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RESUMEN

La acrecentada emergencia y dispersion de bacterias mutirresistentes a antibiéticos junto
con la busqueda de nuevas sustancias antibacterianas naturales ha incrementado el
interés cientifico por retomar la busqueda de compuestos antimicrobianos en extractos
derivados de plantas, ya que han demostrado que poseen efectivas propiedades
antimicrobianas. El presente estudio demuestra que dos productos comerciales
elaborados a partir de un extracto de canela (CinnAcar®) o de frutos citricos (CitroBio®)
tienen actividad bactericida contra cepas de referencia y aislados clinicos
mutirresistentes a antibioticos de bacterias patdégenas consideradas por la Organizacion
Mundial de la Salud como prioritarias para la busqueda y desarrollo de nuevos
antibidticos, Acinetobacter baumannii y Salmonella enterica serovar Typhimurium.
Nuestros resultados sugieren que para ejercer esta actividad bactericida, los
componentes que constituyen a los extractos de canela o citricos lo hacen a traves de
un mecanismo distinto por el que actian los antibiéticos a los cuales presentan
resistencia las cepas, por lo que dichos componentes podrian representar una alternativa
para contrarrestar infecciones causadas por bacterias patégenas como A. baumannii y
S. enterica serovar Typhimurium. Ademas, los resultados de este trabajo indican que el
CitroBio® es un eficiente agente antibacteriano a muy bajas concentraciones y que a
concentraciones altas ejerce un efecto bactericida desde tiempos de exposicion muy
cortos contra cepas que poseen distintos perfiles de resistencia a antibiéticos. De manera
relevante, después de 35 pases continuos en concentraciones subinhibitorias de los
productos CinnAcar® y CitroBio®, no se presentd una seleccién de bacterias resistentes
de A. baumannii, en contraste con la generacion de resistencia observada tras la
exposicién gradual a dos antibiéticos de uso actual. Los resultados obtenidos indican que
estos productos comerciales que ya son usados en cultivos agricolas u otros extractos
de canela o citricos tienen el potencial de ser buenos candidatos para su aplicacion
alternativa como desinfectantes en campo o para el desarrollo de agentes bioactivos,
respectivamente, contra diversas bacterias patdgenas resistentes a antibiéticos como A.

baumannii y S. enterica serovar Typhimurium.



1.INTRODUCCION

1.1 Generalidades de los antibioticos

Los antibidticos son compuestos que tienen la capacidad de matar o inhibir el crecimiento
de bacterias susceptibles a través de su interaccién con blancos moleculares especificos
presentes en la célula bacteriana (Andersson & Hughes, 2017). Los antibioticos pueden
ser de origen natural (producidos por organismos como bacterias, hongos o plantas),
semisintético (derivados de antibidticos naturales que son modificados quimicamente) o
sintético (sintetizados quimicamente).

El descubrimiento de los antibidticos es considerado uno de los avances mas
importantes en la historia de la medicina. Tras su administracion extensiva, fue posible
curar una gran variedad de infecciones bacterianas y con ello, salvar millones de vidas
(Belloso, 2009, Ventola, 2015).

La era de los antibidticos inici6 formalmente con el hallazgo de la penicilina por el
bacteridlogo britanico Alexander Fleming. En septiembre de 1928, durante su trabajo en
el Hospital St. Mary de Londres, y gracias a un evento fortuito, Fleming encontré que en
una de las cajas Petri donde habia cultivado a la bacteria Staphylococcus aureus, la
espora de un hongo del género Penicillium, también habia crecido de manera
espontanea como una contaminacién (Fleming, 1945). Al observar detenidamente la caja
Petri, Fleming encontré una zona de inhibicién del crecimiento bacteriano (lisis celular)
justo alrededor del hongo, intuyendo que éste habia secretado una sustancia que inhibia
el crecimiento de la bacteria; tiempo después a dicha sustancia le denominé penicilina
(Fleming, 1945). Posteriormente, Charles Thom identifico que dicho hongo pertenecia a
una cepa de la especie Penicillium notatum (Fleming, 1945, Acufia, 2002). Afios mas
tarde, el médico australiano Howard Walter Florey y el bioquimico aleman Ernst Boris
Chain, se enfocaron en investigar de forma mas detallada aspectos quimicos de la
penicilina, logrando purificarla, promoviendo su fabricacion y administracion médica y
extensiva (ACS & RCS, 1999). Asi, en la década de 1940 se realizd la primera
prescripciéon de antibioticos para tratar infecciones (Ventola, 2015). A partir de ese
momento y durante la segunda mitad del siglo XX, se siguieron descubriendo y

administrando muchas clases de antibioticos que ayudaron a contrarrestar bacterias
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patdgenas causantes de diferentes tipos de enfermedades potencialmente mortales,
disminuyendo de manera significativa la morbilidad y mortalidad de diversas infecciones
bacterianas en humanos (Powers, 2004, Belloso, 2009). La capacidad para curar
enfermedades de origen bacteriano también fue posible gracias al conocimiento de los
agentes causales de las infecciones (Belloso, 2009). Poco tiempo después de que los
antibidticos fueron introducidos en la quimioterapia humana, estos empezaron a ser
utilizados también en la veterinaria (Witte, 2000).

Adicionalmente, la administracion de los antibioticos también ha incidido de
manera positiva en otras areas de la medicina humana, por ejemplo, su uso terapéutico
ha permitido la prevencion de infecciones en pacientes inmunocomprometidos a
consecuencia de haber experimentado alguna cirugia, trasplantes de 6rganos o que

reciben tratamientos de quimioterapia, entre otros (Ventola, 2015).

1.2 Resistencia a antibioéticos

La resistencia a antibioticos se define como la capacidad que tienen las bacterias
para multiplicarse en dosis letales de antibiéticos, lo que ocasiona que dichos
compuestos se vuelvan ineficaces contra las bacterias (Spengler et al.,, 2017). La

resistencia a antibioticos puede ser intrinseca o adquirida.
1.2.1 Resistencia intrinseca

De manera natural, las bacterias pueden ser resistentes a ciertos antibiéticos, a
esta resistencia se le denomina intrinseca. Este tipo de resistencia se presenta cuando
las células bacterianas poseen ciertas caracteristicas funcionales o estructurales
(inherentes a su biologia), que las hacen refractarias a la accién de algunos antibioticos;
por ejemplo, la ausencia del blanco de accién del antibiético o la composicion de su
membrana citoplasmatica, la cual proporciona poca permeabilidad a la entrada del
antibidtico (Blair et al., 2015). Estas propiedades innatas se presentan permanentemente
y estan determinadas en el genoma de todas las cepas de una misma especie de bacteria

o grupos de ellas (bacterias Gram negativas), ademas, son independientes de la presiéon



de seleccién que ejercen los antibiéticos y no se atribuyen a eventos de transferencia
horizontal de genes (Cox & Wright, 2013).

1.2.2 Resistencia adquirida

Por otro lado, la resistencia adquirida no es constante, se presenta como una
propiedad especifica de ciertas cepas de una especie de bacteria determinada que de
manera natural es susceptible al efecto de un antibiotico, pero que tras ser modificada
genéticamente, ya sea por mutaciones en genes cromosomales o mediante la
adquisicién de nuevos elementos genéticos asociados con la resistencia a antibioticos,
se vuelve refractaria a la accion del antibiotico (Pérez-Cano & Robles-Contreras, 2013).
La resistencia adquirida esta correlacionada con la presion de seleccion que ejercen los
antibidticos en las bacterias, ya que por procesos de seleccidén natural, las bacterias se
adaptan para sobrevivir en las condiciones del medio ambiente, sean éstas favorables o
no.

En bacterias, la informacion genética que se requiere para conferir resistencia
adquirida a antibidticos puede estar presente tanto en genes localizados en el
cromosoma, como en elementos extra-cromosomales como los plasmidos (Partridge et
al., 2018). Ademas de los plasmidos, otros elementos genéticos mdviles, incluyendo
transposones, integrones o islas gendémicas, pueden actuar como vectores para la
transmision de genes de resistencia a antibiéticos entre bacterias por eventos de
transferencia horizontal de genes (conjugacion, transduccién o transformacion)
(Partridge et al., 2018). Asi, una vez que surgen cepas de bacterias resistentes, este
nuevo fenotipo puede diseminarse entre la comunidad bacteriana.

En la clinica, los mecanismos de resistencia adquiridos y transmisibles son los
mas importantes, ya que la resistencia adquirida puede llevar a un fracaso terapéutico

por la constante variabilidad genética de las bacterias (Fernandez-Riveron et al., 2003).
1.2.3 Mecanismos de resistencia a antibidticos

Existen diversos mecanismos moleculares por los que las bacterias pueden

desarrollar resistencia a antibiéticos, ya sea de manera intrinseca o adquirida; una misma



bacteria puede presentar mas de un mecanismo de forma simultanea (Cabrera et al.,
2007, Pérez-Cano & Robles-Contreras, 2013, Blair et al., 2015, Wright, 2016, Balaban et
al., 2019):

e Disminucion de la permeabilidad de la envoltura celular de la bacteria, lo
gue limita la entrada del antibidtico, ya sea por modificaciones estructurales
en los componentes de la envoltura de la célula o por la pérdida o
modificacion de los canales de entrada (porinas), alterando el sistema de
transporte.

e Expresion de proteinas trans-membranales (bombas de eflujo) que
expulsan activamente al antibiético una vez que ha ingresado a la bacteria,
lo cual resulta en una baja concentracion del antibiético dentro de la célula.

e Alteracién del sitio blanco del antibi6tico (sitio que reconoce y donde actua)
por la generacion de mutaciones genéticas o modificaciones post-
traduccionales; algunas bacterias (micobacterias) aumentan el nimero de
sitios blanco, para que la cantidad de moléculas del antibidtico sean
sobrepasadas.

e Expresién de proteinas o enzimas que inactivan al antibiotico, ya sea
modificando su estructura quimica o degradandolo.

e Expresion de estados fisiologicos especificos que son menos susceptibles
a la actividad de los antibiéticos, como la formacién de biopelicula o la

generacion de células persistentes o tolerantes.

1.3. Emergencia de bacterias resistentes a antibidticos

Se ha demostrado que existe una fuerte correlacion entre el surgimiento de cepas
resistentes a antibiéticos y el consumo de antibiéticos en humanos (Goossens et al.,
2005) y animales (Witte, 2000, McEwen & Fedorka-Cray, 2002, Mathew et al., 2007). Al
poco tiempo de que el uso de la penicilina (el primer antibidtico en ser prescrito en la
clinica en la década de 1940) se haya generalizado, se advirtié la emergencia de cepas
patbgenas resistentes a este antibidtico en  hospitales (Barber &

Rozwadowska.Dowzenko, 1948). Invariablemente, la introduccion al mercado de



cualquier nuevo antibiético ha derivado en la posterior emergencia de cepas resistentes
en entornos clinicos, incluso en tiempos tan cortos como un afio o menos (Marston et al.,
2016). Asimismo, a principios de la década de 1950 empezaron a surgir los primeros
reportes donde se identificaron bacterias coliformes resistentes a estreptomicina en
animales, dicho antibiético habia sido administrado a los pavos de donde se aislaron
dichas bacterias (Starr & Reynolds, 1951).

Las bacterias resistentes a antibidticos se pueden clasificar en multidrogo-
resistente (MDR), extensivamente drogo-resistente (XDR) o pandrogo-resistente (PDR)
(Magiorakos et al., 2012). MDR se refiere a una cepa no susceptible a al menos un
antibidtico que pertenezca a tres o mas categorias distintas de antibioticos. XDR es una
cepa no susceptible a al menos un antibiotico que pertenezca a todas excepto dos o
menos categorias de antibioticos, es decir, que son susceptibles a sélo una o dos
categorias diferentes de antibiéticos. PDR es una cepa no susceptible a todos los
antibidticos de todas las categorias. A las bacterias resistentes a multiples antibiéticos
se les ha llamado de manera genérica super-bacterias (superbugs en inglés). Ademas
de la resistencia a multiples antibiéticos, en algunos casos estas bacterias también han
desarrollado un incremento en su capacidad virulenta, asi como una mayor eficiencia en
su transmision (Aslam et al., 2018).

