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RESUMEN

La resistencia a los antibiéticos es un problema creciente a nivel mundial. La produccion y
uso indiscriminado de antibidticos ha conducido al aumento de bacterias resistentes. En Estados
Unidos, se estima que cada afio mueren alrededor de 700,000 personas y 200, 000 recién nacidos
debido a infecciones resistentes a antibioticos. Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella Typhimurium y Clostridioides difficile son bacterias comunes con
altos niveles de resistencia a los antibioticos. Como resultado de esta situacion, se ha propuesto el
uso de alternativas naturales como los aceites esenciales. El carvacrol, un aceite esencial
investigado por sus propiedades antimicrobianas, ha demostrado ser efectivo contra diferentes tipos
de bacterias enteropatdgenas. Algunos estudios se centraron en las microparticulas de pectina y
carvacrol y han evidenciado sus actividades antimicrobianas, sin embargo, son limitadas. El
objetivo de este trabajo es desarrollar y evaluar las propiedades antibacterianas in vitro de
microparticulas compuestas de pectina con carvacrol. Inicialmente, se prepararon soluciones de
pectina al 3 y 4% en agua para elaborar microparticulas de pectina y carvacrol a 1%. Se utiliz6 un
homogeneizador para mezclar estos componentes y se prepararon soluciones de acetato de zinc al
4y 6% como gelificante. Se controlaron parametros como el flujo de eyeccion (14 cc/h) y la
presion del aire (0.5 y 0.7 kg/cm?) para la expulsion de la gota y controlar el tamafio de las
microparticulas, las cuales se sumergieron en solucion de acetato de zinc por 15 minutos para la
gelificacion idnica, se lavaron y se guardaron en agua grado MQ. Posteriormente, se realiz6 una
caracterizacion morfoldgica y un conteo de microparticulas en base a tamafios mediante un
microscopio de luz invertida. Se calculé un didmetro promedio de 592.64 + 101.50 y 638.72 +
139.77 um para las microparticulas de pectina y las compuestas de pectina y carvacrol, las cuales
presentaron una eficiencia de encapsulacion de 95%. Ademas, se obtuvieron microparticulas de
pectina como en las compuestas presentaron una forma esférica y semiesférica. Se obtuvieron las
concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas de las microparticulas compuestas contra C.
difficile (0.150 mg/mL; 0.150 mg/mL), E. coli (0.150 mg/mL; 0.200 mg/mL), S. Typhimurium
(0.150 mg/mL; 0.350 mg/mL), S. aureus (0.200 mg/mL; 0.350 mg/mL) y L. monocytogenes (0.300
mg/mL; 0.350 mg/mL).

Palabras clave: Microparticulas, bacterias enteropatogenas, carvacrol.
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ABSTRACT

Antibiotic resistance is a growing global problem. The production and indiscriminate use
of antibiotics have led to the rise of resistant bacteria. In the United States, it is estimated that
around 700,000 people and 200,000 neonates die each year due to antibiotic-resistant infections.
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium, and
Clostridioides difficile are common bacteria with prominent levels of resistance to antibiotics. As
a result, to this situation, the use of natural alternatives such as essential oils have been proposed.
Carvacrol, an essential oil investigated for its antimicrobial properties, has been shown to be
effective against several types of enteropathogenic bacteria. Some studies focused on pectin and
carvacrol microparticles have evidenced its antimicrobial activities, However, they are limited. As
part of the methods, 3% and 4% pectin solutions were prepared in water for pectin micro particles
and carvacrol-loaded particles. A homogenizer was used to mix them, and 4% and 6% zinc acetate
solutions were prepared as gelatinizing agents. Ejection flux (14 cc/h) and air pressure (0.5 and 0.7
kg/cm3) were controlled for droplet expulsion and to control the size of the microparticles. The
microparticles were immersed in zinc acetate solution for 15 minutes for ionic gelation, washed
and stored in MQ grade water. Subsequently, morphological characterization and counting of the
average sizes of the particles were performed using an inverted light microscope. As a summary of
the results, an average diameter of 592.64 + 101.50 um and 638.72 £ 139.77 um was obtained for
the pectin microparticles and the pectin-carvacrol composite. Furthermore, pectin microparticles
and the pectin-carvacrol microparticles exhibited spherical and semi-spherical shape. Minimum
inhibitory concentrations and bactericidal were obtained the composite microparticles against C.
difficile (0.150 mg/mL; 0.150 mg/mL), E. coli (0.150 mg/mL; 0.200 mg/mL), S. Typhimurium
(0.150 mg/mL; 0.350 mg/mL), S. aureus (0.200 mg/mL; 0.350 mg/mL) y L. monocytogenes (0.300
mg/mL; 0.350 mg/mL).

Keywords: Microparticles, enteropathogenic bacteria, carvacrol.
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1. INTRODUCCION

La resistencia que las bacterias muestran a los antibioticos convencionales es un serio
problema de salud que continda en aumento a nivel mundial. Los antibioticos solian ser eficaces
en el tratamiento de infecciones microbianas, pero la produccion masiva, distribucion
indiscriminada y consumo irresponsable, han conducido a un aumento en la presencia de bacterias
resistentes. Tan solo en los Estados Unidos, se estima que cada afio mueren alrededor de 700, 000
personas y 200,000 recién nacidos debido a bacterias resistentes a antibiéticos (Maguifia Vargas,
2016; Tafur et al., 2008). Diversos estudios han reportado tasas de resistencia de Escherichia coli
de 36%, y de 8.4 a 92.9% contra cefalosporinas y ciprofloxacina respectivamente. Staphylococcus
aureus es otra de las bacterias que comunmente causan infecciones tanto en la poblacion general
como en los centros hospitalarios, y diferentes estudios han reportado una resistencia hasta de un
12.1% a la meticilina, la cual ain esta en el cuadro de eleccion. En respuesta a esta situacion, en
2019 se incluy6 una nueva recomendacion en el marco de vigilancia a nivel mundial, que consiste
en seguir las frecuencias de septicemias causadas por Staphylococcus aureus y Escherichia coli
resistentes a los tratamientos de primera eleccion (OMS, 2020).

Por otro lado, se ha propuesto la busqueda de alternativas naturales a los antibi6ticos
convencionales, y algunas de ellas incluyen el uso de aceites esenciales debido a sus ya reconocidas
propiedades antimicrobianas. Por ejemplo, Wang y colaboradores (2016) reportaron que el aceite
de carvacrol era capaz de inhibir a Escherichia coli a una concentracion de 0.400 y 0.600 mg/mL.
Este aceite esencial es uno de los mas investigados por su actividad antimicrobiana, aunque su
volatilidad e insolubilidad en agua han limitado su aplicacion. Sun y colaboradores (2019)
estimaron una concentracion minima inhibitoria de microcapsulas con pectina y carvacrol de 0.25
mg/mL contra cepas resistentes de Escherichia coli. Estos autores no solo evidenciaron la fuerte
capacidad antimicrobiana que presentaban sus microparticulas, sino que también, demostraron que
la pectina puede actuar como un material de encapsulacion sin inhibir la actividad antimicrobiana
del carvacrol.

Los estudios enfocados a investigar las propiedades antimicrobianas de las microparticulas
compuestas con pectina y carvacrol son muy limitados e incluso estudios que investigan las
propiedades de particulas elaboradas Unicamente con carvacrol son escasos. Sin embargo, los
hallazgos de estos estudios han revelado que la combinacion de pectina y carvacrol puede ser una
alternativa para tratar infecciones por cepas resistentes a los antibiéticos.

12



2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

2.1 Infeccién y Resistencia Bacteriana

Una infeccion bacteriana ocurre cuando una bacteria actia como oportunista multiplicandose en el
hospedero, y tiene la capacidad para producir una enfermedad. Estas infecciones bacterianas se han
convertido en un problema de salud publica debido a su impacto tanto en la salud general de la
poblacion, como en el econdmico derivado de su dificil tratamiento (Pachay Sol6rzano, 2018).
Actualmente, se han propuesto mecanismos para explicar la resistencia bacteriana hacia los
antibidticos, entre los cuales podriamos mencionar los cambios en la velocidad de la bomba de
expulsion o de eflujo, baja permeabilidad de la pared bacteriana, alteracion en el nimero o
estructura de los receptores de membrana, y cambios en la produccion de enzimas. (Rojas y Ulate,
2017).

Se ha reconocido que las enterobacterias forman parte de la microbiota intestinal, pero en ciertas
situaciones, pueden actuar como patdgenos oportunistas al invadir otras partes del cuerpo del
hospedero, o simplemente ser reemplazadas de su sitio habitual en el organismo por otras cepas
bacterianas patdgenas . Para prevenir estos eventos, es necesario optar por medidas de higiene
personal y cuidado de la sanidad ambiental, y si la infeccidn ya esta presente es recomendable
consumir antibiéticos con la prescripcion médica apropiada (Pachay Sol6rzano, 2018).
Desafortunadamente, la produccion, distribucion masiva y mal uso de antibiéticos estan
conduciendo a una presién selectiva de bacterias resistentes a los mismos. En el caso de las
bacterias Gram negativas existen mecanismos de resistencia que incluyen la produccion de
betalactamasas de amplio espectro. Asimismo, las bacterias Gram positivas ya han desarrollado
resistencia hacia clindamicina, meticilinay vancomicina, alterando y produciendo nuevas proteinas
fijadoras de penicilina (PBP). Un estudio realizado en 2018 por Solorzano concluia que
Escherichia coli era una de las enterobacterias mas aisladas a nivel mundial y se ha reportado que
el 79.4% de estos aislados producen betalactamasas de espectro extendido, las cuales rompen el
anillo betalactamico de la estructura de las penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos

convirtiéndolas en antibioticos inoperantes. Esto deriva en opciones limitadas de tratamiento y, por
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lo tanto, se requiere promover el uso apropiado de medicamentos, y al mismo tiempo, desarrollar
nuevas estrategias para reducir la resistencia bacteriana, y controlar las enfermedades que
provocan. Los aceites esenciales, han sido propuestos como una opcion potencial de tratamiento a

las estrategias convencionales.

