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Resumen 

 

Ruta chalepensis L. y Syzygium aromaticum L. se utilizan en México como 

tratamiento en ciertas enfermedades, entre ellas aquellas causadas por E. coli. El 

objetivo del proyecto fue buscar nuevas alternativas de adyuvantes biológicos para 

proveer al paciente un tratamiento para enfermedades causadas por cepas 

multiresistentes de E. coli, siguiendo la siguiente metodología; para Ruta 

chalepensis L. se obtuvo el extracto metanólico, mientras que para Syzygium 

aromaticum L. se extrajo el aceite esencial, cabe resaltar que para el extracto como 

al aceite esencial se les realizó CG-GM para observar su composición. Ambas 

especies vegetales se les evaluó su actividad antibacteriana mediante el método de 

difusión en agar, se determinó su Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Mínima 

Bactericida (CMB), asimismo se evaluó el efecto del extracto y del aceite esencial 

sobre la curva de crecimiento bacteriano respectivamente. Posteriormente se 

extrajo el DNA plasmídico para observar la presencia o ausencia de genes de 

resistencia (blaTEM, blaSHV) por PCR y electroforesis. En este trabajo se 

obtuvieron datos de la composición del aceite esencial que contiene eugenol y 

cariofileno haciendo que este tuviera mejores resultados en la actividad 

antibacteriana que el extracto (F=1.33, p=0.001), para el caso del extracto la 

presencia de flavonoides y fenoles totales le otorgó una actividad antioxidante media 

(CA50) de 115 μg/mL que de acuerdo al criterio de Al-Fatimi es un resultado 

relativamente bueno. Asimismo, las cepas más sensibles al extracto y al aceite 

esencial tuvieron la presencia del gen blaTEM-20 en un 28%. Por lo anterior, se 

concluyó que tanto el aceite esencial como el extracto metanólico tuvieron una 

actividad antibacteriana con un efecto bacteriostático sobre E. coli BLEE, y 

presentaron en un 28% de los casos el gen blaTEM-20. 
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1. Introducción 

 

Actualmente, el incremento de la resistencia de los patógenos como lo es E. coli 

limita el uso de los agentes antimicrobianos disponibles, lo cual favorece la 

búsqueda de nuevos agentes, con nuevas formas de acción, que sean capaces de 

evadir los mecanismos de resistencia actuales1-3.  

Una opción es el uso de productos naturales de origen mineral, vegetal y animal, 

con propiedades terapéuticas que, por mucho tiempo, fueron las principales fuentes 

de fármacos; sin embargo, con el desarrollo de la química orgánica se provocó la 

preferencia de los productos sintéticos para el tratamiento farmacológico, ya que los 

compuestos puros se obtienen fácilmente, además, las modificaciones estructurales 

para producir sustancias  potencialmente más activas y seguras favorece el 

incremento del poder económico de las compañías farmacéuticas con mejores 

rendimientos, lo que ha dejado de lado el recurrir a fuentes más naturales.  

No obstante, el impacto en la terapia antibacteriana, con el descubrimiento de la 

penicilina (obtenida del hongo Penicillium) resaltó la importancia de los productos 

naturales, desde hace ya casi tres cuartos de siglo, se han venido produciendo 

numerosos antibióticos para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Esto ha 

dado como resultado un importante control de este tipo de enfermedades y, en 

consecuencia, del número de muertes por esta causa y aunque se ha controlado en 

la mayoría de los casos, el mal uso de los mismos al no suministrarse del modo y 

tiempo adecuado ocasionaron mutaciones en algunas bacterias haciéndolas 

resistentes a los antibióticos. 

 

1.1 Importancia de los antibióticos y sus mecanismos de acción 

 

Los antibióticos se clasifican por su mecanismo de acción en bacteriostáticos los 

cuales paran el desarrollo bacteriano o también puede ser bactericida el cual causa 

la muerte de la bacteria, que provoca diferentes efectos en las células bacterianas 
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y su mecanismo de acción va de la mano con sus funciones nutricionales, 

metabólicas y genéticas de las bacterias.  