De manera relevante, durante las ultimas tres décadas se ha reportado un
aumento dramatico en la emergencia de cepas de diversas especies de bacterias (Gram
negativas y Gram positivas) aisladas de hospitales o de la comunidad, que son MDR,
XDR o PDR. Por ejemplo, entre 1989 y 1999, el porcentaje de cepas de Enterococcus
spp. resistentes a vancomicina aisladas de pacientes hospitalizados en unidades de
cuidados intensivos increment6 de 0.4% a 25.9% en EUA (Cohen, 2000). La resistencia
a antibioticos ha sido detectada en numerosos patdégenos, sin embargo, los mas
frecuentes a nivel mundial son bacterias de la familia Enterobacteriaceae (Escherichia
coli, Salmonella enterica), asi como especies del denominado grupo ESKAPE, que
reciben este nombre por el acronimo que forma la primera letra del género de las
especies de bacterias Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.
(Rice, 2008).
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1.4 Factores determinantes para el surgimiento de bacterias resistentes a antibidticos

A pesar de que la resistencia a antibidticos es un proceso natural en la evolucion
de las bacterias, que esté regida por la presion de seleccidn que ejercen los antibidticos,
asi como por caracteristicas bioldgicas propias de las bacterias (plasticidad genética, alta
tasa de replicacion), existen factores antropogénicos sin precedente que han contribuido
significativamente a la acelerada seleccion de bacterias resistentes; uno de los
principales es el uso excesivo e inadecuado de los antibiéticos en la medicina humana y
veterinaria (Holmes et al., 2016).

A nivel mundial, los antibioticos estan entre los farmacos que mas frecuentemente
se prescriben en medicina humana (CDC, 2013). Del afio 2000 a 2010, el consumo de
antibidticos incrementd 36% a escala global, principalmente en paises desarrollados
(Van Boeckel et al., 2014). Del total de los antibidticos vendidos, una gran cantidad de
antibidticos son recetados en pacientes hospitalizados, pero una cantidad mucho mayor
son consumidos en la comunidad, es decir, en pacientes ambulatorios que acuden a
unidades de atencion primaria de salud (Goossens et al., 2005, ECDC, 2012, Suda et
al., 2013). De manera notable, diversos estudios han revelado que hasta en un 60% de
los casos, los antibiéticos se recetan de forma innecesaria (Hecker et al., 2003, Luyt et
al., 2014, O’Neill, 2015b, Fleming-Dutra et al., 2016). Asimismo, se ha evidenciado que
la eleccion del antibidtico que se prescribe, las indicaciones para el tratamiento o la
duracion de la terapia son inapropiadas en un 30-50% de los casos, lo que lleva a una
falta de efectividad de los antibidticos (Ohl & Luther, 2011, Fridkin et al., 2014).

Si bien en los ultimos afios en algunos paises se ha buscado controlar el consumo
de antibioticos en humanos, a través de su venta Unicamente con receta médica, en la
veterinaria se siguen suministrando bajo un esquema poco regulado y vigilado. De
manera relevante, a diferencia de lo que ocurre en humanos, donde los antibiéticos sélo
se administran con fines terapéuticos, en animales del sector pecuario (aves, bovinos,
cerdos, ovinos, etc.) no soélo se utilizan para curar enfermedades, también se usan como
profilacticos y como promotores de crecimiento (Mathew et al., 2007). Lo anterior ha

contribuido en gran medida a que en algunos paises, las cantidades de antibioticos
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administradas en animales criados para consumo, superen por mucho las que se utilizan
en humanos (Hollis & Ahmed, 2013, Van Boeckel et al., 2014, O’'Neill, 2015a) (Figura 1).

Mascotas
150,000 kg

Acuacultura
150,000 kg—

Agricultura
70,000 kg

Humanos
3,290,000 kg

Animales de consumo
13,540,000 kg

(80%)

Figura 1.- Uso estimado de antibiéticos en Estados Unidos de América (EUA). Los datos se muestran
como la cantidad aproximada de antibiéticos en kilogramos (kg) usados en EUA en un afio, donde
del total, el suministro en animales de consumo es mucho mayor (=80%) en comparacion a la
utilizacién de antibiéticos en humanos (<20%). Modificado de Hollis and Ahmed, 2013.

En animales, cuando los antibiéticos se usan como promotores de crecimiento o
como profilacticos, frecuentemente se administran en dosis sub-terapéuticas (no letales)
y durante periodos prolongados (Hollis & Ahmed, 2014). Ademas, tanto en el medio
ambiente como en los hospederos, existe un gradiente de concentraciones de
antibidticos a las que las bacterias estdn expuestas. Se ha demostrado que las
concentraciones sub-terapéuticas de antibiéticos también promueven la seleccién de
bacterias resistentes, ya que favorecen la generacion de alteraciones genéticas como
cambios en la expresién de genes, transferencia horizontal de genes o mutagénesis
(Andersson & Hughes, 2014). Adicionalmente, ciertos antibidticos que se prescriben en
medicina humana también son administrados en animales, debido a que algunos de
estos antibiéticos son de ultimo recurso en la terapia humana, la seleccion de bacterias
resistentes a este tipo de antibiéticos en ambientes no clinicos constituye un grave
problema (Mathew et al., 2007).
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Otros escenarios donde los antibidticos se utilizan de forma inadecuada y/o en
exceso son la acuacultura (Cabello, 2006, Heuer et al., 2009), la agricultura (McManus
et al., 2002, Stockwell & Duffy, 2012) y la medicina veterinaria para mascotas (Rantala
et al., 2004, Guardabassi & Prescott, 2015) (Figura 1).

Aunado al uso indiscriminado de antibiéticos, otro gran problema es que el
descubrimiento de familias de antibioticos con un mecanismo de accion completamente
nuevo se ha reducido drasticamente en los ultimos afios. Entre 1980-1989, la FDA, que
es la Agencia Federal de Medicamentos y Alimentacion de EUA (Food and Drug
Administration), aprob6 30 farmacos antibacterianos, mientras que de 1990-1999 fueron
22; en contraste, de 2000-2009 aprob6 solo 7 nuevos antibacterianos y del 2010-2016,
solamente 6 (Powers, 2004, Ventola, 2015, Marston et al., 2016). Asi, de manera
paradojica, el incremento en la prevalencia de bacterias resistentes a antibiéticos
coincide con una dramatica disminucién en el numero de compafias farmacéuticas que
estan desarrollando nuevos antibioticos. La falta de interés en invertir por parte de las
farmacéuticas se debe principalmente a la poca rentabilidad que representa el desarrollo
de antibibticos. Para que se pueda obtener la aprobacién de un nuevo antibiético por la
FDA, se requiere de la realizacién de numerosos ensayos clinicos, lo que genera grandes
costos; a diferencia de los farmacos prescritos para tratar enfermedades croénicas, los
cuales necesitan ser consumidos de forma prolongada (generalmente afios), los
antibidticos se toman solo durante periodos cortos de tiempo (usualmente dias y para
algunos pocos, meses); actualmente, para la mayoria de los antibiéticos, las patentes
para su fabricacion se han liberado, por lo que pueden ser suministrados por compafiias
de medicamentos genéricos, lo que resulta en el acceso a farmacos baratos, ademas,
los consumidores esperan que todos los antibidticos tengan un precio similar (Wright,
2014).

1.5 Diseminacidn de bacterias resistentes a antibidticos y de genes que confieren resistencia a

antibioticos

Como ya se mencion6 anteriormente, tras el consumo excesivo de antibioticos,
ocurre la seleccién de bacterias resistentes a estos farmacos en los seres humanos,

animales o plantas (Figura 2). Aunado a esto, otro de los graves problemas es que a
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través de multiples vias, las bacterias resistentes a antibiéticos pueden diseminarse entre
los organismos y el medio ambiente (Figura 2).

En los seres humanos, una de las principales rutas de exposicion y contagio de
bacterias resistentes a antibidticos es a través del contacto con personas que las porten,
ya sea en centros de salud (clinicas, hospitales) o en entornos comunitarios; los animales
de consumo también pueden contagiarse por la cercania que llega a existir entre ellos
en los lugares donde son criados (Woolhouse & Ward, 2013, Bengtsson-Palme et al.,
2018) (Figura 2). La transmision de bacterias resistentes a antibiéticos también puede
ocurrir de animales (de granja o domésticos) a humanos o viceversa, esta transmision
puede ser directa, mediante el contacto entre ellos, o indirecta, por el consumo por parte
de los humanos, de alimentos derivados de animales que portan bacterias resistentes a
antibiéticos (Woolhouse & Ward, 2013, Weiman, 2016) (Figura 2). Por otro lado, uno de
los principales ambientes que es reservorio de bacterias resistentes a antibiticos en
animales es el tracto gastrointestinal, de donde pasan al excremento y luego al suelo, en
el caso de los humanos, pasan principalmente a las aguas residuales; a partir de estas
vias, dichas bacterias pueden diseminarse a los suelos, aguas (rios, lagos, mares),
plantas, etc. (Woolhouse & Ward, 2013, Xiong et al., 2018, Nnadozie & Odume, 2019)
(Figura 2). Dentro de este ciclo de diseminacion, los cultivos agricolas que son regados
con aguas tratadas o abonados con estiércol contaminados con bacterias resistentes a
antibidticos, y que posteriormente sirven de alimento para los seres humanos o los
animales, son otra fuente de adquisicion de bacterias resistentes a antibiéticos (Figura
2). Ademas, algunas plantas comestibles son portadoras de bacterias resistentes a
antibiéticos porque reciben aspersidn con antibiéticos para tratar o prevenir el desarrollo
de infecciones, lo cual permite la seleccion de bacterias resistentes (Woolhouse & Ward,
2013, Stockwell & Duffy, 2012) (Figura 2).

Es preciso resaltar que una vez que las bacterias resistentes a antibidticos
alcanzan un nuevo hospedero o nicho ecoldgico, éstas pueden actuar como donadoras
de material genético, y por eventos de transferencia horizontal de genes, transferir a otras
bacterias con las que comparten nicho, genes cuyos productos confieren resistencia a
los farmacos, promoviendo la diseminacion de mecanismos de resistencia a antibioticos

en la naturaleza (Bengtsson-Palme et al., 2018). Por ejemplo, se han encontrado los
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mismos genes asociados con resistencia a antibidticos en bacterias aisladas de animales
y de humanos (Wang et al., 2018a). Las bacterias receptoras de genes asociados con la
resistencia a antibioticos pueden ser patégenas o comensales, e incluso pueden tener
poca relacion filogenética con las bacterias donadoras, aunque es mas probable que la
transferencia genética ocurra entre bacterias que son filogenéticamente cercanas
(Bengtsson-Palme et al., 2018). Por otro lado, se ha reportado la presencia de genes de
resistencia a antibioticos incluso en el aire de grandes ciudades alrededor del mundo (Li
et al., 2018).

@

Figura 2.- Seleccién y transmisién de bacterias resistentes a antibioticos. La administracion excesiva
de antimicrobianos ha provocado la seleccién de bacterias resistentes a antibiéticos y su transmision
entre humanos, animales y medio ambiente (agua, suelo, aire), a través de multiples vias. Tomado
de Pérez Morales and Bustamante Santillan (2018).
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1.6 Presencia de residuos de antibidticos en el ambiente

Se sabe que los antibidticos representan un elemento natural en la composicion
del suelo, ya que varios de los que actualmente se usan en la medicina fueron aislados
a partir de microorganismos que habitan dicho ecosistema y que los producen como
metabolitos secundarios. Sin embargo, las principales excepciones a esto son los
antibidticos totalmente sintéticos, como las sulfonamidas y quinolonas. Algunos otros,
como la mayoria de los beta-lactdmicos y algunos macrélidos, son derivados

semisintéticos de compuestos naturales. Los antibiéticos sintéticos o semi-sintéticos son
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menos propensos a la degradacion biologica, favoreciendo su acumulacion. Aunque la
presencia de residuos de antibiéticos en el suelo podria considerarse un fendmeno
natural, se ha demostrado que las concentraciones de antibioticos actuales son
inusuales, debido principalmente a su aplicacion en la produccion pecuaria (Pikkemaat
et al., 2016).

Adicionalmente, muchos antibiéticos son pobremente absorbidos por los
animales, incluido el hombre y una gran cantidad de ellos son eliminados del cuerpo sin
metabolizar y esparcidos en la naturaleza; se ha reportado que hasta un 90 y 75% de los
antibidticos administrados en animales pueden ser excretados en la orina y heces,
respectivamente (Sarmah et al., 2006). Una vez que los antibiéticos ingresan al medio
ambiente, es posible que algunos de ellos puedan persistir en la naturaleza, dependiendo
de su sorcién a particulas organicas en el suelo, su transformacion o degradacion por
procesos bidticos o abioticos, lo cual esta influenciado por las propiedades fisicoquimicas
del mismo, factores climéticos o caracteristicas del suelo (Pikkemaat et al., 2016, Cycon
et al., 2019). Consistente con lo anterior, se han detectado concentraciones de diferentes
antibidticos en agua, suelo, estiércol, biosolidos (materia organica reciclada a partir del
tratamiento de aguas residuales procesadas) y cultivos de plantas, siendo los mas
abundantes las tetraciclinas (2.68 ug/g en suelo y 184 ug/g en estiércol) y la
ciprofloxacina (3.26 ug/g en biosélidos) (Pan & Chu, 2017).