2.2 Mecanismos de Resistencia Bacteriana

Las bacterias han creado mecanismos para retener, eliminar y expulsar elementos téxicos como los
antibioticos (cuadro 1). Esta resistencia puede ser natural o adquirida. La resistencia natural puede
ser expresada en la especie bacteriana, o inducida través de genes. Por otro lado, la resistencia
adquirida se produce a través de la transferencia horizontal de genes de resistencia entre bacterias
mediante mecanismos de transformacion, transposicion o conjugacion (Varela et al., 2021;
Reygaert, W. C. 2018).

Cuadro 1. Mecanismos de resistencia de las bacterias a antibidticos

Mecanismo de Antibidticos o grupos de

resistencia Accion antibidticos afectados Referencia
Enzimas B-Lactamasas
(Hidrolisis de anillo B- Betalactdmicos W)égafglg
Inactivacion lactamico) -
antibidtico Transferencia grupo Cloranfenicol, Munita
acetilo, fosforilo y aminoglucosidos y Arias 2)616
adenilo fluoroquinolonas ’
Cambio en el nimero de
las proteinas fijadoras de  Betalactamicos
penicilina (PBP).
Modificacion de la
estructura de los
Modificacién del precursores de Vancomicina
odificacion del peptidoglicano mediante .
sitio blanco para Pospgengs van. Skgfzyznégg o
el antibiotico Aminoglucdsidos y "

Mutaciones ribosémicas

Modificacion de la ADN
girasa o Topoisomerasa  Fluoroquinolonas
v

Mutaciones en enzimas Sulfonamidas y

macrolidos
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como Dihidropteroato trimetoprima
sintasa (DHPS) y
dihidrofolato reductasa

(DHFR).
Familia de .
transportadores ABC Macrolidos
Familia de Betalactamicos y
transportadores SMR aminoglucoésidos
Tetraciclinas, macrolidos,
Expulsion del Familia de penicilinas, cloranfenicol, Nishino et
antibidtico por transportadores RND macroélidos, y al., 2018 ;
medio de bombas fluoroquinolonas. Huang et al.,
eflujo Macrélidos, 2022
Familia de fluoroquinolonas,
transportadores MFS trimetoprima y
cloranfenicol.
Familia de Fluoroquinolonas y
transportadores MATE aminoglucoésidos
o Penicilinas
Disminucion de -
la permeabilidad Modificacion de porinas cefglospormas, ;/aZreIa etal.,
del antibictico carbapenems y 021
quinolonas.

ADN = Acido desoxirribonucleico; ABC= casetes de union a ATP; SMR= Resistencia multidrogas
pequefia RND = Resistencia-nodulacion-division: MFS = Superfamilia de facilitadores
principales; MATE = Extrusion de compuestos multidrogas y toxicos.

2.3. Bacterias Resistentes a Antibi6ticos

2.3.1. Clostridioides difficile

Clostridioides difficile (C. difficile) es una bacteria anaerdbica Gram positiva que produce toxinas
y esporas. Esta bacteria coloniza al colon después de haber alterado la microbiota intestinal,
produciendo colitis y diarrea aguda. La infeccion producida por esta bacteria es una de las causas
mas comunes de morbimortalidad en poblacion adulta. Recientemente, su frecuencia ha aumentado
en jovenes y en la poblacion en general (Cohen et al., 2010; Segura et al., 2021). Las personas
adquieren infeccion por C. difficile al ingerir esporas bacterianas las cuales se pueden encontrar en
los alimentos, animales domesticos, o en superficies que estan en contacto directo con la bacteria

siendo resistentes en el medio ambiente, lo que les permite permanecer como estadios infectivos
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por meses (Orenstein et al., 2019).

El uso inapropiado de cefalosporinas y clindamicina, se la ha considerado como un factor asociado
al desarrollo de infeccidn por C. difficile resistente a los antibidticos (Orenstein et al., 2019). El
consumo de medicamentos inhibidores de la bomba de protones crean un ambiente gastrico menos
acido facilitando la invasion y establecimiento de la bacteria en el hospedero (Bavishi y DuPont,
2011). Por otra parte, las personas en edad avanzada también son vulnerables a esta infeccion
debido a que ya no tienen una respuesta inmunitaria adecuada o bien tienen una modificacion en
la composicion de la microbiota intestinal (Orenstein et al., 2019; Urquizo Ayala y Arteaga Coarite,
2018).

2.3.1.1 Sintomatologia y tratamiento . La infeccion por C. difficile se caracteriza principalmente
por la presencia de diarrea, pero pueden presentarse otras manifestaciones clinicas lo cual
dependeréa de la relacién hospedero-patdgeno (Redding et al., 2022). Se considera una infeccion
leve cuando existe diarrea acuosa en una frecuencia mayor o igual a 3 deposiciones en un lapso de
24 horas. Entre los sintomas también se encuentran dolor y calambres en la parte baja del abdomen,
nauseas, anorexia y fiebre. El episodio inicial grave de la infeccion se caracteriza por cuentas
leucocitarias mayores a 15,000/uL o creatina sérica mayor a 1.5 mg/dL. Cuando existen sintomas
como fiebre mayor o igual a 38.5 °C; ileon o distencion abdominal significativa, cambios en el
estado mental, lactato sérico mayor a 202 mmol/L, cuentas leucocitarias mayores de 35,000/uL y
falla organica, se considera una infeccion grave complicada (Cruz-Lopez et al., 2022) lo cual esta
relacionado con una alta tasa de mortalidad.

La infeccion de leve a moderada por C. difficile se trata cominmente con metronidazol y
vancomicina que tienen una eficacia del 90% y 98%, respectivamente, administrados oralmente.
La dosis de metronidazol es de 500 mg por tres veces al dia durante 10 dias. En caso de que no se
observen cambios, se administra vancomicina oral como tratamiento de segunda eleccion, en dosis
de 126 mg cada 6 horas durante 10 dias (Meyer et al., 2014). Las dosis varian segun la gravedad
de lainfeccion. Si la infeccidn es grave desde el inicio, el tratamiento de eleccion es la vancomicina,
en dosis de 125 a 250 mg cada 6 horas durante 10 a 14 dias. En cambio, si la infeccion de inicio
compromete la vida del paciente, se combinan los tratamientos con vancomicina de 250 a 500 mg

cada 6 horas y metronidazol 500 mg cada 8 horas de manera intravenosa. Si hay distension
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abdominal, se administra vancomicina por sonda rectal cada 6 horas (Cohen et al., 2010).

2.3.1.2. Resistencia bacteriana. C. difficile ha desarrollado resistencia a ciertos antibidticos,
pertenecientes al grupo de las cefalosporinas como cefoxitina (95%), ceftriaxona (31.4%),
cefotaxima (100%) vy ceftazidima (76%). También, ha demostrado resistencia a las
fluoroquinolonas, incluyendo a ciprofloxacino (99%), moxifloxacino (35.7%) y gatifloxacino
(68.3%). Sin embargo, estos porcentajes de resistencia pueden variar segun las regiones
geogréficas y la facilidad de acceso a los antibiéticos. Aparentemente, C. difficile usa multiples
mecanismos de resistencia a los antibidticos tales como la activacion de genes que codifican
proteinas similares a las B-lactamasas, 1o que provoca resistencia a los p-lactamicos como la
penicilinay cefalosporina. Por otra parte, estan los transposones, los cuales facilitan la propagacion
de genes de resistencia mediante la conjugacion, transduccion y transformacion de C. difficile, que
inducen resistencia a las tetraciclinas y cloranfenicol. Otro mecanismo de resistencia es la
alteracion de la diana sobre la cual actan los antibiéticos, como las fluoroquinolonas y rifampicina
(Spigaglia et al., 2018).

2.3.2. Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli (E. coli) esun organismo enterohemorragico frecuente, productor de toxina Shiga,
que puede causar diarrea sanguinolenta y el sindrome hemolitico urémico. E. coli O157:H7
produce dos tipos de Shiga, Stx1 y Stx2 (Puligundlay Lim 2022). La infeccion por E. coli 0157:H7
se ha relacionado con el consumo de carne de res con coccién inapropiada y productos lacteos. Las
bacterias son resistentes a la acidez gastrica por lo que llegan al colon con facilidad, adhiriéndose
a los enterocitos. La transmision de persona a persona es muy frecuente en guarderias e
instituciones que atienden a personas con discapacidades fisicas, de aprendizaje, demencia y
centros hospitalarios. Los productos frescos también pueden ser un factor de riesgo ya que pueden
contaminarse durante la produccion primaria por exposicion a estiercol y agua contaminada (Rani

et al., 2021). Durante el periodo del 2003 al 2012 en Estados Unidos, se registraron 390 brotes por
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E. coli O157:H7, causando 4928 enfermedades, 1272 hospitalizaciones y 33 muertes (Heiman et
al., 2015).

