcentaje (%)

Alcoholes Bencenometanol 0.16
Linalool 0.14
Benzenoetanol 0.10
Borneol 0.92
a — Terpineol 0.15
Benzenopropanol 0.07
4-(2-Propenilfenol) 0.28
Cinamyl alcohol 0.07

Eugenol 79.75
Cis-isoeugenol 0.05
Aldehidos Hidrocinnamaldehido 0.04
Benzaldehido 0.05

Trans-cinamaldehido 16.25
Vainillina 0.10
Alcano Neohexano 0.01
Alquenos 5-(2-Propenil)-1,3-benzodioxol 0.47
3-Metilbenzotiofeno 0.01
Eter (3-Etoxi-hexa-1,5-dienil)-benzeno | 1.14
Cetonas Cumarina 0.05
p-Vinilbenzohidrazida 0.12
Sulfuros Dipropilsulfona 0.01
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Por otro lado se han realizado mas de 500 reportes, los cuales han arrojado
resultados acerca del efecto antimicrobiano que causa el aceite esencial de canela

en diferentes tipos de bacterias (Kalemba y Kunicka, 2003).

Un estudio demostré que la rama de canela y sus principales componentes ((E)-
cinamaldehido y proantocianidinas) poseian significativamente propiedades
antibacterianas in vitro contra bacterias transmitidas por los alimentos (Shan, et
al., 2007).

Otro estudio reportd que varios aceites esenciales provenientes de las cortezas
de Corydothymus capitatus, C. cassia, C. verum, Satureja montana y Origanum
heracleoticum fueron los mas activos contra 4 bacterias patégenas como E. coli
O157:H7, S. typhimurium, S. aureus y Listeria monocytogenes (Lacroix y
Ouussalah 2007).

Bacillus cereus, una bacteria Gram positiva, también fue inhibida por 11 aceites
esenciales, entre ellos el aceite esencial de canela el cual fue el que mostré el
mejor efecto de inhibicion de las esporas de este microorganismo (Valero y
Salmerén, 2003).

En el 2010 un estudio probd aceite esencial de canela (C. zeylanicum Blume)
frente a 21 bacterias y 4 especies de Candida mostrando una fuerte actividad
antimicrobiana contra estos (Unlu Zeytinoglu y Ergene, 2010). Mientras que en el
2011 se reportd que el aceite esencial de canela dio resultados prometedores en
cuanto a la inhibicion de bacterias Gram positivas como Bacillus subtilis, Bacillus
cereus y S. aureus y en Gram negativas como E. coliy S. typhimurium (Lu y Ding,
2011).

1.3.4 Mecanismos de accion
Al tener en cuenta que el aceite esencial de canela estda compuesto por diferentes
clases de compuestos quimicos lo mas probable es que su actividad

antibacteriana no sea atribuible a un mecanismo especifico (Fig. 13).

Una caracteristica importante de los aceites esenciales y sus componentes es su
hidrofobicidad, ya que les permite un desacomodo en los lipidos de la membrana

28



de la célula bacteriana haciendo una perturbacion de la estructura y la
permeabilidad (Burt, 2004).

Otros efectos pueden incluir la inhibicion de la fuerza protén motriz, la inhibicidon de
la cadena respiratoria y la transferencia de electrones, asi como la inhibicion de la
oxidacion de sustratos. También puede causar desacoplamiento de la fosforilacion
oxidativa, la inhibicion del transporte activo, la pérdida de los metabolitos de la
célula y la interrupcion de la sintesis de ADN, ARN, proteinas, lipidos y
polisacaridos. También puede provocar danos en las células causando poros o
deformidades (Shan et al., 2007).

Otros autores han observado una distorsion de la estructura fisica de las células
bacterianas pudiendo causar una expansidén y una desestabilizacion de la
membrana y como consecuencia la fluidez de la membrana incrementando la
permeabilidad causando una fuga de diversos constituyentes intracelulares vitales
tales como iones, ATP, acidos nucleicos y aminoacidos ocasionando la muerte
celular o la iniciacién de los procesos autoliticos (Shan et al., 2007). Se cree que
no todos estos mecanismos son independientes, ya que algunos se ven afectados

como consecuencia de otro mecanismo.

Coagulacion Fuerza protén
! motriz

H*

Fuga de los
constituyentes
citoplasmaticos:

iones y Citoplasma
metabolitos

Pared celular

Membrana

citoplasmatica

Proteinas de membrana

Figura 13. Sitios y mecanismos en la célula bacteriana donde el aceite

esencial de canela podria actuar (Burt, 2004).
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Los mecanismos de accion de los agentes antibacterianos dependen del tipo de
microorganismos y estan relacionadas principalmente con la estructura de la pared

celular y la disposicion de la membrana externa.

Muchos estudios previos indicaron que la mayoria de los extractos de especias
fueron mas activos frente a bacterias Gram positivas que en bacterias Gram
negativas como en el caso de P. aeruginosa que muestra una resistencia
intrinseca a una amplia variedad de aceites esenciales debido a las diferencias de
la pared celular y su membrana externa rica en moléculas de lipopolisacarido
(Shan et al.,, 2007). En bacterias Gram negativas la accion de los aceites
esenciales afecta a la pared celular bacteriana y la membrana citoplasmica, lo que

resulta en una fuga del citoplasma (Kalemba et al., 2003).