Las altas concentraciones de antibiéticos estan perturbando los ecosistemas
naturales del suelo, al cambiar la estructura y la abundancia de la comunidad microbiana
gue ahi habita y afectando la capacidad de estos microorganismos para degradar
contaminantes y cumplir su papel en ciclos biogeoquimicos (Pikkemaat et al., 2016,
Cycon et al., 2019). Por lo tanto, en suelos y aguas impregnados con residuos de
antibidticos, las bacterias encuentran otra fuente de exposicion constante a antibioticos,
por lo que en estos ambientes también se favorece la seleccion de bacterias resistentes
a antibidticos. Por todo esto, ademas de desarrollar nuevos antibiéticos, también es

importante buscar métodos de desinfeccion para estos ambientes.
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1.7 Crisis actual por la resistencia a antibioticos

Ya que en la actualidad practicamente todos los antibiéticos que son aplicados en
la clinica han perdido su eficacia contra un nimero cada vez mayor de cepas bacterianas,
la resistencia a antibiéticos limita las opciones terapéuticas para erradicar bacterias
patdgenas. Por lo tanto, amenaza la prevencion y el tratamiento efectivo de numerosas
infecciones bacterianas, por lo que enfermedades otrora curables, vuelven a ser
incurables, dirigiendonos peligrosamente a una era post-antibiotica, donde algunas
enfermedades anteriormente consideradas comunes y poco peligrosas se pueden
convertir en mortales (https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/resistencia-
a-los-antimicrobianos).

En pacientes contagiados con bacterias patdgenas resistentes a antibidticos, ante
la ausencia de una erradicacion exitosa, las bacterias pueden permanecer infectando
durante periodos mas largos de tiempo, en comparacion con las bacterias patdgenas
susceptibles a antibioticos, con lo que aumenta el riesgo de su transmisién; produciendo
también tasas de morbilidad y mortalidad mas altas (Aslam et al., 2018). Asimismo, estos
pacientes requieren tiempos de hospitalizacion mas extensos y como consecuencia, los
gastos médicos generados son mayores, tanto para el enfermo como para los sistemas
de salud gubernamentales (Aslam et al., 2018).

De manera relevante, los antibi6ticos también ejercen una presion de seleccién
sobre bacterias que constituyen la microbiota normal (bacterias comensales) de los
animales, incluido el hombre, provocando la seleccion de microorganismos comensales
resistentes a antibiéticos (Berendonk et al., 2015). En estudios realizados en individuos
sanos, se ha determinado que bacterias de la familia Enterobacteriaceae resistentes a
beta-lactamasas de espectro extendido, forman parte de su microbiota intestinal,
llegando a encontrarse en una proporcion mayor al 50% (Woerther et al., 2013). El gran
problema es que las bacterias comensales resistentes a antibioticos pueden transferir
genes que confieren resistencia a antibidticos a otras bacterias, incluyendo cepas
patogenas.

Diversas organizaciones de salud como los Centros para el Control y la

Prevencion de Enfermedades de EUA (CDC, Centers for Disease Control and
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Prevention), la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA, Infectious
Diseases Society of America), el Centro Europeo para la Prevencién y el Control de las
Enfermedades (ECDC, European Centre for Disease Prevention and Control) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS o WHO, por sus siglas en inglés, World Health
Organization), consideran a la resistencia a antibiéticos como un problema mundial que
amenaza la salud publica. También se ha proyectado que podria generar consecuencias
catastroficas equiparables a las provocadas por el cambio climatico (Roope et al., 2019).
Ademas, fue declarada un riesgo global por el Foro Econémico Mundial en 2013 (WEF,
2013) y en 2019, la OMS la enumerd dentro de los 10 desafios prioritarios que tiene que
enfrentar en materia de salud (https://www.who.int/es/news-room/feature-stories/ten-
threats-to-global-health-in-2019).

Los efectos adversos de la resistencia a antibioticos ya se estan manifestando en
todo el mundo. Actualmente, las infecciones provocadas por microorganismos
resistentes a antibiéticos provocan la muerte de al menos 700,000 personas al afio a
nivel mundial (Figura 3) (O’Neill, 2014). Asimismo, en EUA y Europa, las infecciones
causadas por bacterias resistentes a antibiéticos representaron en 2015, una incidencia
promedio de 170 afios de vida ajustados por discapacidad (AVAD o DALY, por sus siglas
en inglés, Disability-Adjusted Life Years) por cada 100,000 habitantes (Cassini et al.,
2019). Este dato es similar al obtenido de la combinacion de los AVAD de tres de las
principales enfermedades infecciosas: influenza, tuberculosis y SIDA (183
AVAD/100,000 habitantes) (Cassini et al., 2019). Los AVAD son una medida que
representa la carga de una enfermedad, expresada como el numero de afios perdidos
debido a la falta de salud, una discapacidad o una muerte prematura.

Para cerrar la brecha entre las percepciones globales de cuan grave es el
problema hoy y lo que podria ocurrir si la tendencia actual continta, se estimo el posible
impacto mundial de la resistencia a antibioticos para el afio 2050. Los resultados
muestran un costo humano y econémico anual considerable: 10 millones de muertes

(Figura 3) y un monto de hasta 100 trillones de dolares (O’Neill, 2014).
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Figura 3.- Muertes atribuibles a las infecciones provocadas por bacterias resistentes a antibiéticos.
Si latendencia actual de enfermedades provocadas por bacterias patdgenas resistentes a antibioticos
continda, se estima que para el afio 2050, la tasa de mortalidad sea de 10 millones de personas
anualmente, 14 veces mas que hoy en dia y que la principal causa de muerte, que es el cancer.
Modificado de O’Neill, 2014.

Ante toda esta problematica, miembros de la OMS emitieron una lista de especies
de bacterias patdgenas resistentes a antibidticos para las cuales se requiere priorizar la
investigacion y el desarrollo de antibiéticos nuevos y efectivos (WHO, 2017). La
categorizacion de estas bacterias patdgenas en tres niveles (Figura 4), estuvo basada
en los siguientes criterios: mortalidad que provocan; la carga econémica a los sistemas
de salud y la comunidad que producen; la prevalencia de la resistencia a antibiéticos que
presentan; la tendencia a 10 afios de su resistencia a antibiéticos; su capacidad de
transmision; su propensién para poder prevenirse en los sistemas de salud y la
comunidad; si hay versatilidad en los tratamientos efectivos disponibles; y la probabilidad
de desarrollar nuevos antibiéticos para erradicarlas en el futuro (Tacconelli et al., 2018).
Asi, se han identificado a las bacterias resistentes a antibiéticos mas importantes a nivel
mundial para las que existe una necesidad urgente de desarrollar nuevos tratamientos,

ya que, entre otras cosas, presentan altas tasas de incidencia en hospitales (Figura 4).
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PRIORIDAD 2: NIVEL ALTO

Enterococcus faecium
aureus
Helicobacter pylon
Campylobacter spp.
Salmonella spp.
Neissena gonorrhoeae

PRIORIDAD 3: NIVEL MEDIO

Staphylococcus pneumoniae
Haemaophilus influenzae
Shigella spp.

Figura 4.- Lista de patégenos emitida por la OMS, 2017. Se enumeran las especies de bacterias para
las cuales se necesita urgentemente de investigacion, descubrimiento y desarrollo de nuevos
antibiodticos. De acuerdo con diversos parametros (ver texto), se categorizaron en tres niveles: critico,
alto y medio. Modificado de http://www.who.int/medicines/publications/global-priority-list-antibiotic-
resistant-bacteria/en/.

En México, también existe una incidencia creciente de aislamientos de bacterias
patdgenas resistentes a multiples antibioticos en diversos hospitales, entre ellas E. coli,
E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa, Salmonella spp. y
Enterobacter cloacae (PUCRA, 2018a, PUCRA, 2018b).

1.8 Acinetobacter baumannii y Salmonella spp., patégenos prioritarios para la investigacion y

desarrollo de nuevos antibidticos

Dentro de los patdgenos prioritarios para realizar investigacion y el desarrollo de
nuevos antibiéticos se encuentra encabezando la lista, en el nivel critico (el mas urgente),
A. baumannii. Por otro lado, en el nivel de prioridad alto se encuentran especies del
género Salmonella, siendo S. enterica subespecie enterica serovar Typhimurium (S.
Typhimurium de aqui en adelante), uno de las serovares mas importantes por la
patogenia que causa en humanos y animales.

A. baumannii es un cocobacilo Gram negativo, aerobio estricto e inmévil, ubicuo
en suelo y agua, que pertenece a la familia Moraxellaceae y clasificado dentro del grupo
de bacterias ESKAPE (Rice, 2008, Howard et al., 2012). De manera relevante, en las
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Ultimas tres décadas ha emergido como un patégeno oportunista que es una causa
primordial de Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud o IAAS (anteriormente
denominadas infecciones nosocomiales), principalmente en pacientes criticos que se
encuentran hospitalizados en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), asociado con altas
tasas de morbilidad y mortalidad (Da Silva & Domingues, 2016). No obstante, cada vez
son mas frecuentes los contagios de A. baumannii en pacientes internados fuera de UCI
y en la comunidad (Lin & Lan, 2014). Entre los factores de riesgo para la adquisicion de
A. baumannii se encuentran el uso previo de antibioticos; procedimientos medicos
invasivos como cirugias mayores, aplicacion de catéteres, intubaciones endo-traqueales
para ventilacibon mecanica; quemaduras graves; inmunosupresion; transfusiones de
sangre o componentes sanguineos; entre otros (Fournier & Richet, 2006, Martin-Aspas
et al., 2018). Produce un amplio rango de infecciones en muchas partes del cuerpo, las
cuales son variables en severidad (Howard et al., 2012). Algunas manifestaciones
clinicas que estan relacionadas con la infeccion de A. baumannii incluyen choque
séptico; neumonia asociada a ventilacion mecanica; traqueobronquitis; bacteriemia;
infeccion asociada a cirugia, de tejidos blandos y de la piel o del tracto urinario;
meningitis; entre otras (Lin & Lan, 2014, Martin-Aspas et al., 2018). Dos caracteristicas
biolégicas se han asociado con la importancia de A. baumannii como importante
patdégeno humano: su capacidad para sobrevivir en condiciones ambientales inhdspitas
por periodos largos de tiempo y su resistencia a multiples antibiéticos, incluyendo los
carbapenémicos (Harding et al., 2018) y la colistina, que es un antibiético de ultimo
recurso (Qureshi et al., 2015); se han reportado cepas de A. baumannii MDR y PDR
(Magiorakos et al., 2012). En nuestro pais, se han aislado cepas clinicas de A. baumannii
de distintos hospitales que presentan un alto porcentaje de resistencia a diversos
antibidticos, entre ellos los carbapenémicos (Colin-Castro et al., 2017, PUCRA, 2018a)
S. Typhimurium es un bacilo flagelado, Gram negativo, aerobio, que puede causar
salmonelosis, una enfermedad adquirida principalmente a través del consumo de agua
o alimentos contaminados, y que se manifiesta como gastroenteritis (amplio espectro de
gravedad) y en menor frecuencia como infeccion sistémica en humanos; también puede
infectar un amplio rango de otros hospederos animales (llyas et al., 2017). De acuerdo

con datos de la OMS, los serovares que se aislan con mas frecuencia en la clinica son
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S. Typhimurium y S. Enteritidis, mientras que S. Typhimurium es mas prevalente en
aislados no humanos (Galanis et al., 2006). A pesar del mejoramiento en las medidas de
saneamiento e higiene, la enfermedad aun representa una significativa carga econémica
para los sistemas de salud gubernamentales por la morbilidad y mortalidad que causa,
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo (Sanchez-Vargas et al., 2011).
Como se ha reportado para muchas otras bacterias que causan infecciones en humanos,
el numero de cepas de Salmonella MDR ha incrementado en muchos paises en las
Ultimas tres décadas (Sanchez-Vargas et al., 2011). De manera importante, en México
se ha reportado la presencia de cepas de S. Typhimurium MDR aisladas de fuentes
humanas y animales (Zaidi et al., 2007, Wiesner et al., 2009, Wiesner et al., 2011).