Dentro de los mecanismos de acción de los agentes antimicrobianos tenemos los 

siguientes;  

a) daño al DNA donde reaccionan en la cadena de DNA bacteriano que produce 

roturas en los enlaces sencillos y dobles de DNA lo que interfiere en la 

replicación y por ende se destruye la bacteria o, 

b) la desnaturalización de la proteína, esto cuando el antibiótico se mezcla en 

los procesos metabólicos de las bacterias y rompe la estructura terciaria de 

la proteína en sus enlaces, lo cual altera su pared celular y sus propiedades 

fisicoquímicas de las mismas, asimismo en cuanto a la eliminación del grupo 

sulfhidrilo, donde el antibiótico reacciona en el metabolismo de las proteínas 

que contienen cisteína la cual unida con coenzimas terminan en un grupo 

sulfhidrilo libre, que ocasiona un daño considerable a la bacteria.5 

 

Sin embargo, desde 2012 la Organización Mundial de la Salud emitió un 

comunicado de alerta acerca de la resistencia bacteriana y sobre las medidas a 

tomarse como la prescripción de recetas para el uso racional de antibióticos, 

además que por sí solos estos pueden provocar efectos adversos en el organismo, 

algunos de estos pueden ser: alergia, resistencia y toxicidad.7  

1.2  Importancia de precursores naturales en el control de multiresistencia 

bacteriana 

 

Actualmente, cerca del 25 % de las sustancias prescritas a nivel mundial provienen 

de las plantas (aspirina, morfina, paclitaxel), y 121 de sus compuestos activos se 

convierten en fármacos de uso común (ácido acetilsalicílico).  A su vez, de las 252 

sustancias consideradas como básicas y/o esenciales (aquellos con disposición en 

todo momento y para enfermedades prevalentes) por ejemplo antimicrobianos como 

las cefalosporinas de 4ta y 5ta generación por la OMS, el 11% son de origen vegetal, 
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y que un gran número son sustancias sintéticas que se obtienen de precursores 

naturales4-7.  

En los años 80’s se creía que las naciones industrializadas habían desarrollado ya 

todas las herramientas necesarias para el control de los microorganismos 

patógenos, pero no fue así: el uso generalizado e indiscriminado de los 

antimicrobianos aceleró el desarrollo de mutaciones en los microorganismos, lo que 

llevó a que éstos se volvieran cada vez más resistentes a tales compuestos. Las 

medidas en las últimas décadas y uno de los objetivos del Plan de Acción Mundial 

es fomentar la investigación y el desarrollo de nuevos antibióticos, para movilizar 

recursos de los países, pero también explorar otras alternativas de profilaxis y 

tratamiento menos sujetas a la rápida aparición de resistencia, haciendo mención 

que desde 1987 no se ha dispuesto de un antibiótico nuevo en el mercado. 

Tal resistencia se fue propagando a través de las diferentes poblaciones 

microbianas y con ello se vio comprometida seriamente la habilidad de los 

antimicrobianos para tratar dichas infecciones, un claro ejemplo es en 1987 donde 

se inició la investigación de la resistencia a los antimicrobianos en un patógeno 

entérico frecuente, Escherichia coli enterotoxigénica en aislamientos pediátricos se 

encontró resistencia a la ampicilina, la tetraciclina, la estreptomicina y la 

kanamicina.8  

1.3  Multiresistencia bacteriana y sus mecanismos  

 