De acuerdo a los diferentes mecanismos y propiedades antibacterianas que tiene
el aceite esencial de canela se podria optar para diferentes usos, uno de ellos
como conservador de alimentos y asi prevenir las enfermedades transmitidas por
bacterias multirresistentes a antibiéticos y quiza como agente terapéutico contra

enfermedades causadas por bacterias multirresistentes a diferentes antibioticos.
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CAPITULO 2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluacion del efecto antimicrobiano del aceite esencial de canela (Cinnamomum
zeylanicum) sobre bacterias multirresistentes a antibidticos aisladas de diferentes

alimentos para consumo humano.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinacion del método de destilacion mas favorable para la obtencion

de aceite esencial de canela ya sea hidrodestilacion o por arrastre de vapor.

2. Evaluaciéon del efecto antimicrobiano del aceite esencial de canela sobre

diferentes cepas de bacterias multirresistentes a antibioticos.

3. Determinacion de la cantidad minima requerida del aceite esencial de
canela para causar inhibicion en cepas de bacterias multirresistentes a

antibioticos.

4. Busqueda de algunos de los compuestos del aceite esencial de canela,

responsables de la inhibicion de las bacterias multirresistentes.
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2.3. HIPOTESIS

Debido a que el aceite esencial de canela (C. zeylanicum) ha mostrado efecto
antibacteriano sobre algunas cepas de bacterias tipo es posible que también tenga
efecto antimicrobiano sobre bacterias multirresistentes a antibidticos aisladas de

alimentos para consumo humano.
2.4. JUSTIFICACION

El fenotipo de multirresistencia por parte de las bacterias se ha presentado desde
hace ya algunas décadas, mas comunmente en los ambientes intrahospitalarios,
probablemente debido al mal uso de los agentes antimicrobianos. Este problema
no solo se hizo presente en este ambito sino que traspasoé fronteras, llegando a los
animales destinados para consumo humano, los cuales son muy buenos
reservorios de genes de resistencia. Varios estudios han demostrado que carne de
pollo y carne de res se encuentren contaminadas por estos microorganismos
(White y Zhao, 2001).

En el 2009 en Estados Unidos la FDA y el presidente de ese pais se
comprometieron a ponerle fin al uso de antibiéticos que son directamente
suministrados a estos animales y asi generar un decremento sobre la utilizacion
de éstos y reducir el problema de la multirresistencia a los antibidticos en

alimentos para consumo humano (Loglisci, 2010).

Por otro lado, en México se han hecho ya varios estudios del comportamiento de
bacterias y otros organismos como los hongos frente al efecto de diferentes
aceites esenciales pero no su efecto en cepas silvestres multirresistentes a
antibioticos aisladas de alimentos para consumo humano. Por lo tanto este estudio
pretende presentar una alternativa natural para la prevencion o el tratamiento de
enfermedades causadas por bacterias multirresistentes a antibiéticos, en donde el
uso de éstos ya no es suficiente y también como una medida para preservar la

inocuidad de los alimentos.

32



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Seleccidn de cepas multirresistentes

Se trabajo con 9 cepas multirresistentes a antibidticos congeladas y previamente
aisladas y caracterizadas. Estas cepas provenian de carne de pollo para consumo
humano y se encontraban etiquetadas como: R4, R5, R25, R34, PG6', PC2, PC4,
PG42, PG10". Para su descongelacion se dejaron en un refrigerador a 7°C
(aproximadamente) durante 24 h. La reactivacién de las cepas se hizo tomando
150 pL de indéculo de cada cepa y se resembraron en caldo Luria (3 mL en cada
tubo) incubandolas 24 h a 37°C. Este procedimiento se realizdé durante 6 dias

consecutivos.

3.2. Purificacion de las cepas
Cada cepa inoculada se resembré en medios de cultivo selectivos y diferenciales
como agar Mc McConkey y Manitol Sal Agar para descartar cualquier cepa

contaminante y asi poder observar su morfologia.

3.3. Pruebas de sensibilidad a antibidticos

Una vez reactivadas las cepas puras se inocularon 150 pL en un medio
enriquecido para tener cultivos jovenes de 24 h y asi poder realizar las pruebas de
susceptibilidad a antibidticos. Esto se realiz6 en agar Muller-Hinton por la
metodologia de Bauer-Kirby. Las cepas fueron ajustadas a una densidad de 0.5
unidades Mc Farland (1X10%cel/mL). Tras 24 h de incubacién a 37°C se midieron
los halos de inhibicion de los diversos antibiéticos colocados (12 antibidticos, kit
comercial de Investigacion Diagndstica®). Se determiné que 5 cepas (PG42, PC2,

PC4, R4, R5) presentaron resistencia a al menos 5 antibiéticos.

3.4. Pruebas Bioquimicas
Una vez purificadas las 5 cepas, se realizaron pruebas bioquimicas

convencionales para bacilos Gram negativos.
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3.5. Obtencion del aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum)
El aceite esencial de canela se obtuvo mediante dos métodos de destilacion:

arrastre por vapor e hidrodestilacion.
3.5.1 Arrastre por vapor

En el primer caso se utilizaron 30.0 g de canela (adquirida de venta al menudeo en
el mercado (Merced) al centro de la ciudad), estos se molieron y se colocaron en
un matraz de 250 mL y en otro matraz de 250 mL se colocaron 170 mL de agua.
Después se monté el equipo Quickfit® poniendo un mechero debajo del matraz
que contenia el agua y conectando este con el segundo matraz que contenia la
canela molida por medio de un puente de manguera; se colocé el colector en el
segundo matraz para obtener el destilado. El tercer matraz que recibio6 el destilado

fue tapado con papel aluminio (Fig. 14).