1.9 Las plantas como fuente bioldgica para el descubrimiento de nuevos antibiéticos

Desde hace miles de afios y de forma empirica, los seres humanos han utilizado
una extensa variedad de especies de plantas como tratamiento de diversas
enfermedades infecciosas, incorporandolas en la practica de la medicina tradicional
(Sharma et al., 2017). Actualmente, casi todos los paises del mundo practican la
medicina tradicional y la demanda va en aumento, dependiendo del pais, la atencién
primaria de salud de hasta un 80% de la poblacion se basa en la medicina tradicional
(OMS, 2013). Entre las diversas enfermedades infecciosas para las que se utilizan a las
plantas como tratamiento se encuentran infecciones respiratorias, gastrointestinales,
urinarias, entre otras.

Es de resaltar que muchos de los conocimientos tradicionales han constituido la
base para el desarrollo de investigaciones cientificas que han comprobado la eficacia
terapéutica de numerosas plantas (Sharma et al., 2017).

Las plantas son organismos sésiles que constantemente se encuentran expuestas
a la invasion por microorganismos patdégenos y/o a la depredacion por insectos y otros
animales herbivoros, por lo que a través de su evolucion adquirieron la capacidad de
producir una notable diversidad de metabolitos secundarios, muchos de los cuales les
confieren una ventaja selectiva como mecanismo de defensa (Vivanco et al., 2005). Los
metabolitos secundarios de las plantas son compuestos quimicos naturales o

fitoquimicos de bajo peso molecular cuya sintesis deriva del metabolismo secundario,
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generalmente cumplen funciones no esenciales en los procesos metabalicos béasicos, a
diferencia de los componentes procedentes del metabolismo primario (Dixon, 2001). Se
ha estimado que en conjunto, las plantas sintetizan mas de 100,000 metabolitos
secundarios, los cuales poseen una extensa diversidad quimica, de estos, se calcula que
se han aislado menos del 10% (Cowan, 1999, Dixon, 2001). Asimismo, se ha estimado
gue del total de especies de plantas superiores reconocidas (se calcula que hay entre
250,000-500,000 especies de plantas en la tierra), inicamente se ha estudiado a nivel
farmacoldgico entre el 5-10% (Cowan, 1999, Abreu et al., 2012, Borges et al., 2016). Por
todo esto, los fitoquimicos producidos por la gran diversidad de especies vegetales
constituyen una fuente de recursos naturales sub-explorados con potencial para el
descubrimiento de nuevos compuestos con actividad terapéutica, entre ellas la actividad
antimicrobiana.

A nivel mundial, se han identificado méas de 1,340 plantas que poseen compuestos
antimicrobianos definidos (Tajkarimi et al., 2010). Las propiedades antimicrobianas de
las plantas se han atribuido a fitoquimicos especificos dentro de los cuales destacan los
fenoles (quinonas, flavonoides, taninos, cumarinas, entre otros), terpenos (saponinas),
terpenoides, alcaloides, lectinas, polipéptidos, glicolipidos, entre otros (Cowan, 1999,
Sharma et al., 2017).

En México, de acuerdo con Sharma et al.,, 2017, 343 especies de plantas,
pertenecientes a 92 familias botanicas, presentan evidencia experimental de tener
propiedades antibacterianas. El nimero de especies bioactivas para cada familia
botanica se muestra en la Figura 5, donde se observa que las familias con el mayor
numero de especies que exhiben propiedades antibacterianas son: Asteraceae con 57
especies (16.61%), Fabaceae con 28 especies (8.16%), Lamiaceae con 21 especies
(6.12%) y Euphorbiaceae con 14 especies (4.08%); ademas, estas familias son de las
mas diversas en México y presentan un alto porcentaje de endemismo (Sharma et al.,
2017). También es de destacar que los géneros con mayor nimero de especies con
actividad antibacteriana in vitro son: Bursera (6 especies); Lippia (5 especies); y Citrus,
Cordia, Lantana, Lysoloma, Quercus, Senna, Tagetes (4 especies cada género). Los

ultimos géneros agrupan especies de plantas que tienen gran importancia economica,
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ya que son utilizados como alimentos basicos, ademas de tener usos ornamentales y
medicinales (Sharma et al., 2017).
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Figura 5.- Familias botanicas a las que pertenecen diversas especies de plantas que son usadas en
la medicina tradicional mexicana y presentan actividad antibacteriana. Para cada familia se especifica
el numero de especies vegetales con actividad antibacteriana. Tomado de Sharma et al., 2017.
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2. ANTECEDENTES

Actualmente existe una gama de productos comerciales elaborados a base de extractos
de plantas destinados a diversas aplicaciones, una de estas es su utilizacion como
agroquimicos. Nuestro grupo de trabajo ha establecido una colaboracion con el Dr. Odén
Vite Vallejo, que trabaja en la empresa Grupo Ultraquimia, donde se elaboran productos
derivados de extractos de plantas que poseen actividad insecticida y son comercializados
para la eliminacion de plagas que afectan a las plantas. Debido a que los ingredientes
activos de estos productos son componentes derivados de plantas, es decir, moléculas
orgénicas, dichos productos son biodegradables, lo que evita su acumulacién en el
ambiente. Estos productos poseen un registro sanitario ante la COFEPRIS (Comision
Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios).

En experimentos previos al presente trabajo, se estudid la capacidad bactericida
de varios de los productos elaborados por Grupo Ultraquimia, encontrandose que los
productos CinnAcar® y CitroBio®, presentaron actividad antibacteriana contra diversas
especies de bacterias, incluidas A. baumannii y S. Typhimurium (Pérez-Morales, D. y
Bustamante, V., datos no publicados). El ingrediente activo del producto CinnAcar® es
un extracto de canela (Cinnamomum zeylanicum), mientras que el CitroBio® es un
concentrado de extracto de citricos no especificados.

La canela es una especia muy comun que ha sido utilizada por muchisimas
culturas alrededor del mundo desde hace varios siglos. Se obtiene a partir de la corteza
interior de arboles tropicales perenes del género Cinnamomum (familia Lauraceae),
principalmente de la especie C. zeylanicum (Ranasinghe et al., 2013). Ademas de su uso
culinario, la canela también es utilizada como remedio para tratar padecimientos
respiratorios, digestivos, ginecolégicos o infecciones urinarias (Ranasinghe et al., 2013,
Liu et al., 2017). Asimismo, se ha demostrado que tiene muchos otros efectos biolégicos
como antiinflamatorio, antidiabético, antioxidante, anticancer, antiséptico, analgésico,
antiespasmaodico, astringente, hemostatico, insecticida, nematicida, antifingico y
antibacteriano (Garcia, 2016, Vasconcelos et al., 2018). Algunos de los compuestos
guimicos que constituyen a la canela son el cinamaldehido, eugenol, cinamil acetato,

cinamil alcohol, cinamato, acido cinamico, entre varios otros (Liu et al., 2017,
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Vasconcelos et al., 2018). Dependiendo de la parte del &rbol utilizada y del método de
extraccion, la presencia y cantidad de cada uno de los diferentes componentes variara.
Por ejemplo, se ha reportado que en el aceite esencial procedente de la corteza, el
cinamaldehido es el compuesto mas abundante, constituyendo un 56-76% de la
composicion total, mientras que en el aceite volatil derivado de hojas, el cinamaldehido
representa Unicamente el 2-3% de los componentes (Ross, 1976). Por otro lado, el
eugenol constituye el 81-87% de los compuestos presentes en el aceite esencial
obtenido de hojas y solo el 2-6% en el aceite procedente de la corteza (Ross, 1976).
Diversas investigaciones realizadas con extractos de canela han demostrado su efecto
antimicrobiano contra hongos y diferentes bacterias como E. coli, S. Typmimurium, S.
aureus y especies de los géneros Klebsiella, Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter,
entre otros (Gupta et al., 2008, Ranasinghe et al., 2013, Liu et al., 2017).

Por otro lado, el género Citrus agrupa a diversas especies de arbustos o arboles
perenes de la familia Rutaceae, cuyos frutos son cominmente llamados citricos y poseen
un alto contenido de vitamina C y acido citrico. Debido a su facilidad de
entrecruzamientos, existen numerosos hibridos o variedades cultivadas. Estudios
realizados con diferentes citricos de gran consumo como son naranja dulce (Citrus x
sinensis), limon (Citrus x limon), toronja (Citrus x paradisi), bergamota (Citrus x
bergamia), entre otros, han demostrado que poseen propiedades antimicrobianas
efectivas frente a distintas especies de bacterias como E. coli, S. aureus, asi como
especies de los géneros Salmonella, Pseudomonas, Bacillus, Listeria, entre otros (Juarez
et al.,, 2010, Torres-Alvarez et al.,, 2016, Baba et al.,, 2018, Ramadan et al., 2015,
Mandalari et al., 2007, Negi & Jayaprakasha, 2001).

A pesar de que la actividad antimicrobiana de extractos de canela y de diferentes
citricos contra varias especies de bacterias ha sido previamente estudiada, su actividad
frente a aislados de bacterias resistentes a antibioticos, asi como sobre la especie A.
baumannii, ha sido escasamente evaluada. Asi, dado que los productos comerciales
CinnAcar® y CitroBio® son biodegradables y no son téxicos para las plantas y animales,
incluido el humano, en el presente trabajo se determind si estos productos también
poseian una actividad antibacteriana contra las bacterias patdogenas A. baumanniiy S.

Typhimurium, incluyendo cepas multirresistentes a antibidticos.
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3. JUSTIFICACION

La resistencia bacteriana es hoy en dia una de las mayores amenazas para la salud,
debido a que muchos de los antibidticos que se utilizan en la actualidad han perdido su
accion frente a bacterias resistentes. Es por eso que hay una urgencia en desarrollar
alternativas a los antibioticos actuales que puedan contender contra este tipo de
microorganismos, no soélo a nivel clinico, sino con otras posibles aplicaciones para

eliminar bacterias resistentes a antibioticos en el medio ambiente.

4. HIPOTESIS

Los productos comerciales de extractos de plantas CinnAcar® (extracto de canela) y
CitroBio® (extracto de citricos), presentaran actividad antimicrobiana contra bacterias

patdgenas multirresistentes a antibiéticos.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si los productos CinnAcar® y CitroBio® presentan actividad antibacteriana
contra cepas multirresistentes a antibioticos de las bacterias patégenas Acinetobacter

baumannii y Salmonella Typhimurium.

Objetivos especificos

e Evaluar la actividad antibacteriana de los productos (CinnAcar® y CitroBio®) contra
aislados clinicos multirresistentes a antibioticos de A. baumannii y S.
Typhimurium.

e Determinar la concentracion minima bactericida de los productos (CinnAcar® y
CitroBio®) en A. baumannii y S. Typhimurium.

e Determinar el tiempo en el cual los productos (CinnAcar® y CitroBio®) presentan
actividad antibacteriana contra A. baumannii y S. Typhimurium.

e Examinar si la exposicién a los productos CinnAcar® y CitroBio® selecciona

bacterias resistentes de A. baumannii.
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6. METODOLOGIA

6.1 Cepas bacterianas

Las cepas de S. Typhimurium utilizadas en este proyecto forman parte del cepario de

laboratorio del Dr. Victor H. Bustamante Santillan del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Las cepas de A. baumannii ATCC 17978 y A773 fueron proporcionadas por el Dr. Rafael

Franco Cendejas, del Centro Nacional de Investigacion y Atencién de Quemados

(CENIAQ), Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra”. El aislado

A. baumannii 5038 fue donado por el Dr. Miguel Angel Cevallos del Centro de Ciencias

Genodmicas, UNAM. En la Tabla 1 se muestran algunas caracteristicas de las cepas

utilizadas en este estudio.