2.3.2.1. Sintomatologia y tratamiento. Durante la infeccién por E. coli, el Sindrome Urémico
Hemolitico (SUH) puede ocurrir aproximadamente entre el 10-15% de la personas infectadas,
siendo méas comuan en menores de 5 afios. Este sindrome es agudo desde el inicio y se caracteriza
por insuficiencia renal, lo que resulta en elevadas concentraciones séricas de urea y creatina, y
anemia hemolitica que conduce a concentraciones de hemoglobinas menores a 10 g/dL. La diarrea
sanguinolenta es otro de los signos principales debido al dafio local en los vasos del colon
producido por la toxina Stx (Fernandez-Brando et al., 2011). Para las personas que presentan SUH
son sometidas a un control de fluidos, electrolitos y de hipertension, uso de dialisis y transfusiones
de sangre (Fernadndez-Brando et al., 2011). La seleccion del tratamiento con antibidticos sigue
siendo controversial, ya que un estudio prospectivo por Wong y colaboradores (2000) concluyeron
que el tratamiento con antibioticos de la familia de las sulfas y betalactdmicos en nifios con E. coli,

tienen mayor probabilidad de desarrollar sindrome urémico hemolitico (SUH)

2.3.2.2. Resistencia bacteriana. El uso inapropiado de cefalosporinas y quinolonas, asi como el uso
prolongado de antibioticos, son factores de riesgo a la presencia de infecciones resistentes a
infecciones por E. coli. Se ha propuesto que esta bacteria produzca betalactamasas que inactivan a
penicilinas y cefalosporinas (Mosquito et al., 2011). También, puede tener genes como el tetA y
tetB que codifican sistemas de eflujo mas rapido para tetraciclina desde el interior de la bacteria
(Chopray Roberts, 2001). En el caso del mecanismo de resistencia a cloranfenicol pueden activarse
genes como cmlA 'y floR que son los exportadores de cloranfenicol hacia fuera de la célula (Munita
y Arias, 2016). Para trimetoprima la presencia de genes como dfr codifican formas mutantes de
la enzima diana (Dahmen et al., 2010; Mosquito et al., 2011). Un estudio realizado en México aislé
97 cepas de E. coli provenientes de localidades del centro y del suroeste del pais y report6 que el
92.5% eran resistentes a ampicilina, 62.6% a cefuroxima, 57% a cefotaxima, 57% a ceftazidima,
63.5% a acido nalidixico, 70.1% a trimetoprima/sulfametoxazol 76.6% Y a tetraciclina (Miranda-
Estrada et al., 2017).
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2.3.3. Salmonella Typhimurium

Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) es una bacteria anaerobica intracelular Gram negativa
que causa una inflamacion grave en la mucosa intestinal, resultando en gastroenteritis. S.
Typhimurium esté presente en humanos, animales domésticos y salvajes. Su patogenia es a través
del mecanismo de virulencia primaria del sistema de secrecion de tipo 111 (T3SS). Este sistema
incluye dos T3SS codificados por dos regiones del cromosoma bacteriano denominadas Isla
patdgena 1 de Salmonella e Isla patdgena 2 de Salmonella (SPI-1 y SPI-2) (Patel y McCormick,
2014). S. Typhimurium 14028 es una bacteria que se transmite con frecuencia a través del consumo
de harina de trigo, cacahuates y nueces, dado a que esta bacteria prolifera en ambientes secos
(Liang et al., 2021). Esta presente en humanos, animales domésticos y salvajes. La gastroenteritis
causada por esta bacteria es una de las principales razones de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial (Kosek et al., 2003).

2.3.3.1. Sintomatologia y tratamiento. Las infecciones por S. Typhimurium se manifiestan
comunmente con fiebre, diarrea y dolor de estomago, y su duracién en promedio es alrededor de
una semana, aungue algunos casos pueden requerir hospitalizacion. Los animales pueden ser
reservorios de la bacteria Salmonella spp, por lo que las personas se pueden infectar a través de
alimentos contaminados y/o alimentos sin la coccion inadecuada (Campos et al., 2019). En
ausencia de un diagndstico confirmatorio por cultivo y antibiograma, asi como sospecha de fiebre
tifoidea, es necesario administrar tratamiento con quinolonas o cefalosporinas. Las quinolonas son
muy activas contra la S. Typhimurium, y ciprofloxacina se administra en dosis de 500 mg via oral,
dos veces al dia, durante 10 dias. También se considera la ceftriaxona administrada por via

intravenosa o muscular en dosis de 1 a 2 g por 10 a 14 dias (Ibarra Gomez et al., 2005).

2.3.3.2 Resistencia bacteriana. La resistencia a maltiples farmacos es trasmitida por la transferencia
de plasmidos en las bacterias intestinales (Brooks et al., 2011). Salmonella desarrolla mecanismos

de resistencia que consisten en producir enzimas que interfieren con la accion de los antibidticos,
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la activacion de bombas de expulsion y la produccién de p-lactamasas (Wang et al., 2019). En un
estudio retrospectivo realizado en Espafia por Gil-Setas y colaboradores (2002) encontraron
resistencias de 76.6% a la ampicilina, 63.0% a cloranfenicol, y 80.3% a tetraciclinas por S.

Typhimurium

2.3.4. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) se clasifica como Gram-positiva y ha sido reportado como parte
de la microbiota humana normal, principalmente en la piel, nasofaringe, pliegues inguinales y
axilares. Tiene forma de coco y es visible en pares, cadenas o racimos. Su diametro oscila entre 0,8
a 1,5 micrometros (Mehraj et al., 2016). Esta colonizacién es un factor de la diseminacion de la
bacteria y generacion de infecciones comunitarias y hospitalarias por S. aureus. Ademas, provoca
una variedad de infecciones, que pueden oscilar entre casos leves, como las infecciones cutaneas y
de tejidos blandos, hasta enfermedades sistémicas. Debido al estado inmunolégico y caracteristicas
de la atencion, la poblacion pediatrica es altamente susceptible a este tipo de infecciones (Toapanta
y Natali, 2017).

2.3.4.1. Sintomatologia y tratamiento. S. aureus es un importante patégeno humano que causa
sepsis, endocarditis y sindrome de choque téxico potencialmente mortal. El sindrome de choque
térmico se manifiesta por fiebre alta, vomito, diarrea y mialgias. También puede presentarse
osteomielitis hematdgena aguda, meningitis e infeccién pulmonar. Cuando el dafio se localiza en
un organo o sistema puede existir disfuncion organica y supuracion focal intensa (Brooks et al.,
2011). Cloxacilina y cefazolina han demostrado ser mejores que la vancomicina para el tratamiento
de una bacteriemia por S. aureus sensibles a meticilina (SASM). Sin embargo; la cloxacilina es
mejor que la cefazolina en el tratamiento de la endocarditis. La bacteriemia por SASM responde
positivamente a valores de CMI mayores de 1 mg/L de vancomicina, pero no ha respondido al
tratamiento con betalactamicos a CMI <1 mg/L. Por lo tanto, la vancomicina pudiera ser el

tratamiento de eleccion contra las infecciones producidas por SASM (Llinares et al., 2013).
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2.3.4.2. Resistencia bacteriana. S. aureus es resistente a la meticilina. Esta capacidad de resistencia
estd vinculada al gen mecA, el cual se encuentra alojado en elemento genético movil conocido
como casete estafilococo cromosémico mec. EI gen mecA codifica para una proteina conocida
como PBP2a, que confiere poca afinidad hacia los antibidticos betalactdmicos (Ricardo-Caldera et
al., 2015). Otros mecanismos de resistencia incluyen la produccién de betalactamasas inactivando
penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos, o bien produciendo proteinas modificadas a las
cuales se une la penicilina inactivandola. Igualmente, puede sintetizar una nueva proteina a la cual

la meticilina y B-lactamicos tienen poca afinidad (Garcia et al., 2019).

2.3.5. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) es una bacteria Gram-positiva y tiene forma de baston
(Radoshevich y Cossart, 2018). Esta bacteria sobrevive a procesos de acidificacion y bajas
temperaturas, que usa para difundirse con facilidad en la naturaleza. L. monocytogenes produce 2
tipos de listeriosis, la gastrointestinal no invasoray la listeriosis invasora (Rodriguez- Aoud, 2018).
La infeccion por L. monocytogenes se presenta cuando se consumen productos procedentes del
mar, como marisco, huevas de bacalao crudas, pescado crudo y salmon ahumado. Esta bacteria
puede desarrollarse en altas concentraciones de sal y a temperaturas menores a 3°C, por lo cual es
vital que se aplique un tratamiento térmico. Las poblaciones méas susceptibles son los neonatos,

mujeres embarazadas y adultos mayores (Banos et al., 2016).