La muestra se comenzd a calentar y pasados 40 min cayo la primera gota. Al
pasar otros 40 min se colectdé aproximadamente 120 mL de destilado y se
suspendio el calentamiento. Del destilado se extrajo totalmente el aceite esencial
con 10 mL de acetato de etilo. Esta mezcla se agitdo 10 seg y se dejo reposar por
30 min. Al tener las fases separadas, la fase organica se colecté en un vial y la

fase acuosa se desecho.

A la fase organica se le agreg6 sulfato de sodio anhidro suficiente para remover el
agua remanente. La muestra se decanto y el aceite esencial se recolecté en otro
vial color ambar ya que la luz podia oxidar dicho aceite. Se dejé reposar a 25°C
durante 3 dias para eliminar el acetato de etilo; si el aceite se deja reposar a una

temperatura mas alta el aceite puede comenzar a oxidarse.
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Agua
Canela —» Matraz 3
Molida

Destilado

Figura 14. Equipo para destilaciéon por arrastre de vapor.

3.5.2 Hidrodestilacion

Para el caso de la hidrodestilacién, se colocaron 60.0 g de canela en un matraz de
bola con fondo plano de 500 mL. Se afiadieron 320 mL de agua y se monté el
equipo colocando el matraz en la parrilla de calentamiento sosteniéndolo con unas
pinzas. Se coloco una trampa tipo Clevenger y el refrigerante (Fig. 15). Se calentd
hasta ebullicién por aproximadamente 2 h 30 min a 3 h (la muestra debe estar en
agitacion constante, de no ser asi ésta comenzaba a quemarse). El aceite
emulsificado comenzo a caer en la bureta recolectando aproximadamente 1mL. Se
extrajo totalmente el aceite esencial con 3mL de acetato de etilo. Esta mezcla se
agitd 10 seg y se dejo reposar por 10 min. Al tener las fases separadas, la fase

organica se colecté en un vial y la fase acuosa se desecho.

A la fase organica se le agreg6 sulfato de sodio anhidro suficiente para remover el
agua remanente. La muestra se decantd y el aceite esencial se recolecté en otro
vial color ambar ya que la luz podia oxidar el aceite; se dejé a 25°C durante 3 dias
para eliminar el acetato de etilo. Si el aceite se dejaba reposar a una temperatura
mas alta, el aceite podia comenzar a oxidarse. Al aceite obtenido por este método
se le realizd cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas el cual
fue realizado por la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion, Facultad de
Quimica (USAI).
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Trampa
Clavenger

Muestras de
canela con agua

Figura 15. Equipo para hidrodestilacién con trampa de Clevenger.

3.6. Pruebas de susceptibilidad con aceite esencial de canela (C. zeylanicum)

1.

Prueba de difusién en agar

Se resembré cada cepa con 150 pL de inoculo en medios de cultivo
enriquecidos como caldo nutritivo para obtener cultivos jovenes de 24 h.
Siguiendo la metodologia de Bauer-Kirby ya antes descrita, las cepas fueron
ajustadas a una densidad de 0.5 Unidades Mc Farland (1X10%cel/mL). Se
inoculd la cantidad necesaria de células en cajas de petri con 20 mL de agar
nutritivo. Una vez inoculadas las cinco cepas, en cada caja se colocaron 4
discos de papel filtro impregnados con 20 pL del aceite esencial de canela y un
disco con 20 uL de aceite mineral en el centro de la caja como control negativo
(Fig. 16). Las cajas fueron incubadas durante 24 h a 37°C vy finalmente se

observaron y midieron los halos de inhibicién producidos por el aceite.
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2.

esencial de

Discos con
20puL de

Determinacion de la cantidad minima requerida de aceite esencial

Para este método una vez inoculadas las cajas de Petri se colocaron 4 discos
de papel filtro impregnados con diferentes cantidades de aceite esencial de
canela (5, 10, 15y 20 pL) mientras que en otras cajas se colocaron 4 discos de
papel filtro con cantidades menores (1, 2, 3, 4 yL) del mismo aceite esencial y
1 disco con aceite mineral como control negativo en cada cepa para determinar

la cantidad minima capaz de producir halos de tamario significativos (Fig. 17).

O

15uL

O

Discos con
diferentes
cantidades de
aceite esencial|
de canela

Control

Aceite mineral

Control

20uL Aceite mineral

aceite

canela

Figura 16. Cajas Petri con discos de Figura 17. Cajas Petri con discos

20 pL de aceite esencial. impregnados con 5, 10,15y 20 L

de aceite esencial.

O O

1uL Control 2 uL
Aceite mineral

Discos con
diferentes
cantidades de
aceite esencial de
canela

O O

Figura 18. Cajas Petri con discos impregnados con 1, 2, 3,y 4 uL

de aceite esencial.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1. Purificacion de cepas
Resembradas las 9 cepas se observo crecimiento unicamente en agar
McConkey en donde se encontraron bacilos Gram negativos. Con el
crecimiento de éstas cepas se pudo observar la morfologia macroscopica de
cada una, resultando muy similares entre si (Ver anexo 1), solo se notaban
dos tipos de colonias: unas de color blancas, redondas, con elevacion convexa,
cremosas, uniformes e iguales, con textura butirosa, mientras las otras colonias
eran de bordes irregulares y textura seca. Cada una de las cepas fue

examinada detalladamente al microscopio.