La sensibilidad de una bacteria ante un determinado antibiótico es determinada por 

la concentración mínima inhibitoria (CMI), la cual se define como la menor 

concentración del agente antimicrobiano capaz de inhibir el desarrollo de una cepa 

bacteriana9 y es considerada como el estándar de oro para la determinación de la 

susceptibilidad de los organismos a los antimicrobianos y, por lo tanto, es usada 

para la interpretación de otros métodos para probar la susceptibilidad a los 

antibióticos10. Estas mediciones también se utilizan para cuantificar la capacidad de 

los antibióticos para inhibir las bacterias. Niveles más bajos de CMI y mayores 

zonas de inhibición equivalen a los niveles más altos de potencial antibiótico.10,11  
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Uno de los mecanismos para la inducción de la resistencia es la presión de 

selección a la que se someten las bacterias con el uso de antibióticos, esta 

resistencia es un gran problema de salud pública, ante lo cual, los extractos 

vegetales con acción antibacteriana capaces de evadir los mecanismos de 

resistencia actuales, representan una importante alternativa para su uso clínico en 

el tratamiento de enfermedades infecciosas.10,11 Se ha demostrado que las bacterias 

tienen una gran capacidad de adaptación a la presencia de sustancias antibióticas 

que encuentran en su ambiente, y algunos de estos cambios genéticos no 

solamente se deben a la información encontrada en los plásmidos. Las mutaciones 

en ciertos genes explican la resistencia a diversos antibióticos.  

De manera importan, se han registrado mutaciones que modifican las proteínas 

blanco para penicilinas, cloranfenicol, tetraciclina, entre otras, que determinan un 

fenotipo de resistencia a dichos antibióticos.12 

La mutación a nivel de DNA plasmídico también se hace presente; el caso de las 

betalactamasas es muy ilustrativo, debido a la capacidad de adaptación de las 

bacterias a medios con antibióticos nuevos. Como sugiere su nombre, dichas 

enzimas hidrolizan los anillos betalactámicos de antibióticos como la ampicilina y la 

amoxicilina.13  

Este fenómeno (mutación a nivel del DNA plasmídico) sin embargo, se extendió 

gradualmente a todo el mundo y algún tiempo después se volvió a registrar la 

presencia de cepas productoras de nuevas betalactamasas, codificadas por 

plásmidos, los  cuales  permiten  a  la  bacteria hidrolizar penicilinas, 

oximinocefalosporinas y monobactámicos, y surgen principalmente debido a 

mutaciones en los genes blaSHV, blaTEM y blaCTX-M que son capaces de inactivar 

un mayor número de derivados betalactámicos, a las cuales se les conoce como 

betalactamasas de espectro extendido (BLEE)14. La explicación molecular 

subyacente a este fenómeno de ensanchamiento del espectro de betalactámicos 

hidrolizados por las enzimas producidas a partir de plásmidos, es la mutación de los 

genes que codifican las betalactamasas, es decir, la conformación de las 

betalactamasas originales era tal, que su sitio activo presentó afinidad sólo para los 
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primeros antibióticos betalactámicos utilizados14. Como resultado, se han 

identificado cerca de 300 variantes  naturales  de  estos  genes  que  codifican  para  

el  fenotipo  BLEE,  clasificadas por Bush, Jacoby y Medeiros en 1995, basada en 

el peso molecular de la enzima, el punto isoeléctrico; el perfil de sustrato y la 

propiedad de ser inhibidas por la presencia de ácido clavulánico o ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA), empleándose principalmente estas dos últimas 

características para la organización fenotípica de las BLEE. En esta clasificación se 

incluyen enzimas derivadas de CTX cefotaximasas, SHV sulfihidrilo-variable, TEM 

Temoniera y OXA resistentes a oxacilina, de las cuales las más comunes y con 

diseminación a nivel mundial son TEM y SHV, de frecuentes en Norteamérica es la 

TEM, y encontradas en enterobacterias la SHV-2, SHV-5  y TEM-20.  

Existen mecanismos moleculares que propician el acumulamiento de genes de 

resistencia en un mismo plásmido, como es el caso de los transposones, que son 

segmentos de DNA que en muchos casos contienen genes de resistencia a 

antibióticos y son capaces de “brincar” de un plásmido a otro, o del cromosoma a 

un plásmido o viceversa, conociéndose dos modalidades: 

a) una en la que el transposón pasa de un sitio a otro sin dejar una copia en el 

sitio original y, 

b) la otra en la que el proceso involucra un evento de replicación del transposón 

que permite dejar una copia en el sitio original, de manera que al cabo del 

proceso habrá dos copias del transposón en sitios diferentes, propiciando así 

la diseminación de los genes de resistencia a antibióticos en él contenidos15. 