2.3.5.1. Sintomatologia y tratamiento. L. monocytogenes provoca sepsis, meningitis, Yy
meningoencefalitis a diferencia de otros microrganismos patogenos de origen alimentario que
normalmente causan enfermedades gastrointestinales. Al inicio la infeccion por L. monocytogenes
se presenta como un resfriado leve pero también es capaz de alcanzar el sistema nervioso central
(Ansolin et al., 2016). Para tratar la infeccion por L. monocytogenes, la ampicilina se considera el
antibiotico de primera eleccion en combinacion con un aminoglucosido como la gentamicina o la

amikacina. En el caso de que los nifios presenten una alteracion en la funcion de los linfocitos T,
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la ampicilina se administra a dosis de 200 mg/kg/dia (Mendoza et al., 2011).

2.3.5.2. Resistencia bacteriana. Los serogrupos de L. monocytogenes tienen la capacidad para
intercambiar determinantes de resistencia con otras bacterias. El plasmido pAM B1 (PAMB1) puede
transferirse de Streptococcus faecalisa a L. monocytogenes. Esta bacteria también tiene la
capacidad de formar biopeliculas, es decir bacterias unidas entre si en una superficie cubierta con
una matriz de proteinas, polisacaridos y ADN extracelular. Las bombas de eflujo también forman
parte de los mecanismos de resistencia de L. monocytogenes (Matereke y Okoh, 2020). Sosnowski
y colaboradores (2019) aislaron 146 serogrupos de L. monocytogenes, y reportaron que el 90% de

132 serogrupos fueron resistentes a oxacilina, 54.1% a clindamicina , y solo 3.4% a linezolid.

2.4. Carvacrol

Desde la antigtiedad, las personas han utilizado sustancias naturales extraidas de las plantas, como
los aceites esenciales, para combatir enfermedades y conservar los alimentos. En los Gltimos afios,
se han realizado multiples investigaciones sobre la actividad antibacteriana de los aceites
esenciales, especialmente los extraidos de los citricos (Martinez et al., 2003). La actividad
antibacteriana de los aceites esenciales esté relacionada con su composicion quimica. Uno de los
principales intereses hacia estas sustancias es el de emplearlos como posibles agentes
antibacterianos y conservadores de los alimentos (Masqui et al., 2022). En relacién con sus
propiedades antibacterianas es su hidrofobicidad. Por lo tanto, se debe obtener una mezcla
uniforme del antibacteriano y un medio de disolucidn eficaz, para obtener una emulsion.
Carvacrol es uno de los aceites esenciales mas cominmente usado y un compuesto natural que
constituye alrededor del 11 al 70% de los aceites de las plantas aromaticas como el orégano y
tomillo. Tiene propiedades antibacterianas antioxidantes, antimutagénicas, antigenotoxicas y
antihepatotdxicas. Estas propiedades antibacterianas se le pueden atribuir a su grupo hidroxilo y a
su hidrofobicidad (Ben et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del carvacrol

Se han descrito diversos mecanismos de accion del carvacrol frente a las bacterias, que incluyen
su capacidad para dafar la capa externa y la membrana citoplasmaética, o posiblemente a algunas
enzimas y proteinas. Se ha propuesto que el compuesto puede inducir alteraciones estructurales y
funcionales en la membrana bacteriana, interactuando con los fosfolipidos provocando una
disrupcion de la estructura y aumento de la permeabilidad, lo que induce a la salida de sustancias
esenciales para la célula. Entre las posibles enzimas afectadas esta la ATPasa y el citocromo
oxidasa, ambas esenciales para el metabolismo y la supervivencia celular. Carvacrol se considera
como GRAS para su uso en la industria alimentaria por la Administracién y Alimentos de los
EE.UU. y actlia como antibacteriano contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, (cuadro
2) (Liu et al., 2021; Zhao et al., 2022).

Cuadro 2. Efectos antibacterianos in vitro del carvacrol en su forma libre e integrado en un
sistema de encapsulacion

Sistema Resultados Referencia
Microcapsulas de carvacrol ~ Microcapsulas Escherichia coli Sunetal., 2019
con matriz de pectina- CMI= 0.25 mg/mL
alginato
Microencapsulacion de Microcapsulas CMIy CMB Mechmechani
carvacrol con matriz de etal., 2022
maltodextrina como Pseudomona aeruginosa:
herramienta eficaz para (L-CARV=5mg/mL, E-
combatir biofilms de CARV=1.25 mg/mL)
Pseudomonas aeruginosa y
Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis:

(L-CARV=0.625 mg/mL E-
CARV=0.625 mg/mL)

Potencial antibiofilm
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CMI (=5 log CFU mL)

Actividad antibacteriana y Libre CMly CMB Trevisan et al.,
antibiofilm del carvacrol (312 pg/mL) 2018

frente a Salmonella entérica

serotipo Typhimurium Potencial antibiofilm

Reduccion de 0.089 OD OD
550,0.076 OD 550y 0.053 OD
550

MIC (312 pg/mL), 2 x MIC
(624 pug/mL), 4 x MIC (1250

Hg/mL)
Propiedades antibacterianas Libre CMIly CMB (250 pg/mL) Asadi et al.,
y antibiofilm del carvacrol 2023
solo y en combinacién con Efecto sinérgico de carvacrol
cefixima frente a Escherichia con cefixima (P < 0.05)

coli
Potencial antibiofilm
CMI/2 (125.0 y 62.5 pg/mL),
CMI/4 (62.5y 31.25 pug/mL)
y CMI/8 (31.25y 15.625
pg/mL)

CMI: concentracion minima inhibitoria, CMB: concentracién minima bactericida, L-CARV:
Carvacrol libre, E-CARV: Carvacrol encapsulado, OD: Densidad Optica

Con base a ensayos realizados con Pseudomona aeruginosas y Staphylococcus, se ha propuesto
que el mecanismo de accion antimicrobiana del carvacrol puede conducir, al menos parcialmente,
a una alteracién de la permeabilidad de la membrana celular por acumulacién del carvacrol. La
acumulacién del carvacrol provoca reduccién en el pH por almacenamiento de protones, lo cual
limita el gradiente de la membrana citoplasmatica conduciendo a una caida de la fuerza de la carga
proténicay de los almacenes de ATP resultando en lisis de la membrana celular (Kachur y Suntres,
2019). Por lo tanto, el carvacrol podria representar una alternativa natural prometedora para el
tratamiento de infecciones bacterianas, especialmente en el contexto de la creciente resistencia a
los antibiodticos de eleccion. Sin embargo, se requieren mas investigaciones para describir y
comprender los efecto del carvacrol y sus posibles aplicaciones tanto en el area hospitalaria como

en la publica.
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2.5 Microencapsulacion

La mayoria de los aceites esenciales son utilizados en el ambito alimentario, agricola, cosmética y
farmacéutica. Sin embargo, sus caracteristicas fisicoquimicas como su alta volatilidad e
insolubilidad en agua limitan su uso. Son altamente inestables y pueden sufrir cambios debido a
factores externos como la luz, la temperatura, el oxigeno y la humedad. La técnica de
microencapsulacion puede ser una solucion efectiva para conservar las propiedades funcionales y
bioldgicas de los aceites y controlar su liberacién. La microencapsulacién consiste en recubrir
particulas liquidas, sélidas o gaseosas con agentes encapsulantes que actian como una barrera y
aisla el material interno del ambiente externo, proporcionando una proteccion efectiva contra los
factores ambientales. (Xiao et al., 2014).

El desarrollo de un sistema de microencapsulacion depende de su propésito lo cual implica definir
caracteristicas como la forma, tamafio, permeabilidad y biodegradabilidad, asi como sus
propiedades fisicas y mecanicas considerando la resistencia y flexibilidad , y la capacidad de
controlar la liberacion del principio activo a través de mecanismos de difusion o ruptura de la pared
de la microparticula, activada por los cambios de temperatura, solubilidad, pH o biodegradabilidad
del material encapsulante (Sousa et al., 2022).

En el area alimentaria, la encapsulacion de aceites esenciales o saborizantes es muy usada con el
fin de evitar dafio a las caracteristicas fisicas de la sustancia activa. (Pasin et al., 2012). La industria
farmacéutica se enfoca en un sistema de liberacién controlada para algin tipo de farmaco usando
microcépsulas con el propdsito de reducir la toxicidad e irritacion del estomago, o bien para mejorar
el sabor de medicamentos y prevenir la vaporizacion de drogas volatiles (Timilsena et al., 2019).
La eleccion del material que recubre es un factor clave para garantizar la estabilidad del material
interno en la microencapsulacion. Los agentes mas utilizados como encapsulantes son los
biopolimeros como la goma arabiga, el alginato, las proteinas, las dextrinas y las pectinas. En
general, la microencapsulacion nos permite proteger y controlar la liberacion de sustancias activas

y asi preservar sus propiedades funcionales y bioldgicas (Pasin et al., 2012).
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2.6 Pectinas

La pectina es un polisacarido natural prometedor que se utiliza para la formacion de microcapsulas
debido a su capacidad para gelificar, baja toxicidad y biocompatibilidad. Este biopolimero tiene
numerosas aplicaciones potenciales en la industria de alimentos, productos farmacéuticos y
biomédicos, por lo que se considera un recurso importante para el desarrollo de alternativas
sostenibles. En la industria, la pectina tiene maltiples funciones como agente gelificante, espesante,
texturizante, emulsionante y estabilizador. Es un sustituto de la grasa en productos alimenticios
bajos en calorias y se utiliza ampliamente en la produccion de mermeladas y jaleas. La pectina
también se usa en la produccion de peliculas dobles y de emulsionantes alimentarios. Su
multifuncionalidad puede ser atribuida a la presencia de regiones polares y no polares en su
molécula. (Seyfried et al., 2016). La pectina, al igual que otros polisacaridos, puede atravesar la
mayor parte del tracto gastrointestinal sin cambios, pero en el colon puede ser alterada. Las enzimas
producidas por bacterias en ese lugar son las responsables de fermentar la pectina para formar gases
como hidrogeno, dioxido de carbono y metano, asi como acidos grasos de cadena corta (acetato,
propionato, butirato, lactato), que tienen efecto protector en trastornos intestinales agudos o

cronicos (Crispin et al., 2012).