4.2. Pruebas de sensibilidad a antibiéticos
Se determind la resistencia a antibidticos de cada cepa mediante el método de
Bauer-Kirby colocando en cajas Petri con agar Muller-Hinton ya inoculadas,

multidiscos con 12 diferentes antibidticos (Tabla. 3).

Tabla 3. Antibiéticos utilizados en los antibiogramas.

Amikacina (AK) Cloranfenicol (CL)
Ampicilina (AM) Gentamicina (GE)
Carbenicilina (CB) Netilmicina (NET)
Cefalotina (CF) Nitrofurantoina (NF)
Cefotaxima (CFX) Norfloxacina (NOF)
Ciprofloxacina (CPF) Sulfametoxazol/Trimetroprim (SXT)
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Dichas cajas Petri se incubaron durante 24 h a 37°C. Transcurrido el tiempo de
incubacion se midieron los halos de inhibicion producidos por los antibidticos
(Fig.19). Los criterios utilizados para determinar la susceptibilidad o resistencia de
las cepas fueron los siguientes: Halo < 1.5cm = resistente y halo > 1.5cm =
sensible. Limites establecidos indicados en el kit comercial de Investigacion

Diagnoéstica®

Cepa PG4 Cepa R5 Cepa R4
Figura 19. Antibiogramas

Una vez medidos los halos a las 9 cepas, se seleccionaron 5 cepas (PG42, PC2,
PC4 especies A. salmonicida R4 especie A. rmedia, R5 de la familia

Enterobacteriaceae) que tuvieran un mayor grado de multirresistencia (Fig. 20).

RS, 50% R4, 41.66%

PG42M, 41.66% PC2, 50%

PC4, 41.66%

Figura 20. Porcentajes de resistencia de las 5 cepas seleccionadas. El 100%
de resistencia se refiere a los 12 antibiéticos probados, el 50% a un total de 6
antibidticos y el 41.66% representa el porcentaje de resistencia a 5

antibiodticos.
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Se obtuvo una relacion entre el porcentaje de cepas que fueron resistentes a cada

uno de los doce antibidticos (Fig.21).

AM  AK CB GE CF  CFX

Antibidticos

120%

100%

80%

60%

% cepas

40%

20%

0%

NET CPF

NOF

CL

NF  SXT

Figura 21. Porcentaje de resistencia a cada uno de los antibiéticos.

4.3. Caracterizacion e identificacion bioquimica

De acuerdo a

resultados que arrojaron

las pruebas bioquimicas

convencionales para cada una de las 5 cepas multirresistentes, (Ver anexo 2) se

determind que la cepa R4 pertenece al género Aeromonnas rmedia, PC2, PC4,

PG4? son del mismo género y pertencen a Aeromonas salmonicida subesp

achromogenes, y R5 a un organismo de la familia Enterobacteriaceae sp.
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4 4. Obtencioén de destilados

1.

Arrastre de vapor

Con el método de arrastre de vapor, se obtuvo una cantidad de menos de 2uL
de aceite esencial, insuficiente para realizar las pruebas de susceptibilidad a

éste.

Hidrodestilacion

Siguiendo esta metodologia se obtuvieron 400 pL de aceite esencial de canela
por cada 60 g de la misma. Esto se hizo de manera regular para la obtencion

de mas aceite y sus usos posteriores.

4.5. Compuestos del aceite esencial de canela (C. zeylanicum) que se obtuvieron

de la cromatografia de gases acoplado a masas

La cromatografia de gases se realizé a dos muestras de aceite esencial de
canela, destilados en diferente dia obtenido por hidrodestilacion. Los
resultados obtenidos corresponden a los compuestos volatiles contenidos en

dicho aceite esencial (Tablas 4 y 5).

41



Tabla 4. Muestra 1. Componentes del aceite esencial de canela (USAI).

Nombre Area % Peso Férmula
2-Propenal, 3-phenyl- 16.36 132 C9H80
2-Propenal, 3-phenyl- 15.222 132 C9H80O
2-Propenal, 3-phenyl- 15.222 132 C9H80
2-Propenal, 3-phenyl- 15.217 132 C9H80O
2-Propenal, 3-phenyl- 15.217 132 C9H80O

Phenol, 2-methoxy-3-(2-propenyl)- 4.1258 164 C10H1202
Cyclobutanone, 3-phenylmethyl- 4.1258 160 C11H120
2-Propen-1-ol, 3-phenyl-, acetate 2.8085 176 C11H1202

a-Caryophyllene 2.8075 204 C15H24
Benzyl Benzoate 1.6117 212 C14H1202
Benzylidenemalonaldehyde 1.3478 160 C10H802
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- 1.0212 154 C10H180
Caryophyllenyl alcohol 0.83368 222 C15H260
n-Hexadecanoic acid 0.79183 256 C16H3202
p-menth-1-en-8-ol 0.74765 154 C10H180

Benzenepropanal 0.64879 134 C9H100

Caryophyllene 0.57114 204 C15H24
1,4-Naphthoquinone, 2-acetyl-3,5,8- 0.54783 278 C13H1007

trihydroxy-6-methoxy-
Hydroxylamine, O-(phenylmethyl)- 0.35046 123 C7HIONO
Benzene, 1,1'-(1,3-propanediyl)bis- 0.16434 196 C15H16
Boroxin, tripropyl- 0.1241 210 C9H21B303

Benzoic acid, 2-phenylethyl ester 0.095419 226 C15H1402

1,4-Pentadiene, 2,3,3-trimethyl- 0.037505 110 C8H14
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Tabla 5. Muestra 2. Componentes del aceite esencial de canela (USAI).