Tabla 1.- Cepas de Salmonella Typhimurium y Acinetobacter baumannii utilizadas en el presente

trabajo.
Cepa bacteriana

S. Typhimurium SL1344
(cepa de referencia)
S. Typhimurium 33676

S. Typhimurium YU39

A. baumannii ATCC 17978

(cepa de referencia)

A. baumannii 5038

A. baumannii A773

Perfil de resistencia a antibiéticos

Estreptomicina

Ampicilina, amoxicilina, ticarcilina,
amikacina, gentamicina, ceftazidima,

trimetoprima, ciprofloxacino

Ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina, sulfonamida,
tetraciclina, ceftriaxona, acido

nalidixico, trimetoprima

Ampicilina

Multirresistente a antibiéticos

Gentamicina, ciprofloxacina,
levofloxacina, tigeciclina, minociclina,

cefepima, kanamicina
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Fuente de Aislamiento

Bovino

Aislada de un hemocultivo
de una paciente de 15
afos con infeccidn febril y
pancolitis severa
Aislada en Yucatan de un
paciente con infeccion

sistémica en sangre

Aislada de un nifio de 4

meses con meningitis fatal
Sin informacién
Aislada de una biopsia a

partir de una granulacién

facial en humanos



6.2 Productos comerciales de extractos de plantas

A continuacion, se mencionan algunas caracteristicas de los productos

comerciales evaluados en este proyecto:

CinnAcar®

Nombre: PROGRANIC CinnAcar

Ingrediente activo: Extracto de canela (Cinnamomum zeylanicum)

Concentracion: 15.0% en peso, equivalente a 151.8 g de i.a./L

Formulacién: Emulsién aceite en agua

Uso: Agricola

Clasificacion: Insecticida y/o acaricida (botanico)

Mecanismo de accion: Contiene sustancias naturales (cinamaldehido) que causan
mortalidad, repelencia y disuasion de la alimentacion de los insectos, también causan
excitacion del sistema nervioso que provoca un enmascaramiento de las feromonas

involucradas en el apareamiento. Crea una barrera mecénica contra los insectos plaga.

CitroBio®
Concentrado de extracto de citricos utilizado para desinfectar alimentos y que sirve de

materia prima para la elaboracién de productos de uso agricola por Grupo Ultraquimia.

6.3 Determinacién de la actividad antibacteriana del CinnAcar® y CitroBio® por el método de

difusion en disco

En este trabajo, los protocolos que se siguieron para determinar la actividad
antibacteriana de los productos comerciales CinnAcar® y CitroBio®, fueron los avalados
para evaluar la susceptibilidad a antibi6ticos por el Clinical and Laboratory Standards
Institute o CLSI (CLSI, 2017) y lo especificado por Uddhav and Sivagurunathan (2016).

De acuerdo con el CLSI, se recomienda el uso del medio de cultivo Mueller-Hinton
(MH) como el mas adecuado para las pruebas de sensibilidad a los antibiéticos porque
muestra buena reproducibilidad de lote a lote; es adecuado para el crecimiento de la
mayoria de las bacterias patdogenas; y existen datos recopilados suficientes que avalan

la experiencia de las pruebas de sensibilidad realizadas en este medio. Considerando lo
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anterior, en el presente proyecto se decidi6 utilizar el medio MH para evaluar la actividad
antibacteriana de los productos CinnAcar® y CitroBio®.

Para el método en difusion en disco, el mismo dia del experimento se prepararon
cajas Petri que tuvieran una capa de agar MH (BIOXON) de 4 mm de grosor. Para esto,
se agregaron 20 ml de agar MH fundido a placas Petri de poliestireno de 90 x 15 mm
(Klinicus). A partir de pre-inéculos de las cepas a evaluar, los cuales habian sido
incubados en 5 ml de LB (10 g de cloruro de sodio, 5 g de extracto de levaduray 10 g de
triptona en 1 litro de agua destilada, pH 7.2) a 37°C en agitacion constante (200 rpm)
durante toda la noche, una dilucion 1/50 se inocul6 en un nuevo cultivo de 5 ml de LBy
se incub6 a 37°C en agitacion, hasta alcanzar una Densidad Optica a 600 nm de 0.6
(DOe0onm=0.6), cuya densidad bacteriana es de ~1x10% Unidades Formadoras de
Colonias (UFC)/ml. Una vez que se alcanzé la DO de 0.6, se hicieron diluciones 1/10 de
cada cultivo, para tener una densidad de ~1x107 UFC/ml. Cinco ml de los cultivos diluidos
se colocaron en las cajas Petri con agar MH, permitiendo que el cultivo se absorbiera
durante 1 min. Transcurrido el tiempo, el exceso de cultivo se retiré con una pipeta estéril
y se dej6 secar durante 20 min adicionales. Discos de papel filtro de 6 mm de diametro
fueron impregnados con 15 pl de CinnAcar®, CitroBio®, agua estéril, emulsificante o
kanamicina (Sigma-Aldrich) (30 pg) y se dejaron secar durante 5 min. Posteriormente,
con la ayuda de pinzas estériles, los discos fueron colocados sobre las cajas Petri y éstas
se incubaron a 37°C durante 18 h para determinar la presencia o no de un halo de
inhibicion alrededor del disco. Si se detect6 un halo de inhibicion, su didmetro se midié

con una regla.

6.4 Determinacién de la Concentracién Minima Bactericida (CMB) del CinnAcar’ y CitroBio por

macro dilucion en cultivo liquido

La CMB se define como la concentracién mas baja en la cual no se detecta ningan
crecimiento después de subcultivar el cultivo expuesto al compuesto a evaluar en medio
fresco (Burt, 2004).

Se siguieron protocolos descritos por Uddhav and Sivagurunathan (2016) y

Chimnoi et al. (2018). A partir de pre-inéculos de las cepas a evaluar, los cuales habian
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sido incubados en 5 ml de LB a 37°C en agitacién constante (200 rpm) durante toda la
noche, una dilucién 1/50 se inoculé en un nuevo cultivo de 5 ml de LB y se incub6 a 37°C
en agitacion, hasta alcanzar una DOsoonm=0.6, el cual contiene ~1x108 UFC/ml. Este
cultivo se diluyé 1/20 para contener ~5x108 UFC/ml, finalmente se tomaron 10 pl de este
cultivo para tener 5x10* UFC por tubo. Estas bacterias fueron inoculadas en tubos de
ensayo (13 x 100 mm) estériles con distintas diluciones (V/V) del producto comercial a
evaluar (CinnAcar® o CitroBio®) en medio MH liquido (DIFCO DB), en un volumen final
de 1 ml. Para cada microorganismo ensayado se colocé como control de crecimiento un
tubo que no tuviera el compuesto a evaluar. Los tubos se incubaron a 37°C en agitacion
constante (200 rpm) durante 16 h. Transcurridas las 16 h, los cultivos se centrifugaron a
13,000 rpm durante 1 min para retirar los productos (CinnAcar® o CitroBio®) de los
cultivos, resuspendiendo la pastilla de bacterias en 1 ml de amortiguador de fosfato
(PBS) 1X estéril. Diluciones seriadas en PBS 1X estéril de estos cultivos fueron
plaqueadas en placas de agar LB e incubadas a 37°C durante 18 h para obtener el

ndmero de UFC.

6.5 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de gentamicina y

ciprofloxacina por micro dilucién en cultivo liquido

La CMI se define como la concentracion mas baja que provoca la inhibicion visible
del crecimiento del organismo evaluado (Burt, 2004).

Se siguiod el protocolo descrito en el apartado anterior, excepto que el crecimiento
de las bacterias en las distintas concentraciones de los antibiéticos gentamicina (Sigma-
Aldrich) y ciprofloxacina (Sigma-Aldrich) se evalud en placas de cultivo celular de 96
pozos estériles (Corning) en voliumenes finales de 100 ul y no se obtuvieron los nimeros
de las UFC, Unicamente se determind en un espectrofotdmetro (DOsoonm), Si las bacterias

crecieron o no en presencia de las diferentes concentraciones de los antibiéticos.
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6.6 Determinacion del tiempo en el cual el CinnAcar’ y CitroBio® tienen efecto bactericida sobre

las bacterias

A partir de pre-inoculos de las cepas a evaluar, los cuales habian sido incubados
en 5 ml de LB a 37°C en agitacion constante (200 rpm) durante toda la noche, una
dilucion 1/50 se inocul6 en un nuevo cultivo de 5 ml de LB y se incub6 a 37°C en
agitacion, hasta alcanzar una DOsoonm=0.6. Un ml de estos cultivos se expuso a la CMB,
asi como a 2X y 4X la CMB de cada producto (CinnAcar® o CitroBio®) durante 10, 30,
60, 120 y 180 min o durante 15 s, 5y 10 min a 4X la CMB del CitroBio®. A continuacion,
los cultivos se centrifugaron a 13,000 rpm durante 1 min para retirar los productos de los
cultivos, resuspendiendo las pastillas de bacterias en 1 ml de PBS 1X estéril.
Posteriormente, diluciones seriales de los cultivos fueron plaqueadas en placas de agar
LB e incubadas a 37°C durante 18 h para determinar el nimero de UFC en cada uno de

los tiempos evaluados.

6.7 Cuantificacion de proteinas

A patrtir de pre-indculos de las cepas a evaluar, los cuales habian sido incubados
en 5 ml de LB a 37°C en agitacion constante (200 rpm) durante toda la noche, una
dilucién 1/50 se inocul6 en un nuevo cultivo de 5 ml de LB y se incub6 a 37°C en
agitacion, hasta alcanzar una DOsoonm=0.6. Un ml de estos cultivos se expuso a una
dilucién 1/100 de cada producto (CinnAcar® o CitroBio®) durante 10 min. A continuacion,
cada cultivo fue centrifugado a 13,000 rpm durante 1 min para retirar los productos de
los cultivos y las pastillas de bacterias se resuspendieron en 1 ml de PBS 1X estéril.
Paralelamente, 1 ml de cada cultivo fue sonicado en un sonicador (Soniprep 150) durante
3 minutos. Asimismo, 1 ml de cada cultivo sin tratar fue usado como control negativo del
experimento. A continuacion, los cultivos tratados con el CinnAcar® y CitroBio®, los
sonicados y los no tratados fueron centrifugados a 13,000 rpm durante 5 min para
obtener los sobrenadantes libres de células. Cada sobrenadante fue cuidadosamente
trasladado a un tubo eppendorff limpio. Estos sobrenadantes obtenidos también se

usaron en la electroforesis de proteinas.
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Para la cuantificacién de las proteinas totales presentes en los sobrenadantes
obtenidos, se utilizaron placas de 96 pozos (Corning) donde se agregaron por duplicado
10 ul de cada sobrenadante por pozo, utilizando como blanco PBS 1X. Posteriormente
se afiadi6 a cada pozo 200 ul de una mezcla (50:1) de los reactivos del kit BCA “Protein
Assay Reagent” (Pierce) y se incubd la placa a 37°C durante 30 min. La concentracion
de proteinas totales se calculé mediante la lectura de las absorbancias a 562 nm en un
lector automatizado de microplacas tipo CERES 900 C (BioTek), utilizando el software
KC3. Los valores obtenidos se interpolaron en una curva estdndar de concentraciones

de la proteina BSA (albumina de suero de bovino).

6.8 Electroforesis de proteinas

La separacion de las proteinas se realizé mediante electroforesis desnaturalizante
0 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) en geles de
poliacrilamida (acrilamida 30%/bisacrilamida 0.8%) al 12%, corridos en buffer Tris-Glicina
1X/SDS 0.1% a 40 mAmp durante 3 h. Posteriormente, los geles fueron tefiidos con azul
brillante de Coomassie R250 (BioRad).