2.6.1. Principales Fuentes de la Pectina

La pectina esta presente en grandes cantidades en la estructura celular de vegetales y en frutas que
no son gramineas (particularmente en el pericarpio), esta sustancia funciona como un adhesivo que
ayuda en el proceso de union y separacion de las células. La mayoria de las pectinas se obtienen
de frutas citricas como la naranja, el limon, la toronja y la manzana. Estas frutas albergan una
cantidad considerable de sustancias pépticas. Es importante sefialar que el color puede varias segun
la fuente se la que se obtenga. Frutas como el membrillo, las ciruelas y las grosellas ostentan una
proporcion considerablemente mayor de pectina en contraste con frutas de textura mas blanda, a
saber, las cerezas, las uvas y las fresas. Usualmente, la pulpa deshidratada de la manzana contiene

entre un 15y un 20 % de pectina, mientras que la cascara deshidratada de frutas citricas oscila entre

26



el 30 y el 35 % . Por otro lado, en frutas como los duraznos, las cerezas, las naranjas y las
zanahorias, los niveles tipicos de pectina representan el 1%, 0,4%, 0,5-3,5% y 1,4%, referente al
peso fresco (Lara-Espinoza et al., 2018; Li et al., 2015; Srivastava y Malviya, 2011).

La remolacha azucarera también se ha observado que tiene alrededor del 23% de pectina, sin
embargo, no posee una capacidad de gelificacion significativa ya que contiene un cantidad
considerable de grupos acetilo, bajo peso molecular, uniones covalentes de proteinas y azucares
neutros en abundancia. Las pectinas extraidas del orujo de oliva y de la remolacha comparten
similitudes en su composicion, caracterizadas por su bajo peso molecular y una notable presencia
de azUcares neutros. A pesar de su capacidad gelificante limitada, estas pectinas tienen la capacidad
de formar geles al interactuar con iones de calcio. Este proceso de gelificacion difiere de las
pectinas comerciales convencionales y es posiblemente influenciado por otras interacciones entre
moléculas que contribuyen a la estabilidad de la estructura gelatinosa resultante (Lara-Espinoza et
al., 2018; Cardoso et al., 2003).

2.6.2. Caracteristicas Quimicas

La pectina representa un carbohidrato complejo que consiste en, al menos, un 65 % de unidades
compuestas por acido galacturénico, CeH1007. Las cadenas de pectina se constituyen a partir de
anillos compuestos de este &cido, con masas moleculares que oscilan entre aproximadamente 50
000 y 150 000 dalton (Zegada Franco, 2015). Esta cadena también incluye azlcares neutros como
D-galactosa, L-arabinosa y L-ramnosa. Por lo tanto, se considera un polisacérido de peso molecular
alto. El empleo de la pectina enfrenta limitaciones significativas. Por ejemplo, su estabilidad fisica
puede ser variable y tiende a hidratarse rapidamente, lo que puede provocar hinchamiento cuando
entra en contacto con el agua. Ademas, las peliculas fabricadas exclusivamente con pectina pura
no muestran una actividad antibacteriana y antioxidante clara, y sus propiedades mecéanicas pueden
ser deficientes (Nguyen et al., 2023).

Las caracteristicas gelificantes de las pectinas dependen en gran medida de su nivel de
esterificacion, conocido como GE, el cual se representa en términos porcentuales. Es precisamente
este factor el que dirige en gran parte las propiedades de gelificacion de las pectinas, y es por ello

por lo que se procede a su clasificacién en base a dicho nivel de esterificacion, debido a su impacto
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fundamental en esta capacidad gelificante. Las pectinas de alto metoxilo son aquellas donde méas
del 50% de los grupos carboxilo estan esterificados con grupos metoxilos. (Figura 2). Este tipo de
pectinas tienen capacidad gelificante en entornos &cidos a pH de 2.8 a 3.5, y con la presencia de
altas concentraciones de azucar del 60 al 70%. Esta capacidad de gelificacion se aprovecha en la
industria alimentaria para espesar y dar consistencia a mermeladas y productos lacteos. (Lara-
Espinoza et al., 20). Las pectinas de bajo metoxilo tienen grupos carboxilos esterificados en una
proporcién de 50% o menos con metoxilo. (Figura 2). Estas pectinas forman geles a pH’s de 1.0 a
7'y en presencia de cationes como calcio. La cantidad de calcio requerida dependeré de la cantidad
de solidos disueltos. Por ejemplo, en un medio con 30% de sélidos disueltos, se requieren de 40 a
100 mg de calcio (Maoly, 2022, Zegada Franco, 2015).

Alto Metoxilo

oH COOCH: H COOCH:
° o
oH < oH o]
OH
o o S o
o [s]
COOCHs OH OH

COOH

Bajo Metoxilo

COoOoH COOH

aH oH
o, o
© OH o on o
oH
o OH °
o o
OH OH

COOH COOH

Figura 2. Estructura de la pectina de alto con grado de esterificacién (>50%) y bajo metoxilo
(<50%)

Esta investigacion representa un antecedente crucial en la generacién de nuevo conocimiento,
abordando las limitaciones y oportunidades inherentes. En un enfoque que busca ampliar nuestra
comprension de las propiedades microbianas y su potencial aplicacion de un sistema de
microparticulas compuestas por pectinay carvacrol. Como parte integral de este estudio, se disefian
y ejecutan pruebas microbioldgicas especificas para analizar las propiedades y la efectividad de las
microparticulas. Estas microparticulas se podrian concebir como una herramienta prometedora
contra diversas cepas bacterianas causantes de enfermedades gastrointestinales, planteando asi un

posible tratamiento coadyuvante.
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3. HIPOTESIS

Las microparticulas compuestas de carvacrol y pectina tienen propiedades antibacterianas
in vitro contra cepas de Clostridioides difficile, Listeria monocytogenes 7644, Staphylococcus
aureus 25923, Escherichia coli 0157:H7 y Salmonella Typhimurium 14028.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar las propiedades antibacterianas in vitro de microparticulas compuestas de pectina y
carvacrol contra Clostridioides difficile, Listeria monocytogenes 7644, Staphylococcus aureus
25923, Escherichia coli O157:H7 y Salmonella Typhimurium 14028.

4.2. Objetivos Particulares

» Evaluar las propiedades antibacterianas in vitro del carvacrol contra cepas de Clostridioides
difficile 700057, Listeria monocytogenes 7644, Staphylococcus aureus 25923, Escherichia
coli O157:H7, y Salmonella Typhimurium 14028.

» Elaborar y analizar las propiedades fisicoquimicas de las microparticulas de pectina y
microparticulas compuestas de pectina y carvacrol.

» Evaluar las propiedades antibacterianas in vitro de las microparticulas compuestas de pectina
y carvacrol contra cepas de Clostridioides. Difficile 700057, Listeria monocytogenes 7644,
Staphylococcus aureus 25923, Escherichia coli 0157:H7 y Salmonella Typhimurium 14028
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5. MATERIALES Y METODOS

Para elaborar las microparticulas compuestas se utilizaron 4 g de pectina citrica >74% (Sigma
Aldrich, Alemania) y 1 mL de carvacrol (Sigma Aldrich, Alemania) con 98% de pureza, ambos
materiales proporcionados por la Universidad de Sonora. Para llevar a cabo la gelificacion ionica
de microparticulas se utilizé una solucion al 3% de pectina, una solucién compuesta por pectina al
4% y carvacrol a 1%, y 18 y 36 g de acetato de zinc. Para el analisis microbioldgico se utilizaron
cepas ATCC de Clostridoides difficile 700057, Escherichia coli O157:H7, Salmonella
Typhimurium 14028, Staphylococcus aureus 25923y Listeria monocytogenes 7644 facilitadas por
el Laboratorio de Microbiologia Molecular del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo (CIAD). Estas cepas fueron reactivadas con 30 mL de caldo Mueller-Hinton (MH)
(Difco, Francia) y posteriormente sembradas en agar MH (Difco, Francia). Como control positivo
se utilizo la cepa inoculada en caldo Mueller -Hinton y como control negativo caldo Mueller-

Hinton.