Nombre Area % Peso Férmula
2-Propenal, 3-phenyl- 32.183 132 C9H80
2,2'-Biphenylene dicinnamate 31.418 446 C30H2204
2-Propen-1-ol, 3-phenyl-, acetate 6.3488 176 C11H1202
1,3,7-Octatriene, 3,7-dimethyl- 6.2905 136 C10H16
Eugenol 3.6659 164 C10H1202
1,6-Cyclodecadiene, 1-methyl-5-methylene- 3.6659 204 C15H24
8-(1-methylethyl)
Benzenepropanamine 3.6659 135 C9H13N
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- 1.8909 154 C10H180
Caryophyllene 1.5885 204 C15H24
Benzyl Benzoate 1.5513 212 C14H1202
Benzylidenemalonaldehyde 1.2291 160 C10H802
p-menth-1-en-8-ol 1.0458 154 C10H180
Benzenemethanol, a,a,4-trimethyl- 1.0451 150 C10H140
Caryophyllenyl alcohol 0.94473 222 C15H260
Caryophyllene oxide 0.94473 220 C15H240
3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1- 0.78264 154 C10H180
methylethyl)-
Benzenepropanal 0.77104 134 C9H100
n-Hexadecanoic acid 0.20328 256 C16H3202
a-Phellandrene 0.20328 136 C10H16
Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 4-methyl-1-(1- 0.14326 136 C10H16
methylethyl)-
2-Cyclohexen-1-ol, 3-methyl-6-(1- 0.13306 154 C10H180
methylethyl)-, trans-
Benzene, (5-iodopentyl)- 0.099402 274 C11H15I
a-Phellandrene 0.093592 136 C10H16
Naphthalene, 1,2,3,5,6,8a-hexahydro-4,7- 0.053757 204 C15H24
dimethyl-1-(1-methylethyl)-, (1S-cis)-
1,4-Pentadiene, 2,3,3-trimethyl- 0.03879 110 C8H14
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4.6. Pruebas de sensibilidad con aceite esencial de canela (Cinnamomum

zeylanicum)

Como se menciond antes, estas pruebas se realizaron por el método de Bauer-

Kirby en cajas con agar nutritivo, utilizando discos de papel filtro impregnados con

20 pL del aceite esencial de canela (Fig. 22).

Figura 22. Halos de inhibiciéon originados por el aceite esencial de canela

en dos de las cepas probadas A. salmonicida (PC4) y una cepa de la

familia Enterobacteriaceae (R5).

En la tabla 6 se muestra el tamano de los halos medidos en centimetros

producidos con 20 uL de aceite esencial de canela en cada una de las 5 cepas

que fueron resistentes a antibidticos.

Tabla 6. Tamano de los halos ocasionados por el aceite esencial de canela

en cada cepa.

Cepas R4

PC2

PC4

PG4*

RS

Tamano de los halos 3.4 cm

29cm

3.0cm

26 cm

3.0cm
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Una vez que se comprobd que hubo inhibicion del crecimiento bacteriano con
20puL del aceite esencial de canela se prosiguié a probar diferentes cantidades

del mismo.

Figura 23. Halos de inhibicion originados en la cepa R4 con diferentes
cantidades de aceite esencial de canela: A) 5uL, B) 10uL, C) 15uL y D) 20uL

En la tabla 7 se observa el tamafo de los halos producidos en cada cepa con

diferentes cantidades del aceite esencial de canela.

Tabla 7. Tamano de los halos ocasionados en cada cepa por las diferentes

cantidades del aceite esencial de canela.

Cantidad de Cepas
aceite R4 PC2 PC4 PG4? R5
esencial de
canela
5ul 2.6 cm 1.9cm 2.0cm 1.9 cm 2.3 cm
10l 3.0cm 2.3cm 2.2cm 1.9 cm 2.5cm
15ul 29cm 2.5cm 2.7cm 2.2cm 2.9 cm
20pl 3.3c¢cm 3.1 cm 3.0cm 2.8 cm 3.1cm
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Una vez que se comprobo que 5 pL del aceite esencial de canela originaba halos
de tamafo significativo en las cinco cepas, se prosiguid a probar cantidades
menores a esta. En las siguientes figuras se observan los halos producidos por 1,
2,3y4 L.

1uL 2 uL 1uL 2 pL
3 uL 4 pL 3 uL 4 uL
Figura 24. Cepa PG42 Figura 25. Cepa R4

Figura 26. Cepa PC2
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En la tabla 8 se muestra el tamafo de los halos originados en cada cepa con

cantidades menores a 5 L de aceite esencial de canela.