 

Este tipo de estrategias moleculares propicia la prevalencia de los genes de 

resistencia aún bajo condiciones parcialmente selectivas, es decir, si en cierta 

población bacteriana existen bacterias resistentes a algún antibiótico, por ejemplo, 

la amoxicilina, el uso de este antibiótico selecciona a los miembros de la población 

que presentan el gene involucrado en la resistencia a dicho antibiótico15. Pero si en 

el mismo plásmido en el que se encuentra codificada la resistencia a amoxicilina 

también existen genes que determinan la resistencia a cloranfenicol y a ceftriaxona 

por ejemplo, la permanencia de estos últimos genes se verá favorecida aún si en el 
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medio en el que se desarrollan las bacterias y que contiene amoxicilina, no existe 

cloranfenicol ni ceftriaxona.  

 

La presión selectiva que ejerce la amoxicilina en el ejemplo señalado, basta para 

preservar la capacidad de resistencia a los tres antibióticos, tal es la característica 

de la multirresistencia16. Y esto conlleva a un factor que ha sido crucial para la 

adquisición de infecciones y donde la resistencia ha sido la mezcla de 

microorganismos que son capaces de transferir la información a través de un cruce 

entre ellas, a lo que se le conoce como conjugación17-18. 

 

1.4  Estrategias posibles para crear nuevos tratamientos 

 

Tomando en cuenta que esta resistencia va incrementando a lo largo de los años, 

las plantas medicinales son una excelente alternativa ya que son el recurso 

terapéutico por excelencia de la medicina tradicional mexicana. Estudios realizados 

mostraron que entre el 70 y 80% de la población recurre a las plantas para curar 

diversos padecimientos que van desde un simple resfriado hasta enfermedades de 

tipo gastrointestinal, dermatitis, anti-inflamatorios, antioxidantes,19 sin embargo, de 

las más de 6000 especies usadas con fines terapéuticos en el país, sólo el 10% han 

sido estudiadas a nivel farmacológico, microbiológico y fitoquímico, es decir, que 

únicamente el 10% tiene una validación experimental de su uso popular19. Es 

importante mencionar que la existencia de esta medicina tradicional en México tiene 

el tercer lugar de la clasificación mundial y la mayoría de personas recurren a su 

uso. Entre las que se encuentra Ruta chalepensis L. y Syzygium aromaticum L.  
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2. Antecedentes 

 

Los extractos de plantas han sido empleados por el hombre en el tratamiento de 

enfermedades bacterianas. Estos son mezclas complejas de metabolitos 

secundarios lipófilos volátiles, que son extraídos de las plantas con disolventes y 

destilación por arrastre de vapor23. Los factores ambientales, la etapa de 

crecimiento y la salud de la planta determinan las concentraciones de los 

extractos24. Por lo que en esta sección se muestran estudios realizados acerca de 

la ruda y el clavo como antimicrobianos. 

 

2.1  Descripción botánica y el uso de las especies vegetales 

2.1.1 Ruda 

FAMILIA:   

Rutaceae 

NOMBRE 

CIENTÍFICO:  

Ruta chalepensis L. 

 NOMBRE COMÚN:   

¨Lula o ruda¨                            Figura 1. Ejemplar de Ruta chalepensis L.  

Pathak et al.25 y Pandey et al. 26 mencionaron que el extracto hidroalcohólico de 

hojas de ruda puede ser usado como un potente antiparasitario, antioxidante y 

antimicrobiano. Pandey et al.24 demostraron que el extracto de ruda (Ruta 

graveolens L.) disminuyó la incidencia y gravedad de diarreas en ratones. Los 

constituyentes químicos del aceite esencial de ruda son: carvacrol, timol, terpineno, 

limoneno y linalol; dependiendo del origen y tipo de planta posen efectos 
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antimicrobianos, antifúngicos y antioxidantes. Acciones antimicrobianas se le 

atribuyen principalmente al carvacrol y timol, además de que, con los extractos 

alcohólicos de ruda, se encontró que tienen efecto inhibidor contra E. coli en el 

método de placa-agar con un halo de inhibición de 9 mm y en difusión en caldo con 