5.1 Elaboracién de Microparticulas

Se prepard una solucion de pectina al 3% en 50 mL de agua bidestilada para elaborar las
microparticulas de pectina, y otra solucion de pectina al 4% en 50 ml de agua bidestilada agitada
suavemente en una placa por 48 horas para elaborar las microparticulas compuestas, (Thermo
Scientific SP142020-33Q). Luego, se agregaron 500 uL de carvacrol y se homogenizaron a 12, 000
RPM utilizando un homogeneizador (Ika Ultra-turraz 18 basic, Alemania). Al mismo tiempo, se
prepard una solucion de acetato de zinc al 4 y 6% para su uso como gelificante. Ya preparadas
ambas soluciones, se us6 una bomba de inyeccion (Razel R99-EJ, EE.UU.) para controlar el flujo
de eyeccidn de la solucidn de pectina, y una bomba de aire para controlar el flujo de aire. Se adapt6
un sistema de goteo controlado con salida de aire simulando una dispersion de la solucion en spray
para ajustar el tamafio de las microparticulas. La solucion de acetato de zinc fue vertida a un

recipiente que se agitaba suavemente, para recibir las microparticulas de pectina. Este proceso se
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muestra graficamente en la Figura 3. Las microparticulas permanecieron en la solucion de acetato
durante 15 minutos para completar el proceso de gelificacion ionica, seguido de un lavado con

agua bidestilada. Una vez obtenidas, fueron mantenidas en agua Milli-Q.

Bomba de inyeccidn para
jeringa

Bomba de aire

Solucion gelificante

Figura 3. Sistema de elaboracidn de microparticulas de pectina y las compuestas de pectina 'y
carvacrol

5.2 Caracterizacion Fisicoquimica de las Microparticulas de Pectina y Compuestas de Pectina 'y

Carvacrol

La morfologia (didmetro y forma) de las microparticulas se realizé mediante un microscopio dptico
de luz invertida (AmScope XSB-12, China) con los objetivos 4x y 10x, acoplado a una
computadora con el software toupView 3.7. Para determinar la eficiencia de encapsulacion de las
microparticulas compuestas de pectina y carvacrol, se emple6 un espectrofotometro de UV-visible
Thermo Scientific (Genesys 10 UV scanning, EE. UU.). Se prepararon diferentes concentraciones
de carvacrol, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 y 0.05 puLL/mL, con el objetivo de determinar la pérdida del
compuesto durante el proceso de encapsulacion con pectina. Se utilizaron como blancos el espectro

de absorbancia de la solucion de acetato de zinc donde se suspendieron las microparticulas durante
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30 minutos, y también la del agua de lavado utilizada después de retirarlas de la solucién. Se
registraron lecturas en UV-visible a una absorbancia de longitud de onda a 276 nm, utilizando
celdas de cuarzo de 1 cmd. Luego, se procedio a ajustar los datos obtenidos para obtener una
ecuacion de regresion que relacionara la absorbancia con la concentracion de carvacrol presente en
las muestras. De esta manera, fue posible cuantificar la cantidad de carvacrol en cada una de las
concentraciones estudiadas. Todas las lecturas se realizaron por triplicado.

5.3. Ensayo Microbioldgico in vitro

5.3.1. Preparacion del Inéculo

Para el analisis microbiolégico se utilizaron las cepas ATCC de Escherichia coli O157:H7,
Salmonella Typhimurium 14028, Staphylococcus aureus 25923, Listeria monocytogenes 7644 y
Clostridium difficile 700057. Las primeras 4 cepas fueron reactivadas tomando un inoculo de cada
una de ellas contenidas en placas con agar Mueller-Hinton y se colocaron en tubos de 5 mL con
caldo Mueller-Hinton (MH). Se incubaron a 37° C por 24 h (Thermo Scientific Heratherm 66L,
EE.UU.). Posteriormente, se tom6 un indculo de cada tubo con un asa estéril y se sembraron con
la técnica de siembra en estria por agotamiento en agar Mueller-Hinton (MH) a 37° C por 24 h.
Para el caso de C. difficile, un in6culo de la cepa liofilizada fue colocada en tubos de 5 mL con
caldo Mueller Hinton (MH). Después se inocul6 de nuevo a 37 °C por 24 h en una jarra anaerobica,
agregando un sobre de Gas Pack. Posteriormente se sembré en agar base sangre utilizando la
siembra por estriado e incubando a 37 °C por 24 h para su reactivacion . Seguido se tomo un inoculo
para agregarlo al caldo BHI (Infusion cerebro corazon) e incubarlo a 37°C por 24 h. Los in6culos
de cada una de las cepas bacterianas se ajustaron a 0.1 de absorbancia (1 x 108 UFC/mL).
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5.3.2. Concentracion Minima Inhibitoria y Bactericida para Carvacrol

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida
(CMB) de carvacrol se utiliz6 el método de micro dilucion en caldo. Se realiz6 una solucion madre
de carvacrol mezclando 10 mL de agua bidestilada con 20.49 pL de carvacrol y 50 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO). Se determind la densidad dptica a 620 nm de las bacterias ajustando a
0.1 de absorbancia (1 x 108 UFC/mL). Posteriormente se prepararon diluciones de carvacrol a
concentraciones de 0.500, 0.450, 0.400, 0.350, 0.300, 0.275, 0.250, 0.225, 0.200 y 0.175 mg/mL
(Khan et al., 2017). Entonces, en cada pocillo de una microplaca se agregaron 295 uL de cada una
de las concentraciones de carvacrol y 5 L de la bacteria y se incubaron a 37° C por 24 h. De aqui,
se tomaron 20 uL de cada pocillo, se colocaron en placas Petri con agar Mueller-Hinton, y se
incubaron a 37° C por 24 horas para determinar la CMI y CMB. Este ensayo microbioldgico se
realizé por duplicado. La CMI fue determinada como la concentracion mas baja que logré inhibir
crecimiento bacteriano observado, y la CMB como la concentracién mas baja que inhibié mas del

99% del crecimiento bacteriano.

5.3.3. CMI y CMB para las Microparticulas Compuestas

Se determind la CMI y CMB de las microparticulas con carvacrol y pectina usando el método de
dilucion en caldo. Se utilizaron tubos estériles con 2 mL de caldo de cultivo MH inoculados con 5
uL de cada una de las cepas descritas y ajustadas a 0.1 de absorbancia (1 x 108 UFC/mL). Se
prepararon diferentes diluciones de microparticulas compuestas en concentraciones de 0.150,
0.200, 0.250, 0.300, 0.350 y 0.400 mg/mL. Posteriormente, se incubaron a 37° C por 24 h (Sun et
al., 2019). Se colocaron y sembraron alicuotas de 20 uL de cada una de las concentraciones en
placas de Petri con agar Mueller Hinton, y se incubaron a 37°C por 24 horas. El caldo MH
inoculado con cada cepa bacteriana se usé como control positivo y el caldo MH como control

negativo. Este ensayo microbioldgico se realizé por duplicado con cada cepa.
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5.4 Andlisis Estadistico

Se utilizd estadistica descriptiva para calcular el valor medio y desviacion estandar. La prueba t-
Student se us6 para comparar los tamafios entre las microparticulas de pectinay las microparticulas
compuestas con carvacrol y pectina. Todo los datos fueron analizados utilizando el paquete

estadistico STATA version 2012 con un nivel de significancia P <0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Elaboracion y Caracterizacion de las Microparticulas Compuestas

6.1.1 Morfologia

El analisis de superficie mediante microscopia Optica de luz invertida revelé que tanto las
microparticulas de pectina como las compuestas presentaban forma esférica y semiesférica tal
como se muestran en la Figura 5. Sin embargo, en las microparticulas compuestas se pueden
apreciar peliculas o membranas que no llegaron a gelificarse completamente. Esto podria atribuirse
a que ciertas gotas expulsadas tenian una mayor concentracion de aceite y una menor concentracion
de pectina, lo que condujo a una gelificacion parcial. Algunas de estas microparticulas presentaron
dafos en su estructura, las que se muestran mediante las flechas. Estas irregularidades también
pueden deberse a la concentracion del entrecruzante, la distancia de la aguja, al tiempo, tipo de

agitacion y a la misma técnica de gelificacién ionica.

Figura 5. Imagenes de mic n los objetivos de 10x y 4x de las microparticulas
de pectina (A) y compuestas de carvacrol y pectina (B)

Es importante destacar que el sistema de gelificacion idnica tiene algunas desventajas como la falta
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de control de la tasa de gelificacion, es sensible a las condiciones ambientales y a la presencia de
impurezas en la solucion. Por lo tanto, se requiere de un cuidadoso monitoreo y ajuste de las
variables durante el proceso de elaboracion de las microparticulas (Kuo y Ma, 2002). Sin embargo,
también es un método que tiene algunas ventajas como el de minimizar la pérdida por
volatilizacién, debido a la interaccion entre un polimero y un polication o polianion, lo que es

recomendable cuando el ingrediente activo es hidrofobico (Pino y Aragués, 2021).