Tabla 8. Tamaiho de los halos originados en cada cepa por las diferentes

cantidades del aceite esencial de canela.

Cantidad de Cepas
aceite esencial R4 PC2 PC4 PG4* R5
de canela
1 uL 2.2 24 1.9 1.4 -
2 uL 2.5 2.5 2.1 1.7 -
3puL 2.5 2.7 24 1.9 -
4 uL 2.7 2.9 25 2.0 -
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CAPITULO 5. DISCUSION

Una vez purificadas las cepas de especie A. salmonicida, A.rmedia y una de la
familia Enterobacteriaceae = en medios de cultivos selectivos como agar
McConkey, se identificaron bacilos Gram negativos que previamente se habian
aislado de carne de pollo y carne de res para consumo humano. Estos
microorganismos encontrados, de acuerdo a la literatura, son congruentes ya que
los bacilos Gram negativos son propios de la flora intestinal de los animales y del
humano que a su vez, a través de la manipulacion de dichos alimentos, pueden

originar una contaminacién cruzada.

A las cepas puras se les realizaron las pruebas de susceptibilidad a diferentes
antibidticos. En la figura 19 se observan los antibiogramas realizados mientras que
en la figura 20 se puede observar que las cepas PC2 y R5 fueron resistentes al
66% de los antibidticos. Estos fueron: ampicilina, amikacina, cefalotina,
netilmicina, trimetroprim/sulfametoxazol mientras que no fueron resistentes a
carbenicilina. En el caso de las cepas PG4?, PC4 y R4, éstas fueron resistentes al
50% de los antibiéticos probados como la ampicilina, amikacina, carbenicilina,
cefalotina, netilmicina, norfloxacina y trimetroprim/sulfametoxazol. Cabe destacar
que las cinco cepas fueron resistentes a la ampicilina, antibiético perteneciente a
la familia de los B-lactamicos. Probablemente la resistencia a este antibiético pudo
aparecer debido a su uso desde hace ya varios afios ya que fue el primer
antibiotico utilizado desde la década de los sesentas de manera continua para el
tratamiento de infecciones bacterianas. De igual modo se podria suponer en los
casos de la amikacina y la netilmicina, aminoglucésidos que fueron de los pilares

basicos de la quimioterapia antimicrobiana.

En la figura 21 se observa que las 5 cepas fueron resistentes a ampicilina,
cefalotina, norfloxacina y a sulfametoxazol/trimetroprim. Cuatro de las cepas que
representaron el 80% fueron resistentes a carbenicilina, mientras que el 60% de
las cepas presentaron resistencia a amikacina y netilmicina y ninguna present6

resistencia a gentamicina, cefotaxima, ciprofloxacina, cloranfenicol ni a
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nitrofurantoina. Las bacterias en estudio mostraron resistencia a una amplia gama
de diferentes familias de antibiéticos como son las penicilinas, cefalosporinas,
aminoglucosidos y las sulfonamidas. Encontrar este fendmeno de multirresistencia
nos indica que el uso de los antibidticos en animales de criadero ya sea como
promotores de crecimiento o la administraciéon de dosis equivocadas crea un
ambiente favorable para la aparicién de estos microorganismos que aunque no
son patégenos, pueden ser diseminados a través de la cadena alimenticia a los
seres humanos y otros sectores como el agropecuario actuando como reservorio

de genes de resistencia.

Algunos de los elementos genéticos moviles pueden ser los responsables de la
multirresistencia a los antibidticos. Ademas, si se suman los mecanismos
intrinsecos de las bacterias, como la sobreexpresion de las bombas de expulsion,
ello podria generar la multirresistencia simultanea a diferentes familias de
antibidticos. Debido a los multiples mecanismos de resistencia, este estudio
propuso una alternativa natural para combatir el fenotipo de resistencia a multiples

antibidticos.

En este ultimo rubro, se escogié una especia como la canela (C. zeylanicum) que,
como algunas especias, pueden contener cierta cantidad de aceite esencial y que
a su vez tiene diversas propiedades antimicrobianas. Por el contrario, no hay
estudios que revelen la inhibicion de bacterias multirresistentes a diferentes

antibidticos simultaneamente utilizando esta alternativa natural.

De esta manera, se decidio realizar experimentos utilizando los extractos de aceite
esencial de canela obtenidos por destilaciones (arrastre de vapor e
hidrodestilacion). Se probo una cantidad de 20 pL del aceite esencial de canela en
cada cepa para experimentar su capacidad de inhibicion. En la tabla 6 se puede
observar el tamafno de los halos de inhibicion ocasionados con dicha cantidad del
aceite esencial de canela teniendo efectos de inhibicion muy satisfactorios y
destacando el hecho de que todas las cepas multirresistentes a antibidticos
estudiadas fueron sensibles a dicho aceite.
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Se observaron halos de inhibicién de alrededor de 2.6 y 3.4 cm. Las cepas R4,
PC4 y R5 fueron las mas sensibles frente al aceite esencial de canela ya que sus
halos midieron alrededor de 3.0 y 3.4 cm. En cuanto a la cepa PC2 su halo
generado por el aceite fue de 2.9 cm mientras que en la cepa PG4? el halo
causado por el aceite midié 2.6 cm pudiendo decir, que éstas cepas fueron menos
sensibles frente al aceite esencial de canela. En la figura 22 se pudo observar el
efecto inhibitorio del aceite esencial sobre dos de las cepas multirresistentes a

antibioticos.