6.9 Seleccion de bacterias de A. baumannii resistentes a CinnAcar’ y CitroBio® a través de

multiples pases

Se sigui6 el protocolo descrito por Zipperer et al. (2016). Al dia 1 del experimento,
un pre-indculo de la cepa a evaluar incubado en 5 ml de LB a 37°C en agitacién constante
(200 rpm) durante toda la noche fue diluido 1/50 en 5 ml de LB e incubado a 37°C en
agitacion hasta alcanzar una ODeoonm=0.6. En tubos de ensayo estériles (13 x 100 mm),
se prepararon concentraciones (V/V) mayores a la CMB (4X y 2X), concentraciones
menores (0.5X) o la CMB (1X) del producto comercial a evaluar (CinnAcar® o CitroBio®)
en un volumen final de 1 ml de medio MH liquido. Concentraciones 4X, 2X, 1Xy 0.5X de
la CMI también se prepararon para los antibioticos gentamicina y ciprofloxacina, los
cuales fueron utilizados como control positivo del experimento. De cada concentracion
de los productos comerciales y de los antibiéticos, 100 pl fueron colocados por duplicado
en placas de cultivo estériles de 96 pozos (Corning), a los cuales posteriormente se les
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inocul6 10 pl de los respectivos cultivos de bacterias crecidos a una ODeoonm=0.6, para
tener una densidad de ~1x10® UFC. Estas placas se incubaron a 37°C durante 24 hy a
continuacion se determing el crecimiento de los cultivos midiendo la DOesoonm €n un
espectrofotometro para microplacas Epoch 2 (BioTek). Este procedimiento se repitio
cada 24 h durante 35 dias, tomando como in6culo para cada nuevo dia, las bacterias
crecidas en la concentracion subinhibitoria (no inhibidora del crecimiento) de los
productos comerciales o de los antibidticos. Inicialmente, la concentracién subinhibitoria
correspondia a 0.5X de la CMI (gentamicina o ciprofloxacina) o la CMB (CinnAcar® o
CitroBio®). Sin embargo, el dia en el que las bacterias crecian en concentraciones igual
0 mayores a las de la CMI o la CMB, es decir, 1X, 2X 0 4X, se tomaba esta nueva
concentracion como la subinhibitoria y se exponia a las bacterias a dos concentraciones
dos veces mayores gue la ultima concentracion inhibitoria. Por ejemplo, si las bacterias
crecian a una concentracion 2X de la CMI o la CMB, esta concentracion era la nueva
concentracion subinhibitoria y se les exponia al dia siguiente a 4X y 8X y asi

sucesivamente.
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/. RESULTADOS

7.1 Los productos CinnAcar’ y CitroBio® presentan actividad antibacteriana contra diferentes

cepas de A. baumannii y S. Typhimurium, incluyendo cepas multirresistentes a antibioticos

Como primer acercamiento, la actividad antimicrobiana de los productos CinnAcar® y
CitroBio® fue evaluada cualitativamente, mediante el método de difusién en disco (Figura
6). Ya que el CitroBio® es un producto cuyo diluyente es el agua y el CinnAcar® esta
mezclado con un emulsificante, el agua y el emulsificante fueron usados como controles
negativos. Como control positivo se utilizé al antibiético kanamicina (Figura 6). Para el
caso de la cepa A. baumannii A773, en el momento en que se realiz6 la prueba no se
sabia que era resistente a kanamicina. Considerando como actividad antibacteriana
positiva la presencia de un halo de inhibicion del crecimiento, en la Figura 7 se muestran
los didmetros de los halos de inhibicion formados por efecto del CinnAcar® y el CitroBio®,
en las diferentes cepas de A. baumannii y S. Typhimurium. Como puede observarse,
ambos productos presentaron actividad contra todas las cepas evaluadas, incluyendo las
cepas MDR (A. baumannii A773, A. baumannii 5038, S. Typhimurium 33676 y S.
Typhimurium YU39). Resaltando que el CinnAcar® exhibié una actividad mayor que el

CitroBio®, e incluso mayor que el control positivo.

A. baumannii ATCC 17978 S. Typhimurium SL1344 WT

Figura 6.- Efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano de los productos CinnAcar® y CitroBio® contra
cepas de A. baumannii y S. Typhimurium. La actividad antibacteriana se evalud por el método de
difusion en disco en todas las cepas de A. baumanniiy S. Typhimurium, aqui s6lo se muestra el efecto
en las cepas de referencia. A) CitroBio®, B) CinnAcar®, C) Agua, D) Emulsificante y E) Kanamicina.
Figura representativa de al menos tres repeticiones con resultados similares.
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A A. baumannii ATCC 17978 A. baumannii AT73 A. baumannii 5038
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Figura 7.- Actividad antibacteriana de los productos CinnAcar® y CitroBio® contra cepas de A.
baumannii (A) y S. Typhimurium (B). La actividad de los compuestos evaluados fue determinada
como positiva por la presencia de un halo de inhibicion. De cada halo de inhibicidn se midio el didmetro
en centimetros (cm). Los datos son expresados como el promedio + desviacion estandar de al menos
tres experimentos independientes.

7.2 Determinacién de la Concentraciéon Minima Bactericida (CMB) de los productos CinnAcar’

y CitroBio® sobre las diferentes cepas de A. baumannii y S. Typhimurium

Una vez que se determind que los productos CinnAcar® y CitroBio® presentaron
actividad antibacteriana contra las distintas cepas evaluadas, el siguiente paso fue
determinar la concentracion a la cual presentaban dicho efecto inhibitorio. Para esto se
realizé la determinacion de la CMB por la técnica de macrodiluciéon. Cultivos de las
distintas cepas fueron expuestos con distintas concentraciones (diluciones V/V) de
CinnAcar® (151.80 g/L) y CitroBio® (concentracién desconocida), durante 16 horas a
37°C. Debido a que no existian estudios previos acerca del uso de estos productos
comerciales como antimicrobianos, que sugirieran la concentracion a la cual se pudiera
observar un efecto sobre las bacterias, como primera exploracion se decidié probar un
rango de distintas diluciones con diferencia de un factor de 10 (diluciones 1/10 hasta

1/10,000). Como se puede observar en la Figura 8, al usar las cepas de referencia de A.
37



baumannii y S. Typhimurium, la dilucién minima de CinnAcar® a partir de la cual ya no
se observo crecimiento bacteriano fue 1/100 (1.518 g/L). A las diluciones 1/1000 (0.1518
g/L) y 1/10,000 (0.01518 g/L), el numero de bacterias viables fue muy similar al
encontrado en la condicién control (no expuesta al CinnAcar®). Sorprendentemente, para
el CitroBio®, incluso en la dilucién 1/10,000 no se recuperaron bacterias viables de
ninguna de las dos cepas de referencia usadas, A. baumannii y S. Typhimurium (Figura

8), mostrando un efecto inhibitorio mas potente en comparacién con el CinnAcar®.

A. baumannii ATCC 17978 B S Typhimurium SL1344WT
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Figura 8.- Efecto del CinnAcar® (A, B) y del CitroBio® (C, D) sobre la viabilidad celular de A. baumannii
(A, C)y S. Typhimurium (B, D). Cultivos de A. baumannii ATCC 17978 o S. Typhimurium SL1344 WT
con un numero aproximado de 50,000 bacterias totales fueron expuestas a distintas diluciones (V/V)
de CitroBio®. La condicion control representa las bacterias no expuestas a CitroBio®. Los cultivos
fueron incubados en medio Mueller-Hinton liquido a 37°C durante 16 horas en agitacion.
Posteriormente, el nimero de bacterias viables expresado en unidades formadoras de colonias (UFC)
fue determinado por conteo en placas de LB. Los datos son expresados como el promedio *
desviacion estandar de al menos tres experimentos independientes.

Con el fin de determinar la CMB para el CitroBio®, los cultivos de las bacterias de
A. baumannii y S. Typhimurium se expusieron a diluciones mayores de 1/10,000,

encontrandose que la dilucion en la cual se recuperaron bacterias viables fue 1/100,000

(Figura 9).
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A. baumannii ATCC 17978 S. Typhimurium SL1344 WT
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Figura 9.- Efecto del CitroBio® sobre la viabilidad celular de A. baumannii y S. Typhimurium. Cultivos
de A. baumannii ATCC 17978 o S. Typhimurium SL1344 WT con un nimero aproximado de 50,000
bacterias totales fueron expuestas a distintas diluciones (V/V) de CitroBio®. La condicién control
representa las bacterias no expuestas a CitroBio®. Los cultivos fueron incubados en medio Mueller-
Hinton liquido a 37°C durante 16 horas en agitacion. Posteriormente, el nimero de bacterias viables
expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) fue determinado por conteo en placas de LB.
Los datos son expresados como el promedio + desviacion estandar de al menos tres experimentos
independientes.

Para determinar la CMB especifica, se redujo el rango de diluciones a probar, a
partir de la dilucidn en la que no se recuperaron colonias viables y la primera dilucién
donde se observé crecimiento de A. baumannii o S. Typhimurium (Figuras 8 y 9), con
incrementos en un orden de 2. Esto ultimo, siguiendo el orden de incremento de las
concentraciones que se establecen en el CLSI para determinar la CMI de antibiéticos.
Ademas, se incluy6 a las cepas MDR para determinar la CMB. En la Figura 10 panel A,
se muestra el efecto del CinnAcar® sobre el crecimiento de las tres cepas de A.
baumannii, encontrdndose que la CMB para la cepa A. baumannii ATCC 17978 fue de
0.759 g/L y para las cepas MDR, A. baumannii A773 y A. baumannii 5038, fue de 0.379

g/L.
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Figura 10.- Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) por efecto del CinnAcar®
sobre distintas cepas de A. baumannii y S. Typhimurium. Cultivos de las diferentes cepas con un
namero aproximado de 50,000 bacterias totales fueron expuestas a distintas diluciones (V/V) de
CinnAcar®. La condicién control representa las bacterias no expuestas a CinnAcar®. Los cultivos
fueron incubados en medio Mueller-Hinton liquido a 37°C durante 16 horas en agitacion.
Posteriormente, el nimero de bacterias viables expresado en unidades formadoras de colonias (UFC)
fue determinado por conteo en placas de LB. Los datos son expresados como el promedio *
desviacion estdndar de al menos tres experimentos independientes.

Cuando las distintas cepas de S. Typhimurium fueron evaluadas, la CMB para la
cepa SL1344 WT correspondié a una dilucion de 0.759 g/L, mientras que para las cepas
MDR S. Typhimurium 33676 y S. Typhimurium YU39 fue de 0.379 g/L (Figura 10 panel
B).

En el caso del CitroBio®, la CMB para la cepa ATCC 17978 de A. baumannii fue
de 1/40,000, mientras que para las dos cepas MDR (A. baumannii A773 y A. baumannii
5038) fue de 1/20,000 (Figura 11 panel A). Para S. Typhimurium, la CMB de la cepa de
referencia SL1344 WT y de las cepas MDR (S. Typhimurium 33676 y S. Typhimurium
YU39) fue de 1/10,000 (Figura 11 panel B).
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Figura 11.- Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) por efecto del CitroBio®
sobre distintas cepas de A. baumannii y S. Typhimurium. Cultivos de las diferentes cepas con un
namero aproximado de 50,000 bacterias totales fueron expuestos a distintas diluciones (V/V) de
CitroBio®. La condicién control representa las bacterias no expuestas a CitroBio®. Los cultivos fueron
incubados en medio Mueller-Hinton liquido a 37°C durante 16 horas en agitacion. Posteriormente, el
namero de bacterias viables expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) fue determinado
por conteo en placas de LB. Los datos son expresados como el promedio + desviacion estandar de
al menos tres experimentos independientes.

7.3 Determinacion del tiempo de accién antibacteriana de los productos CinnAcar’ y CitroBio®

frente a A. baumanniiy S. Typhimurium

Una vez que se determino el valor de la CMB, el siguiente paso fue determinar el
tiempo minimo en el que los productos podian afectar a A. baumannii y S. Typhimurium,
esto considerando los posibles usos de estos productos. Por ejemplo, al ser usados
como desinfectantes, se requeriria que el tiempo donde se observe un efecto sobre las
bacterias sea relativamente corto. Por tal motivo, se evalud la accion antibacteriana del
CinnAcar® y CitroBio® a tiempos de 10 min, 30 min, 1, 2, y 3 h. La primera concentracién
por probar fue la CMB (1X), sin embargo, ninguno de los dos productos (CinnAcar® y
CitroBio®) tuvieron un efecto sobre las bacterias en ninguno de los tiempos establecidos,

pues las bacterias que fueron expuestas a los productos crecieron en niumeros similares
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a las bacterias no expuestas (Tablas 2 y 3). Por lo tanto, la siguiente concentracion a
evaluar fue 2 veces la CMB (2X) de cada producto, donde tampoco se observé un efecto
en contra de las bacterias en estos tiempos (Tablas 2 y 3). En contraste, cuando se
aumenté la concentracion del CitroBio® a 4 veces la CMB (4X), no hubo crecimiento de
las bacterias en ninguno de los tiempos evaluados (Tabla 2). En el caso del CinnAcar®,
la concentracion de 4X la CMB tuvo un efecto bactericida a las 2 h de exposicion para A.

baumannii y a partir de la hora 1 para S. Typhimurium (Tabla 3).

Tabla 2.- Tiempos de accion en los que diferentes concentraciones del CitroBio® presentan actividad
antibacteriana contra A. baumannii y S. Typhimurium.