7 mm de diámetro.27 Además, en estudios el extracto metanólico ejerce una 

actividad antibiótica contra Escherichia coli, Proteus vulgaris y Candida albicans.21 

Zobel et al31 encontraron que las hojas de ruda retardaron la actividad de la mitosis 

bacteriana, atribuyéndose a la presencia de xantotoxinas y psoralenos, Pandey et 

al26 hallaron que los extractos alcohólicos y acuosos de ruda exhibieron actividad 

inhibidora en patógenos gramnegativos, y Delgadillo-Ruíz32 que los extractos de 

ruda presentaron efecto inhibidor y bacteriostático en E. coli.  

En la Figura 1 se muestra el ejemplar de ruda identificado por el Herbario de FES 

Iztacala de la UNAM (ver apartado 7.1.1) 

2.1.2 Clavo 

FAMILIA:   

Myrtaceae 

NOMBRE CIENTÍFICO:  

Syzygium aromaticum (L.) 

Merr. & Perry 

 NOMBRE COMÚN:                     Figura 2. Ejemplar de Syzygium aromaticum L. 

¨Clavo¨  

El clavo es utilizado como condimento alimenticio y también como planta medicinal 

para aliviar el dolor de dientes. Con tal fin, en Oaxaca y Guanajuato, se calientan 
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levemente unos clavos triturados y luego se aplica sobre la muela que duele; 

también suele usarse en Morelos contra las caries debido a que inhibe el 

crecimiento de Porphyromonas gingivalis, esto de acuerdo a Zhang et al34 que 

mencionan que el eugenol permeabiliza la membrana celular y destruye 

irreversiblemente la integridad de la membrana plasmática e inhibe la formación de 

biofilm de este tipo de microorganismos. El clavo en té y como aceite esencial inhibe 

el crecimiento de Candidas22 y Pastrana et al33 usaron un extracto de clavo 

encontrando que tienen efecto antimicrobiano en E. coli y S. aureus.  

El extracto fenólico de Syzygium aromaticum en el estudio de El-Maati et al28 tiene 

actividades antibacterianas contra el crecimiento de S. aureus y E. coli en un rango 

de concentración de 50 a 100 μg/mL. En el estudio de Ajiboye et al29 se muestra 

que las semillas de Syzygium aromaticum contienen eugenol es uno de los 

componentes que muestra actividad antimicrobiana, obteniendo una concentración 

mínima inhibitoria (CMI) de 0.06 mg/mL, alterando la permeabilidad de la membrana 

y causando el aumento de enzimas de estrés oxidativo como lo es catalasa y 

superóxido dismutasa.  

En la Figura 2 se muestra el ejemplar de clavo identificado por el Herbario de FES 

Iztacala de la UNAM (ver apartado 7.1.1)  
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3. Justificación  

 

Desde el punto de vista de Salud Pública, los determinantes genéticos de mayor 

importancia que pueden ser codificados por plásmidos son los que codifican para 

los factores de virulencia y los asociados a la resistencia bacteriana a los agentes 

antimicrobianos. Por lo que, los plásmidos son los portadores de determinantes de 

resistencia, en muchos casos con capacidad conjugativa o de movilización.   

 

Los plásmidos son las estructuras extracromosomales de mayor relevancia 

epidemiológica, por su capacidad de promover la diseminación horizontal de un gran 

número de genes de resistencia, lo que contribuye al incremento de las poblaciones 

bacterianas resistentes y promueve la aparición de cepas patógenas 

multiresistentes30. Así que la evaluación de la sensibilidad de las bacterias a los 

diferentes agentes antibacterianos se basa sobre el enfrentamiento in vitro de la 

bacteria con diferentes concentraciones del agente.   