Una vez que se observo que con 20 uL del aceite esencial se originaban halos de
un tamafo satisfactorio, se procedid a probar diferentes cantidades del aceite
esencial (5, 10 y 15 yL). En la tabla 7 se presentan los tamafios de los diferentes
halos generados en cada cepa y se observa que conforme la cantidad del aceite
disminuye se generan halos de tamafio un poco menor, aunque es claro que eso
no implicé que las cantidades de 5 y 10 yL perdieran efecto inhibitorio ya que el
halo inhibitorio mas pequefo midié 1.9 cm con 5 pL del aceite esencial de canela.
De igual manera, se volvié a observar que las cepas PC2 y PG4? probadas con 5,
10, 15y 20 uL del aceite tuvieron halos de menor tamafio comportandose como un
poco mas resistentes a su efecto inhibitorio ya que presentaron halos de 1.9 cm el
mas pequeno. Las cepas que presentaron mayor sensibilidad fueron R4, PC4 y R5
ya que 5 pL del aceite esencial fueron suficientes para ocasionar halos oscilando
entre 2.6, 2.0 y 2.3 cm respectivamente. En la figura 23 se pueden observar los
halos producidos en una de las cepas con las diferentes cantidades del aceite

esencial de canela.

Puede verse que con 5 pL del aceite esencial se originaban claros halos de
inhibicion por lo que se decidio probar si cantidades menores como 1, 2, 3y 4 uL
tendrian un efecto de inhibicion similar. En la tabla 8 se muestran los tamanos de
los halos ocasionados con las diferentes cantidades del aceite. Se observa que
con 1 pL del aceite esencial de canela hubo halos mayores a 1.5 cm en tres de las
cepas probadas las cuales fueron R4, PC4, y PC2 mientras que la cepa PG4? tuvo

un halo de 1.4 cm considerandola no sensible ya que se necesitaron 2 uL para
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causar su inhibicion; en el caso de la cepa R5 se observd que con cantidades
menores a 5 gL como 1, 2, 3, y 4 yuL no hubo presencia de halos de inhibicion. En
la figura 24 se observan los halos producidos en la cepa PG42, mientras que en
las figuras 25 y 26 se observan dos de las cepas (R4 y PC2) con sus respectivos

halos de inhibicion.

Los resultados anteriores indican que los halos producidos en 3 de las cepas
muestran una relacién directamente proporcional, ya que al aumentar la cantidad
de aceite esencial de canela el tamafo de los halos también se ve aumentado. Se
observa que el tamafio de los halos generados por el aceite esencial de canela

dependera del tipo de cepa contra la que se esté probando

Los aceites esenciales obtenidos se estudiaron en la USAI mediante
cromatografia de gases. Este estudio mostr6 a los diferentes compuestos
presentes en la muestra que pudieron actuar como agentes inhibidores sobre
bacterias multirresistentes a antibiéticos. De acuerdo a la tabla 4, se pudo
observar que los compuestos que estuvieron en mayor proporcién fueron el 2-
Propenal 3-fenil- también conocido como cinamaldehido, el fenol 2-metoxy-3-(2-
propenil)- 6 guaiacol, la ciclobutanona 3-fenilmethil-, el 2-propen-1-ol 3-fenil-
acetato conocido como acetato cinamico o cinamal acetato y el a-cariofileno que
es también conocido como a-humuleno. De igual manera, en la tabla 5 se
muestra que los compuestos que estuvieron en mayor proporcion fueron el
cinamaldehido, el 2,2'-bifenileno dicinamato, el 2-propeno-1-ol 3-fenil-acetato
conocido como acetato cinamico o cinamal acetato, el 1,3,7-octatrieno 3,7-dimetil,
el eugenol, el 1,6-cyclodecadieno1-metil-5-metileno-8-(1-metiletil)-, la
bencenopropanamina, el linalool y el cariofileno. El cinamaldehido fue el
componente que estuvo presente en ambas muestras y el de mayor proporcion
mientras que en la muestra dos estuvo presente el eugenol. De acuerdo a la
literatura el cinamaldehido es uno de los componentes de C. zeylanicum que se
encuentran en una mayor proporcion, alrededor del 60 al 80%, mientras que el
eugenol en este tipo de especie de canela se encuentra alrededor del 2%. (Shan

et al.,, 2007). La literatura también sugiere que los componentes de canela
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obtenidos de cortezas y raices de plantas Cinnamomum de la misma especie
varian considerablemente en su composicién quimica; esto podria explicar las
variaciones entre las cantidades de algunos compuestos quimicos como el
eugenol que fue encontrado en una de las dos muestras del aceite esencial de

canela.

Relacionando los resultados de la inhibicion de estas bacterias con los
compuestos encontrados en el aceite esencial de canela podemos sugerir que el
cinamaldehido, principal componente del aceite, podria ser el responsable de la
inhibicion de este tipo de bacterias, aunque no se descarta la posibilidad de que
los otros compuestos que se encuentran en menor proporcion contribuyan en
conjunto a la inhibicion de las mismas. De acuerdo a la literatura, el
cinamaldehido, al tener un grupo carbonilo, podria unirse a las proteinas,
impidiendo la accion de descarboxilasas de aminoacidos en Enterobacter

aerogenes (Wendakoon, 1995).