1x CMI Citrobio

cepas control 10 min 30 min 1h 2h 3h
A. baumannnii  364666666.7+t 337666666.7+ 307666666.7 320000000+ 326000000+  413333333.3
ATCC17978 41968242 11590226 +34990475 29308702 51264022 +17616280
S.Typhimurium 335000000+ 316000000+ 348000000:2 392000000+ 380000000+ 412000000427
SL1344WT 30315013 29461840 4331050 15874508 8000000 874720
2x CMI Citrobio
Cepas control 10 min 30 min 1h 2h 3h
A. baumannnii  329333333+1 311333333.3+ 301666666.7 37566666.7 398333333.3+ 375666666.7
ATCC17978 9008770 23544285 17637626 142003968 31342197 159810813
S.Typhimurium  282333333+1 274000000+1 2980000001 3480000001 444666667+42 439000000+2
SL1344WT 0785793 0379384 9287301.5 9672316 782395 1000000
4x CMI Citrobio
Cepas control 10 min 30 min 1h 2h 3h
A. baumannnii 340333333¢ 0 0 0 0 0
ATCC17978 27061658
5.Typhimurium 296333333+ 0 0 0 0 0
SL1344WT 32393415

Debido a que a una concentracién de 4 veces la CMB, el CitroBio® presenté un
tiempo de accion desde los 10 min de exposicidn, el siguiente paso fue evaluar si aln a
tiempos menores a 10 min, podria tener un efecto bactericida. Como se puede observar
en la Figura 12, de manera sorprendente, desde los 15 s de exposicion al CitroBio®, el
producto tuvo un efecto bactericida sobre las bacterias. Este mismo resultado también
se observo al exponer a las cepas MDR de A. baumannii y S. Typhimurium al CitroBio®

4X en los tiempos establecidos (datos no mostrados).
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Tabla 3.- Tiempos de accion en los que diferentes concentraciones del CinnAcar® presentan actividad
antibacteriana contra A. baumannii y S. Typhimurium.

1x CMI Cinnacar
cepas control 10 min 30 min 1h 2h 3h
A. baumannnii 359000000+ 334000000+ 322000000+ 370000000 399000000 412000000+1
ATCC17978 59573484 40509258 24062419 +35510562 +21633308 8330303
STyphimurium 224000000+ 208000000+ 293000000+ 327000000 300000000 337000000+1
SL1344WT 33645208 13000000 18681542  +27000000 +26057628 20000
2x CMI Cinnacar
Cepas control 10 min 30 min 1h 2h 3h
A. baumannnii 3310000000 294000000+ 327000000+ 351000000 378000000+ 390000000
ATCC17978 +35510562 16000000 25159491 +33867388 58206520  +25000000
S.Typhimurium 273000000+ 253000000+ 231000000+ 300000000 332000000+ 354000000
SL1344WT 12124356 55641698 17691802 +45077711 30610456  +13856406
Ay CMI Cinnacar
Cepas control 10 min 30 min 1h 2h 3h
A. baumannnii 334000000 310000000+ 322000000+ 391000000 0 0
ATCC17978 +15524175 43588989 17435596  +43714986
S.Typhimurium 287000000 254000000+ 303000000+ 0 0 0
SL1344WT +42579338 13453626 28583212
A. baumannii ATCC17978 S. Typhimurium SL1344WT
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Figura 12.- Tiempos cortos de accién bactericida del CitroBio® sobre cepas de referencia de A.
baumannii y S. Typhimurium. Cultivos con un nimero aproximado de 1x10% bacterias fueron
expuestos a una concentracion de 4 veces la CMB de CitroBio® durante 15 s, 5 6 10 min. El nimero
de bacterias viables, expresado en unidades formadoras de colonias (UFC), fue determinado por
conteo en placas de LB después de retirar el CitroBio®. Los datos son mostrados como el promedio
+ desviacion estdndar de al menos tres experimentos independientes.
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7.4 La exposicion al producto CitroBio® provoca la liberacion de proteinas intracelulares de A.

baumanniiy S. Typhimurium

Debido a la rapidez del efecto del producto CitroBio® sobre las bacterias, nos
preguntamos si el posible mecanismo de accion a través del cual se estaria provocado
la muerte de las células seria un proceso de lisis celular. Si el CitroBio® afectaba la
integridad de la membrana celular de las bacterias, se provocaria la liberacion del
contenido celular, incluidas las proteinas. Una vez liberadas, éstas ahora estarian
presentes en los sobrenadantes libres de células de los cultivos y no se encontrarian
intracelularmente. Para corroborar esta hipotesis, cultivos de bacterias (cepas de
referencia) expuestas durante 10 minutos a CinnAcar®y CitroBio®, en una dilucién 1/100
(se aumentd a esta concentracion debido al efecto tardio del CinnAcar®), fueron
centrifugados y la concentracion de proteinas de los sobrenadantes libres de células fue
cuantificada. La sonicacion de las bacterias constituyo el control positivo del experimento,
ya que este proceso produce un rompimiento de la membranay por lo tanto, la liberacién
del contenido celular. De los sobrenadantes de las bacterias incubadas con CitroBio®, se
obtuvo una concentracién de proteinas similar a la concentraciébn encontrada en los
cultivos sonicados (Figura 13). En contraste, en los cultivos expuestos a CinnAcar® no
se detectd la presencia de proteinas, al igual que en los cultivos sin tratar, donde no se
esperaba encontrar proteinas, pues las células debian estar integras (Figura 13).

Para corroborar los resultados de la cuantificacion de proteinas, se procedi6 a
visualizarlas mediante su corrimiento en SDS-PAGE Yy tincion con azul de Coomassie.
Consistente con los resultados de la cuantificacion de proteinas, para ambas cepas de
referencia (A. baumannii y S. Typhimurium), s6lo se observaron bandas en los cultivos
tratados con CitroBio® (dilucién 1/100) y los cultivos sonicados (control positivo), pero no
en los cultivos no expuestos a los productos (control negativo), ni en los incubados con
CinnAcar® (dilucién 1/100) (Figura 14). Cuando se realizaron los mismos tratamientos a
las cepas MDR de ambas bacterias, los resultados fueron similares (datos no

mostrados).
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Figura 13.- Liberacion de proteinas intracelulares por efecto de la exposicién a CitroBio® en A.
baumannii y S. Typhimurium. Las proteinas presentes en los sobrenadantes libres de células de
cultivos de las cepas A. baumannii ATCC 17978 o S. Typhimurium SL1344 WT expuestas a CitroBio®
o CinnAcar® (dilucién 1/100), de cultivos sonicados o cultivos sin tratar, fueron cuantificadas mediante
un kit comercial. Los datos representan el promedio de tres experimentos independientes.

| A. baumannii ATCC17978 | | S.Typhimurium SL1344WT |

Figura 14.- Deteccion de proteinas intracelulares liberadas por efecto de la exposicién a CitroBio® en
A. baumannii y S. Typhimurium. Proteinas presentes en los sobrenadantes de cultivos de las cepas
A. baumannii ATCC 17978 0 S. Typhimurium SL1344 WT expuestas a CitroBio® o CinnAcar® (dilucién
1/100), de cultivos sin tratar (C-) o cultivos sonicados (C+), fueron visualizadas en un gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% vy teflidas con azul de Coomassie. Se muestra un gel
representativo de al menos tres experimentos independientes con resultados similares.
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7.5 La exposicion de A. baumannii a los productos CinnAcar’ y CitroBio” no gener6 la seleccién

de bacterias resistentes a éstos

Debido a que el uso constante de antibidticos favorece la seleccion de bacterias
resistentes a su accion, es de vital importancia evaluar la tendencia natural que los
nuevos compuestos antibacterianos puedan tener en la seleccion de bacterias
resistentes. Durante 35 dias, se evalud si la exposicion a concentraciones subinhibitorias
de los productos CinnAcar® y CitroBio® seleccionaban bacterias de A. baumannii ATCC
17978 resistentes a éstos. Como se puede observar en la Figura 15, durante los primeros
10 dias del experimento, A. baumannii genero resistencia a los dos antibioticos usados
como control positivo (gentamicina y ciprofloxacina), pues fue capaz de crecer en
concentraciones antes inhibitorias. Conforme transcurrié el experimento, la bacteria
crecio a concentraciones cada vez mayores de los antibioticos, teniendo como resultado
gue en 35 dias, A. baumannii fue capaz de crecer a una concentracién de 32 veces la
CMI de ciprofloxacina y 8 veces la CMI de gentamicina. En contraste y de manera
significativa, en el periodo de 35 dias de exposicion, A baumannii no fue capaz de crecer

en concentraciones inhibitorias de los productos CinnAcar® o CitroBio® (Figura 15).
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Figura 15.- La exposicién continua de A. baumannii a los componentes del CinnAcar® o CitroBio® no
seleccion6 bacterias resistentes a éstos. Durante 35 dias, A. baumannii ATCC 17978 fue expuesta a
concentraciones subinhibitorias de los productos CinnAcar® y CitroBio® y de los antibiéticos
ciprofloxacina y gentamicina.
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8. DISCUSION

Actualmente, la resistencia a antibioticos representa una de las mas grandes amenazas
para la salud publica a nivel mundial. Una de las diversas acciones propuestas por
diferentes Organizaciones Mundiales para tratar de contrarrestar este problema es la
bldsqueda y el desarrollo de nuevos antimicrobianos. La amplia diversidad estructural y
funcional de componentes quimicos derivados de plantas constituyen una alternativa
prometedora para la caracterizacibn de compuestos naturales con actividad
antibacteriana.

En el presente trabajo se evalué la actividad antibacteriana de dos productos
comerciales elaborados a partir de extractos de plantas, el CinnAcar® y el CitroBio®,
frente a distintas cepas de A. baumannii y S. Typhimurium, incluyendo las cepas de
referencia y dos aislados clinicos MDR de cada especie de bacteria. El CinnAcar® es un
extracto de canela (Cinnamomum zeylanicum), mientras que el CitroBio® es un extracto
de frutos citricos. Ambos productos son biodegradables y se aplican en cultivos agricolas
como bioinsecticidas, ademas de tener un registro ante COFEPRIS.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el CinnAcar® y el
CitroBio® tienen actividad bactericida contra todas las cepas de A. baumannii y S.
Typhimurium evaluadas. A pesar de que estudios previos han comprobado la actividad
antibacteriana de extractos de canela y citricos sobre cepas de A. baumannii (Bayoub et
al., 2010, Becerril et al., 2012, Guerra et al., 2012, Kaskatepe et al.,, 2016) y S.
Typhimurium (Alvarez-Ordéiiez et al., 2013, Ramadan et al., 2015, Solarte et al., 2018,
de Nova et al., 2019), hasta nuestro conocimiento, el presente estudio es el primero en
determinar el efecto bactericida de extractos de canela y citricos sobre cepas clinicas de
A. baumannii y S. Typhimurium MDR aisladas en México. Adicionalmente, cabe
mencionar que el CinnAcar® y el CitroBio® también tuvieron actividad antibacteriana
frente a cepas de referencia de las bacterias E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, P.
aeruginosa y contra bacterias de aguas residuales no identificadas, evidenciando el
amplio rango de actividad antibacteriana que poseen dichos productos (datos no

mostrados).
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En estudios previos se ha demostrado la actividad antibacteriana que extractos de
canela en forma de aceites esenciales presentan en contra de diferentes cepas de S.
Typhimurium (Solarte et al., 2018), asi como de aislados clinicos MDR de A. baumannii
(Becerril et al., 2012, Guerra et al., 2012, Kaskatepe et al., 2016). Adicionalmente, un
estudio reveld que un extracto de canela en etanol al 70% no presenta actividad
antibacteriana frente a S. Typhimurium pero si contra E. coliy S. aureus (Pastrana-Puche
et al., 2017). Asimismo, en el estudio realizado por Bayoub et al. (2010), los autores
observaron que un extracto etandlico (etanol al 90%) de canela, produjo s6lo una débil
inhibicién del crecimiento de una cepa de A. baumannii. Estos resultados evidencian que
distintos componentes bioactivos pueden ser obtenidos por diferentes métodos de
extraccion y que la susceptibilidad de las bacterias frente a los mismos componentes
puede variar. Por otro lado, la actividad antibacteriana de extractos comerciales de
citricos ha sido determinada anteriormente en cepas de S. Typhimurium (Alvarez-
Ordoiiez et al., 2013, de Nova et al., 2019). Uno de estos productos comerciales es el
BIOLL*®, el cual es un extracto natural obtenido a partir de toronja, mandarina,
bergamota y naranja dulce que es comercializado como suplemento alimenticio para
animales en Espafia (Alvarez-Ordéfiez et al., 2013). El otro producto comercial es el
BIOCITRO®, el cual es un extracto de frutas citricas obtenido a partir de cultivos
organicos de toronja, tangerina (una variedad de mandarina), bergamota y naranja dulce,
cuyo uso en el alimento o el agua esta recomendado para el tratamiento de
padecimientos digestivos del ganado (de Nova et al., 2019). Asimismo, actividad anti-S.
Typhimurium fue demostrada para extractos etandlicos (etanol al 99.5%) y metandlicos
(metanol al 99.5%) de las frutas citricas naranja y limén (Ramadan et al., 2015). Para el
caso de A. baumannii, se ha demostrado que un aceite esencial de limén inhibi6 el
crecimiento de una cepa MDR de esta especie (Guerra et al., 2012). Debido a que los
productos CinnAcar® y el CitroBio® son de origen comercial, los métodos de extraccion
utilizados para obtenerlos son un secreto de fabrica, por lo que no pudimos tener acceso
a dicha informacién. Sin embargo, con base en los resultados obtenidos en este estudio
y algunos reportados previamente, los cuales apoyan la teoria de que se podrian obtener
compuestos con actividad inhibitoria del crecimiento de cepas de bacterias patdgenas

MDR como A. baumannii, S. Typhimurium y otras, a partir de extractos de canela y de
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citricos, en el grupo de trabajo se tiene planeado preparar extractos de estas plantas
utilizando diferentes disolventes y métodos de extraccion. Asimismo, esto nos permitir
identificar el o los compuestos especificos que tienen la actividad bactericida en estos
extractos.