6.1.2. Tamano

Las microparticulas de pectina presentaron tamarios con un diametro promedio de 592.64 + 101.50
pum, mientras que las microparticulas compuestas con carvacrol y pectina exhibieron un didmetro
de 638.72 + 139.77 um. En la Figura 3, se muestra la distribucién del tamafio de estas
microparticulas por rangos de didmetro. Se puede observar que un mayor porcentaje de
microparticulas de pectina (34%) y de las compuestas carvacrol y pectina (30%) presentaron rangos
de didmetros de 602 um a 691 um. Se han reportado tamarfios de microparticulas de alginato-pectina
con diametros de 720 + 810 um (Chakraborty et al., 2010). La variacion en el tamafio de las
microparticulas depende de factores como la presion de atomizacién, temperatura del aire de
entrada, la extensién del entrecruzamiento, el tamafio de la aguja, y la concentracion del
biopolimero usado. Se menciona que, al aumentar la concentracion del biopolimero, su viscosidad
también aumenta, lo que resulta en una mayor cantidad de sitios de union disponibles para el
entrecruzante en las cadenas del polimero, lo que deriva en un mayor tamafio de la microparticula
(Mitra y Dey 2011; Sreekumar et al., 2018).
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Guo y colaboradores (2022) elaboraron microcapsulas de pectina y proteina cargadas con carvacrol
con un tamafio promedio de 1.08 um. En donde observaron que las relaciones pared/nucleo influian
en la morfologia, tamafio y eficiencia de encapsulacion. Las relaciones de 1:1, 1:2 y 1:4 de la
mezcla, las microcapsulas tenian forma esférica y una superficie lisa, y exhibieron tamafios mucho
mas pequefios y uniformes que las otras proporciones de pared/nucleo. Los autores concluyeron
que la relacion pared/nucleo afecta la eficiencia de encapsulacion cuando observaron que la
relacién 1:2 era significativamente (P <0.05) mas alta a aquellas con otras relaciones pared/nucleo
(77.48 £ 0.03%). En 2021, Stachowiak y colaboradores, desarrollaron microparticulas de pectina-
alginato de sodio con un tamafio de 560 + 0.094 um. También elaboraron microparticulas de
alginato, las cuales presentaron un tamafio ligeramente menor 474.9 £ 0.112 um. Al comparar
ambos tipos de particulas, se observd que aquellas compuestas de alginato de sodio y pectina
presentaron una distribucion de tamafio mas estrecha en su forma esférica en comparacion con

aquellas de alginato de sodio.

El tamafio de las microparticulas puede influenciar la cinética de liberacion de un farmaco. Las
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particulas mas pequefias tienen una mayor superficie de contacto con el medio, lo que puede
conducir a una liberacion mas rapida y completa del farmaco. Sin embargo, también es posible que
formen agregados o aglomerados que pueden limitar la liberacion de la sustancia. Ademas, la
biodisponibilidad del farmaco también es influenciada por el tamafo de particulas ya que las
particulas de menor tamafio se absorben facilmente en el cuerpo. Por lo tanto, es necesario elegir
un tamafo 6ptimo de la microparticula en funcion de la formulacion y adicion de farmacos, como

también sus caracteristicas morfoldgicas. (Lascol ef al., 2018).

6.2 Eficiencia de Encapsulacion

Se determiné una eficiencia de encapsulacion del 95% (Figura 6). En el acetato de zinc que se
utilizo para gelificar se encontr6 una pérdida del carvacrol de 0.4269 pg/mL y en el agua de lavado
de las microparticulas no se encontrd pérdida del compuesto esto se podria deber ya que en el
acetato de zinc se dejaron reposar por 30 minutos para terminar la gelificacion de las
microparticulas y agua de lavado solo se utiliz6 para enjuagarlas. Estos datos indican que la
pectina, utilizada como material encapsulante, demostré ser efectiva para encapsular carvacrol, ya
que la pectina forma un gel con la presencia de cationes, en este caso con el acetato de zinc,
permitiendo formar una red tridimensional interaccionando grupos carboxilos libres de la pectina
con el acetato de zinc, estas caracteristicas funcionan para proteger compuestos hidrofébicos como
el carvacrol. Ademas, la pectina podria actuar como emulsionante cuando se agregan compuestos
lipofilicos. La técnica de goteo y el bafio de gelificacion con acetato de zinc utilizadas demostraron
ser apropiadas para la obtencion de microparticulas tanto de pectina como las compuestas. Esta
metodologia ha permitido obtener microparticulas con una alta eficiencia de encapsulacion, lo que

confirma su viabilidad y su potencial en aplicaciones futuras.
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Figura 5. Cuantificacion de la pérdida de las microparticulas compuestas

Zheng y colaboradores (2022), evaluaron la eficiencia de encapsulacion (EE) de nanoparticulas de
zeina/caseinato de sodio cargadas con carvacrol en diferentes proporciones de masa. Reportaron
que la relacion de 2:1 de zeina/ caseinato tuvo una EE de 77.96%, mientras que para la proporcion
de 1:1, se obtuvo una EE de 78.03%. Por otro lado, la proporcion de 4:1 tuvo una EE del 81.09 %,
y para 1:2, se obtuvo la mayor EE con un valor de 82.19%. Cabe destacar que estas nanoparticulas
fueron obtenidas mediante el método de control de pH, y presentaron un tamafio promedio en el
rango de 70 nm hasta 200 nm.

Los valores obtenidos de eficiencia de encapsulacion, tanto en el estudio de Zheng y colaborados
como en el nuestro, indicaron una buena capacidad de encapsulacion de los sistemas encapsulantes
utilizados, lo que sugiere su potencial aplicacidon en la proteccion del carvacrol. Sin embargo, es
importante destacar que obtuvimos una eficiencia de encapsulacion del 95%, mientras que el
estudio de Zheng y colaboradores reportaron una EE en el rango del 77.96 % al 82.19%. La
disparidad entre ambos estudios puede ser atribuido a que los materiales utilizados para encapsular
el carvacrol. Ambos materiales tienen propiedades que pueden influir en la eficiencia de
encapsulacion. Los autores mencionan que la proporcion de masa de zeina/caseinato influy6 en la
eficiencia de encapsulacion.

Segun Jyothi y colaboradores (2010), la eficiencia de encapsulacion esta influenciada por la

concentracion del biopolimero utilizado. Especificamente, se ha observado que la concentracion
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del polisacarido empleado para encapsular desempeiia un papel crucial en la eficiencia del proceso.
Se ha encontrado que, al aumentar la concentracion del polimero desde un 20% hasta un 32.5%, la
eficiencia de encapsulacién puede mejorar significativamente en un rango que oscila entre un
53.1% y un 70.9%. Este fendmeno se atribuye al rapido proceso de precipitacion del polisacarido
hacia la fase dispersa, lo que previene la pérdida del agente a encapsular. Asimismo, el aumento en
la viscosidad que resulta de una mayor concentraciéon del polimero favorece la retencion del
principio activo dentro de las particulas formadas durante el proceso de encapsulacion. Guo y
colaboradores (2022), formularon microcapsulas cargadas con carvacrol mediante coacervacion
compleja con &cido tanico de aislado de proteina de suero de leche y pectina en una relacion de 4:1
y 5:1, proporcionando una eficiencia de encapsulacion de 77.48 + 0.03 % con un tamafio promedio
de 1.08 pum.

6. 3 Actividad Antibacteriana del Carvacrol

En el Cuadro 3 se muestran los valores de CMI"s y CMB’s de carvacrol contra las cepas bacterianas
probadas en este estudio. Se obtuvieron valores de CMIy CMB entre 0.175 a 0.225 mg/mL y 0.200
a 0.400 mg/mL, respectivamente. Salmonella Typhimurium fue mas sensible al carvacrol con una
CMI de 0.175 mg/mL y una CMB de 0.200 mg/mL mientras que Staphylococcus aureus y
Escherichia coli requirieron de valores mas altos (CMI's y CMB’s de 0.200 mg/mL y de 0.300
mg/mL). Estos valores se usaron como base para elaborar las microparticulas compuestas con

carvacrol y pectina.

Cuadro 3 Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB)
del compuesto carvacrol frente a las cepas bacterianas probadas

Cepas bacterianas CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)
Listeria monocytogenes ATCC 7644 0.175 0.225
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0.200 0.300
Clostridioides difficile ATCC 700057 0.200 0.400
Escherichia coli O157:H7 0.200 0.300
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 0.175 0.200

ATCC: American Type Culture Collection
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En 2016, Wang y colaboradores evaluaron la propiedad antibacteriana de compuestos fendlicos,
incluyendo el carvacrol a concentraciones de 0.50 a 1000 mg/mL mediante el método de dilucién
en caldo. Las CMI's y CMB’s para E. coli ATCC 10798 fueron de 0.400 y 0.600 mg/mL, y para
S. aureus resistente a la meticilina de 0.400 y 0.400 mg/mL, respectivamente. Comparando los
resultados observamos que las CMI’s y CMB’s en nuestro estudio son menores a las reportadas
por Wang y colaboradores. Esto podria ser atribuido al tipo de cepas bacterianas probadas y a la
pureza del carvacrol. A pesar de las diferencias en los datos, ambos estudios destacan la capacidad
antibacteriana que tiene el carvacrol. Estos datos son relevantes para el desarrollo de productos con
mejores propiedades antibacterianas, aungue se requieren de estudios adicionales para determinar
su efectividad contra cepas bacterianas diferentes.