La literarura sugiere que el eugenol (otro de los compuestos encontrados en una
de las muestras de aceite) podria actuar como un agente de inhibicion sobre la
producciéon de amilasa y proteasas en B. cereus. Se piensa que el grupo hidroxilo
del eugenol puede unirse a las proteinas, evitando la accion enzimatica en E.

aerogenes. (Wendakoon, 1995).

Debido a que los aceites esenciales los componen diversas estructuras quimicas
no se pueden establecer mecanismos especificos, pero en general se pueden
considerar dafios en la pared celular bacteriana (causando poros) v,
principalmente, en la membrana citoplasmatica ocasionando una desestabilizacion
de su estructura, haciéndola incapaz de actuar como una barrera impermeable y
causando fuga de compuestos intracelulares vitales tales como iones, ATP, acidos

nucleicos y aminoacidos (Shan et al., 2007).

De acuerdo a la literatura, los componentes activos de los extractos podrian unirse
a la superficie de la célula y luego penetrar en los sitios diana, posiblemente en la

bicapa de fosfolipidos de la membrana citoplasmatica y enzimas unidas a la
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membrana, ocasionando la inhibicidon de la fuerza motriz de protones, la inhibicién
de la cadena respiratoria y la inhibicién de la oxidacion de sustratos. (Shan et al.,
2007).
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

1. Se determiné que el método mas favorable para la obtencion del aceite
esencial de canela fue la hidrodestilacion por la cantidad de aceite esencial

obtenido.

2. El aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) tuvo un efecto
inhibitorio efectivo y satisfactorio sobre las diferentes cepas de bacterias

multirresistentes a antibidticos.

3. El volumen de aceite esencial de canela (C. zeylanicum) requerido para
causar halos de inhibicion significativos en 3 de las cepas de bacterias
multirresistentes a antibidticos fue de 1 pL mientras que en otra de las

cepas fue de 2 yL y en una mas fue de 5 pL.

4. Los compuestos del aceite esencial de canela que se encontraron en mayor
proporcion fueron el cinamaldehido, el bencenopropanal, el eugenol y el
linalool. Los compuestos antes mencionados podrian ser los principales

causantes de la inhibicidn de las bacterias multirresistentes a antibidticos.

5. No se puede descartar la posibilidad de que los compuestos que se
encuentran en menor proporcion contribuyan con algunas propiedades

antibacterianas.
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ANEXOS

ANEXO 1. Caracteristicas morfolégicas de las cepas

Cepa

Caracteristicas
Macroscoépicas en Medio
de Cultivo McConkey

Observaciones Microscopicas

PG6’

Colonias blancas,
redondas, cremosas, todas
eran uniformes e iguales.

Bacilos cortos gram negativos, con punta
un poco ovalada o redondeada,
agrupaciones en cadena.

PC2

Colonias incoloras sin
forma, unas mas grandes y
otras mas pequenas,
consistencia no cremosa.

Bacilos cortos gram negativos, presentan
pleomorfismo, un poco mas anchos,
agrupaciones en cadena.

PC4

Colonias incoloras, con
forma redonda consistencia
cremosa.

Bacilos cortos gram negativos, con punta
redonda sin agrupacion.

PG4?

Colonias blancas, con
forma redonda todas del
mismo tamarno,
consistencia cremosa.

Bacilos gram negativos cortos,
agrupados de dos en dos con punta
ovalada y un poco mas anchos.

PG10’

Colonias blancas, con
forma redonda, todas del
mismo tamano,
consistencia cremosa.

Bacilos gram negativos, largos y sin
agrupacion

R4

Colonias incoloras de forma
irregular, unas mas grandes
y otras mas pequenas,
consistencia no cremosa.

Bacilos cortos gram negativos, de punta
ovalada, curvos y delgados

RS

Colonias incoloras de forma
irregular, unas mas grandes
y otras mas pequenas,
consistencia no cremosa.

Bacilos cortos gram negativos, de punta
ovalada, delgados.

R25

Colonias blancas, de forma
redonda, consistencia
cremosa, borde convexo.

Bacilos cortos gram negativos, con punta
ovalada, no tan delgados.

R34

Colonias blancas, de forma
redonda, consistencia
cremosa, borde convexo.

Bacilos de tamafio mediano gram
negativos, con punta ovalada.
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Anexo 2. Pruebas Bioquimicas

Prueba Bioquimica Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa
R4 PC2 PC4 PG4? R5
Sulfhidrico, Indol, -+ - -] - - - - -] - -+ -
Movilidad (S | M)
Movilidad, Indol, S+ - -] -+ -l + - -] - -+ -
Ornitinina (M | O)
Rojo de Metilo + - R + +
Voges Proskauer + + + + +
Citrato + - - ¥ +
Urea - - - - -
Oxido/Fermentacién O/F O/F O/F O/F O/F
t t t t
Bilis Escualina - - - - -
Catalasa + + + + ¥
Oxidasa + + + + -
Fermentaciéon de Carbohidratos
Cepa Glucosa | Galactosa | Manitol | Lactosa | Rafinosa | Sorbitol | Maltosa
R4 + 4 + + 4 +4 - - +
PC2R + + - - - - +
PC4R + + - - - - +
PG4°M + + - - - - +
R5 + 4 + + 4 + 4 - - +

Referencia: Produccion de gas f
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