Con respecto a las concentraciones bactericidas, la accion de los componentes
del CinnAcar® fue similar en los dos microorganismos de estudio (A. baumannii y S.
Typhimurium), ya que las CMB obtenidas para las correspondientes cepas de referencia
y los aislados clinicos fueron idénticas, 0.759 g/L y 0.379 g/L, respectivamente;
resultando ser mas susceptibles a la accion inhibitoria del extracto de canela los aislados
clinicos en comparacién con las cepas de referencia. En un estudio previo se observé un
rango de variacion en los valores de la CMB del aceite de canela contra 30 cepas de S.
Typhimurium, encontrandose CMB desde 0.312 g/L hasta 5 g/L, siendo la CMB de 1.25
g/L la més frecuente en las cepas evaluadas (Solarte et al., 2018). Por otro lado, para
aceite de canela, CMB de 0.2 g/L hasta 0.8 g/L fueron reportadas para aislados clinicos
resistentes a antibidticos de A. baumannii (Becerril et al., 2012). Asimismo, en otro
estudio una CMI de 0.625 g/L para aceite esencial de canela fue reportada para una cepa
MDR de A. baumannii (Guerra et al., 2012). Asi, las CMB para el extracto de canela
(CinnAcar®) determinadas en nuestro estudio (0.379 g/L y 0.759 g/L) caen dentro del
rango de CMB o CMI reportadas previamente para extractos de canela en A. baumannii
y S. Typhimurium. Para el caso del CitroBio®, las cepas de A. baumannii presentaron
mayor susceptibilidad a los componentes del producto, en comparacién con S.
Typhimurium. La CMB para las tres cepas de S. Typhimurium evaluadas fue de 1/10,000
(equivalente a 100 ppm), mientras que para la cepa de referencia de A. baumannii fue
de 1/40,000 (equivalente a 25 ppm) y para los aislados clinicos fue de 1/20,000
(equivalente a 50 ppm). En un estudio previo, evaluando el extracto de citricos comercial
BIOLL*® se determinaron CMI desde 20 hasta 80 ppm contra distintas cepas de S.
Typhimurium (Alvarez-Ordéfiez et al., 2013). En el mismo estudio, los autores mencionan
gue el BIOLL*® tiene una gran eficacia como agente antibacteriano, ya que sus CMI son
muy bajas en comparacion con las determinadas para otros compuestos antimicrobianos
como los aceites esenciales (Alvarez-Ordodiiez et al., 2013). Con la limitante de no poder

comparar la composicion del CitroBio® con el producto BIOLL*® y a pesar de representar
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CMI y no CMB, las concentraciones a las que Alvarez-Ordéfiez et al. (2013) reportaron
una inhibicion en el crecimiento de cepas de S. Typhimurium son equivalentes a las
encontradas en el presente trabajo.

Interesantemente, el CinnAcar® y el CitroBio® afectaron de manera similar tanto a
las cepas de referencia como a los aislados clinicos MDR de las dos especies de
bacterias, lo cual sugiere que estos productos inhiben el crecimiento de las cepas
evaluadas por un mecanismo diferente al que ejercen los distintos antibiéticos a los
cuales presentan resistencia.

Cabe mencionar que en el campo, el CinnAcar® y el CitroBio® son utilizados a una
concentracion de 1/50, por lo que la concentracion propuesta en este trabajo para ser
utilizados como antibacterianos es significativamente menor a la utilizada en la industria
agricola para el control de plagas, lo que asegura estar libre de efectos toxicos.

De manera interesante, en el presente trabajo se comprobé que a una
concentracion de 4 veces la CMB, el CitroBio® ejerce su actividad antibacteriana a
tiempos muy cortos, ya que con solo 15 s de exposicion, la viabilidad de todas las cepas
de A. baumannii y S. Typhimurium evaluadas fue afectada. Este resultado abre la
posibilidad de proponer un uso alternativo para este producto, por ejemplo como
desinfectante, el cual podria aplicarse tanto en el ambito clinico (para desinfectar
dispositivos médicos) como en la industria agricola y pecuaria (para desinfectar el
estiércol que puede actuar como dispersor de bacterias MDR al ambiente).

En cuanto al mecanismo de la actividad bactericida del CinnAcar® y CitroBio®
sobre las cepas de A. baumannii y S. Typhimurium evaluadas, en el presente trabajo se
monitore6 el efecto que una concentracion mayor a la CMB (dilucién 1/100) de los
productos tuvo sobre la integridad de la membrana celular, comprobandose que el
CitroBio® provocé la liberacion de proteinas a través de la membrana, en contraste, el
CinnAcar® no indujo la salida de proteinas. En estudios previos se ha determinado que
el principal componente responsable de la actividad antibacteriana de la corteza de
canela es el cinamaldehido, cuyo mecanismo de accion involucra la afectacion a la
superficie celular de las bacterias, asi como la inhibicion de la division celular y de la
actividad de la ATPasa (Vasconcelos et al., 2018). Los reportes acerca de la perturbacion

de la integridad de la membrana celular, manifestada en el aumento en la permeabilidad
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y por lo tanto en la salida del contenido intracelular por efecto del cinamaldehido o del
aceite esencial de canela sobre diferentes especies de bacterias son contrastantes, ya
gue no en todos los estudios se ha observado la fuga de componentes intracelulares tras
la exposicion a dichos compuestos (Helander et al., 1998, Kwon et al., 2003, Vasconcelos
et al., 2018, Wang et al., 2018b). Lo anterior podria deberse a variaciones en los tiempos
de exposicidn al compuesto, el método de extraccion o purificacién de los componentes,
las condiciones de crecimiento o la cepa utilizada, entre otros. Asi, el resultado
observado en el presente trabajo, en el que el extracto de canela (CinnAcar®) no produjo
la liberacion de proteinas intracelulares en las bacterias evaluadas, concuerda con
resultados de trabajos previos en donde no se ha observado la pérdida del contenido
intracelular por efecto del cinamaldehido en Bacillus cereus (Kwon et al.,, 2003), S.
Typhimurium o E. coli (Helander et al., 1998). Asi, el mecanismo por el que el CinnAcar®
provoca la muerte de las cepas de A. baumanniiy S. Typhimurium evaluadas parece no
involucrar dafios en la envoltura celular. Generalmente, los extractos de plantas estan
compuestos por un gran numero de constituyentes quimicos, por lo que es altamente
probable que la actividad antibacteriana se deba a diversos mecanismos de accion
dirigidos a distintos blancos moleculares en la célula (Burt, 2004). Por otro lado, la
composicién de los extractos de citricos incluye a flavonoides como la hesperidina,
naringina, rutina, quercetina, asi como acido ascorbico y saponinas, los cuales han sido
caracterizados como los responsables de conferir el efecto antimicrobiano (de Nova et
al., 2019). Estudios previos han confirmado la capacidad de extractos citricos
comerciales de inducir cambios drasticos en la permeabilidad de la envoltura celular de
algunas bacterias, entre ellas E. coli, provocando la liberacién del contenido intracelular
(Alvarez-Ordoiiez et al., 2013, de Nova et al., 2019). Nuestros resultados revelan que la
integridad de la membrana celular de las cepas de A. baumannii y S. Typhimurium
evaluadas fue afectada en respuesta a la exposicion de los componentes del CitroBio®,
dicho deterioro podria consecuentemente llevar a la muerte celular. Cabe resaltar que el
tamarfio de las proteinas liberadas por efecto del CitroBio® fue comparativamente distinto
al perfil originado como resultado de la sonicacion de las células, ya que con el CitroBio®
principalmente se liberaron proteinas menores a 55 KDa, mientras que en las bacterias

sonicadas, las proteinas tuvieron tamafios mas grandes, de hasta 130 KDa. Estos
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resultados sugieren que la afectacion a la membrana celular por efecto del CitroBio® no
es de la misma naturaleza que la ruptura de las membranas provocada por el proceso
de sonicacion.

Esta demostrado que las bacterias pueden desarrollar resistencia a
antimicrobianos debido a la exposicién continua y prolongada a dichos agentes. La
frecuencia en la adquisicion de resistencia dependera del tipo de antimicrobiano y de la
bacteria (Becerril et al., 2012). Por tanto, una de las caracteristicas que deberia de tener
un compuesto antimicrobiano ideal seria que no seleccionara bacterias resistentes a su
accion en periodos cortos de tiempo. En este trabajo, después de 35 pases continuos en
concentraciones subinhibitorias de los productos CinnAcar® y CitroBio®, no se detectd
un incremento en la resistencia de A. baumannii a dichos productos, en contraste con los
antibidticos ciprofloxacina y gentamicina, para los cuales desde los 4 y 10 dias de
exposicion, respectivamente, se seleccionaron bacterias resistentes. Las
concentraciones a las cuales la bacteria crecid gradualmente en presencia de los
antibidticos alcanzaron 32 veces (ciprofloxacina) y 8 veces (gentamicina) la CMI.
Resultados similares a los nuestros fueron reportados por Becerril et al. (2012), quienes
no detectaron un incremento en la resistencia de algunas bacterias como P. aeruginosa,
después de 50 pases secuenciales en concentraciones subinhibitorias de aceite de
canela. Como ya se mencion0, debido a que por lo general la composicion de los
extractos vegetales es considerablemente heterogénea, es muy probable que la
actividad antibacteriana ejercida se deba a su accién sobre varios blancos moleculares,
por lo que es esperado que las bacterias raramente desarrollen un mecanismo de
resistencia (Becerril et al., 2012). Asi, la disminuida capacidad de los extractos de plantas
en generar resistencia en comparacion con los antibidticos es una cualidad muy
relevante de considerar.

La basqueda de nuevos antimicrobianos parece ser una tarea que tendra que ser

permanente, pues las bacterias evolucionan constantemente de manera natural.
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9. CONCLUSIONES

e Los productos CinnAcar® y CitroBio® presentaron actividad antibacteriana
contra cepas de A. baumannii y S. Typhimurium, incluidas cepas
multirresistentes a antibidticos.

e La concentracién minima bactericida del producto CinnAcar® fue de 0.379-
0.759 g/L en las diferentes cepas de A. baumannii y S. Typhimurium.

e La concentracion minima bactericida del producto CitroBio® fue de
1/10,000-1/40,000 (V/V) en las diferentes cepas de A. baumannii y S.
Typhimurium.

e A una concentracion de 4 veces la concentracion minima bactericida, el
CitroBio® presenté actividad antibacteriana contra cepas de A. baumannii
y S. Typhimurium, desde los 15 s de exposicion.

e Se encontré como posible mecanismo bactericida del CitroBio® el dafio a
la integridad de la membrana celular de las bacterias, lo que produjo
cambios en su permeabilidad.

e La exposicion a los productos CinnAcar® o CitroBio® no logré seleccionar

bacterias de A. baumannii resistentes a éstos en un lapso de 35 dias.
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10. PERSPECTIVAS

Ampliar el estudio de la actividad antibacteriana y la resistencia de los
productos CinnAcar®y CitroBio® a otras especies de bacterias catalogadas
como prioritarias por la OMS.

Determinar la posible sinergia de los productos CinnAcar® y CitroBio®.
Probar la actividad antibacteriana de los productos CinnAcar® y CitroBio®
en superficies inertes (mesas o material de laboratorio, pisos) y en estiércol

de animales de granja.
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