En el afio 2018, Trevisan y colaboradores llevaron a cabo un analisis para la determinacién de la
actividad antibacteriana y antibiofilm del carvacrol contra Salmonella Typhimurium, haciendo uso
de la técnica de microdilucion en caldo. Los resultados obtenidos subrayaron de manera
concluyente que tanto la CMI como la CMB fue de 312 pg/mL. ademas, se observd que el
carvacrol, en estas concentraciones, logro ejercer su capacidad de eliminacion sobre las células de
S. Typhimurium en un lapso de 6 y 1 hora respectivamente, de acuerdo con el anélisis de la curva
temporal de eliminacion. Por otra parte, Keyvan y Tutu, 2019, expusieron a 31 cepas de S. aureus
a concentraciones de carvacrol para determinar la CMI mediante el método de dilucién en caldo,
el carvacrol present6 un efecto antibacteriano dentro de los valores de 0.058 a 0.234 mg/mL.

Es importante destacar que las CMI’s y las CMB’s del carvacrol en estos estudio fueron similares
tanto para las bacterias Gram positivas como Gram negativas, lo que indica que ambos tipos de
bacterias son sensibles a diferentes concentraciones del compuesto. Esta propiedad es til para
desarrollar nuevas alternativas naturales, donde el carvacrol puede considerarse como una opcién
terapéutica para combatir diferentes tipos de infecciones bacterianas.

Churklam y colaboradores (2020) investigaron el efecto antibacteriano del carvacrol sobre L.
monocytogenes 10403S y reportaron una CMI de 250 pg/mL y una CMB de 250-500 pg/mL.
Ademaés, observaron que la combinacion del carvacrol con nisina producia efectos antibacterianos
sinérgicos reportando valores de CMI y CMB de carvacrol (62.5 pg/mL) y nisina (25 pg/mL),
respectivamente. Como la nisina es un aditivo alimentario estandar se ha sugerido que la mezcla
de carvacrol y nisina se podria utilizar como un preservativo potencial para controlar L.
monocytogenes en salchichas. Por otro lado, Berdejo y colaboradores en 2022, reportaron una CMI
de 150 puL/L y una CMB de 250 pL/L contra aislamientos de variantes genéticas resistentes (VR)
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de L. monocytogenes. Ademas, observaron que las VR requirieron de una dosis més alta de
carvacrol con una CMI de 175 pl/L y CMB de 350 ul/L . Es importante resaltar que el efecto del
carvacrol es influenciado por la cantidad del compuesto usado, su pureza, tipo de cepa bacteriana
usada, cantidad de su indculo y fase de crecimiento.

Por otro lado, Mooyottu y colaboradores (2017) evaluaron el efecto del carvacrol en el crecimiento
y esporulacion de C. difficile in vitro, determinando una CMI de 1.2 mM y una concentracion sub-
inhibitoria de 0.9 mM y 0.6 mM. Los resultados mostraron que estas concentraciones redujeron
significativamente la produccion de esporas en intervalos de incubacion de 48, 72 y 96 h. Sin
embargo, no se observo reduccion en la germinacion de las esporas. Es importante destacar que las
células vegetativas de las esporas recién germinadas mostraron ser mas susceptibles al carvacrol
en comparacion con las células vegetativas de C. difficile cultivadas previamente. También
Mooyottu y su equipo, (2017) determinaron el efecto antibacteriano in vitro del carvacrol
obteniendo una concentracidn sub-inhibitoria del compuesto contra C. difficile de 0.10 mg/mL.

6.4. CMI y CMB de las Microparticulas Compuestas

Los resultados de las pruebas antibacterianas se muestran en el Cuadro 4. Las cepas bacterianas
mostraron inhibicion cuando entraron en contacto con las microparticulas compuestas. Es
interesante destacar que la sensibilidad bacteriana a las microparticulas vari6 entre las diferentes
cepas evaluadas. La bacteria Gram negativa Escherichia coli O157:H7 demostrd ser la mas sensible
con una CMI de 0.150 mg/mL y una CMB de 0.200 mg/mL. Estos resultados sugieren que las
microparticulas compuestas de carvacrol y pectina tienen una fuerte actividad antibacteriana contra
esta cepa especifica. Por el contrario, la bacteria Gram positiva Listeria monocytogenes ATCC
7644 presentd menor sensibilidad con una CMI de 0.300 mg/mL y una CMB de 0.350 mg/mL.

Cuadro 4. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y bactericidas (CMB) de microparticulas
compuestas con carvacrol y pectina contra las cepas bacterianas probadas en este estudio

Cepas bacterianas CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)
Escherichia coli O157:H7 0.150 0.200
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 0.150 0.350
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0.200 0.350
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Listeria monocytogenes ATCC 7644 0.300 0.350
Clostridioides difficile ATCC 700057 0.150 0.150
ATCC: American Type Culture Collection

En 2019, Sun y colaboradores evaluaron la actividad antimicrobiana del carvacrol libre y el
encapsulado en una matriz de pectina y alginato (1:1) sintetizadas mediante la técnica spray-drying
contra Escherichia coli, obteniendo CMI’s similares (0.250 mg/mL) para ambos tipos de
microparticulas. Se concluyd que el encapsulamiento no afectaba la actividad antimicrobiana del
carvacrol. Por otro lado, Santos y colaboradores (2015), encapsularon carvacrol en una matriz de
hidroxipropil-beta-ciclodextrina para evaluar su actividad antimicrobiana contra Escherichia coli
K12 y Salmonella Typhimurium LT2, usando las técnicas de amasado (KN) y el liofilizado (FD).
Las CMI’'s y CMB’s s estimadas contra Sa/monella Typhimurium con la técnica FD fueron de
350 pg/mL y 800 pg/mL y con la técnica (KN), de 300 pg/mL; 800 pg/mL respectivamente, y
contra Escherichia coli K12 con la técnica FD de 350 pg/mL; 750 pg/mL y con la técnica de KN
de 300 pg/mL; 750 pg/mL, respectivamente.

Keawchaoon y Yoksan (2011) utilizaron nanoparticulas cargadas con carvacrol contra diferentes
cepas bacterianas. Estimaron CMB’s de 4.113 mg/mL, 2.056 mg/mL y 8.225 mg/mL contra
Staphylococcus aureus, B. cereus y Escherichia coli, respectivamente. Estos autores emplearon el
método de dilucién en caldo Mueller-Hinton, ajustando las concentraciones bacterianas a 1 x 10®
UFC/mL vy diluyendo a 1 x 10° UFC/mL, utilizando diferentes relaciones en peso de
quitosano/carvacrol. Se pudieron observar CMB’s més altas que aquellas con las microparticulas
compuestas de nuestro estudio. Estas diferencias pueden deberse a la eficiencia de encapsulacién
obtenida, que vario del 13.6 % al 31.4 % en comparacion con la nuestra, que fue del 95 %. También
pudo influir el tamafio, ya que entre mas grande sea la particula, mayor sera la cantidad de carvacrol
presente. Comparando los tamarios de 40 a 80 nm con los que obtuvimos, que fueron de 638.72 +
139.77 nm, podria explicarse la disparidad observada.

Wang y colaboradores en 2009 evaluaron la actividad del carvacrol encapsulado en una matriz de
alginato contra Escherichia coli reportando una CMB de 200 pL/L. y con carvacrol libre de 200
ul/L. Los autores concluyeron que la encapsulacion no afectaba la actividad antibacteriana del
carvacrol. Ademas, Heckler y colaboradores en 2020 encapsularon carvacrol con fosfatidilcolina

de soja obteniendo nano liposomas, y lo usaron contra Salmonella spp. reportando una CMI y de
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CMB de 663 ug/mL y 1325 ug/mL, respectivamente, reduciendo a 0.5-0.9 log UFC/mL. Los
valores de la CMI 'y CMB obtenidos son superiores a los nuestros y esto podria estar relacionado a
la existencia una fuerte union del carvacrol con los liposomas, provocando una menor liberacion
del compuesto. En combinacion, los estudios de Wang y colaboradores y la reciente investigacion
de Heckler y su equipo aportan conocimientos sobre las perspectivas de encapsulacion del

carvacrol en diversas matrices sin afectar su actividad antibacteriana.

45



7. CONCLUSION

Mediante el método de goteo con dispersion de la solucién por atomizacion se obtuvieron
microparticulas compuestas de carvacrol y pectina con un tamafio de 638.72 £ 139.77 um a un
flujo de eyeccion (14 cc/h) y presion del aire (0.5y 0.7 kg/cm3). Estas microparticulas presentaron
una forma semiesférica y una eficiencia de encapsulacion del 95%. EI método de aspersion
demostro ser eficaz para obtener microparticulas con propiedades antibacterianas contra C. difficile
700057, L. monocytogenes 7644, S. aureus 25923, E. coli O157:H7 y S. Typhimurium 14028. Cabe
destacar que C. difficile 700057 fue la bacteria mas sensible a las microparticulas, mientras que L.
monocytogenes fue la menos sensible. Se concluye que las microparticulas compuestas de pectina
y carvacrol pueden ser una alternativa para el tratamiento de bacterias patdgenas presentes tanto en

el &rea comunitaria como hospitalaria.
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8. RECOMENDACIONES

Es necesario probar las microparticulas compuestas de pectina y carvacrol contra otras
cepas bacterianas, para saber si tendran el mismo efecto inhibitorio y bactericida.
Someter a las microparticulas compuestas de carvacrol y pectina a diferentes condiciones de pH
para observar su comportamiento y la liberacion del compuesto.
Realizar ensayos in vivo con el fin de buscar las dosificaciones eficaces o efectivas de las

microparticulas compuestas de carvacrol y pectina referente a su actividad antibacteriana.
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