 

La multiresistencia se debe a que existe un gran uso irracional de antibióticos. Las 

alternativas de tratamiento cada vez se ven más limitadas y a la fecha los extractos 

vegetales han sido poco utilizados como terapia antibacteriana a nivel urbano, 

mientras que en comunidades rurales son muy usados. Por lo cual, las bacterias no 

han desarrollado mecanismos de resistencia sobre los metabolitos secundarios 

presentes en las mismas por las diferentes especificidades a dianas de acción, lo 

que las convierte en una alternativa al tratamiento de cepas multiresistentes debido 

a sus propiedades antimicrobianas (revisar apartado 2). 
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4. Planteamiento de Problema  

 

El estudio que se tiene de enfermedades comunes como es la diarrea causada por 

bacterias como E. coli es de gran importancia en la actualidad, debido a que a nivel 

clínico el costo-beneficio disminuye el número de nuevas moléculas de tratamiento, 

así como los antibióticos disponibles en el mercado incrementándose el costo para 

el sector salud a medida que aumenta el número de bacterias multiresistentes.    

La presencia de microorganismos multiresistentes es cada vez más frecuente 

debido al uso irracional de antibióticos, por ello E. coli es uno de los 

microorganismos más a menudo implicado en enfermedades gastrointestinales y 

causantes de diarrea, ya que la producción de las enzimas betalactamasas se ha 

convertido en el mecanismo más frecuente de resistencia bacteriana a los 

antibióticos betalactámicos.   

Las plantas sintetizan metabolitos secundarios que son responsables de diversas 

actividades biológicas, como en el caso de la ruda y del clavo que son usados para 

combatir algunas enfermedades microbianas, pues se ha observado en algunos 

estudios que los extractos y aceites inhiben el crecimiento de patógenos como la E. 

coli. Por tal motivo y debido  a la resistencia que presenta Escherichia coli y a la 

posible presencia de los genes blaTEM-20, blaSHV-2 en cepas BLEE positivas 

codificadas por plásmido podrían tener un efecto inhibitorio ante el extracto 

metanólico de Ruta chalepensis L. y el aceite esencial de Syzygium aromaticum L. 

y así corroborar de manera científica el uso de estas especies en la medicina 

tradicional mexicana.  

Por lo cual la pregunta a resolver en estudio es: ¿el extracto metanólico de ruda y 

el aceite esencial de clavo inhibirán el crecimiento de cepas E. coli BLEE positivas?   
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5. Hipótesis  

 

Las cepas de E. coli BLEE que contienen los genes blaTEM-20, blaSHV-2 serán 

inhibidas por el extracto metanólico de Ruta chalepensis L. y el aceite esencial de 

Syzygium aromaticum L.  

 

6. Objetivo General  

 

Analizar la resistencia en E. coli BLEE positiva, codificada por los genes blaTEM-

20, blaSHV-2 y la actividad antibacteriana del extracto metanólico de R. chalepensis 

L. y el aceite esencial de S. aromaticum L.   

Objetivos Específicos  

 

 Realizar antibiogramas e identificar cepas BLEE positivo con base en los 

criterios establecidos por el CLSI en cepas de E. coli.  

 

 Extraer y caracterizar químicamente el extracto metanólico de R. chalepensis 

y el aceite esencial de S. aromaticum y evaluar su actividad antibacteriana 

por medio de su CMI y su efecto bacteriostático o bactericida.  

 

 Realizar el análisis de DNA plasmídico para cepas BLEE positivo, 

identificando los genes blaTEM-20, blaSHV-2.  
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7. Metodología  

 

7.1  Material vegetal 

 

7.1.1 Zona de colecta del material vegetal.  

 

Las dos especies de plantas que se utilizaron en este trabajo se recolectaron en El 

Oro de Hidalgo, Estado de México (Figura 3), éste se encuentra situado al noroeste 

de la ciudad de Toluca, limítrofe con el estado de Michoacán. Forma parte de la 

Sierra Madre Occidental, que se extiende desde Tlalpujahua, pasa por este lugar y 

se prolonga por Temascalcingo y Atlacomulco. El Oro está rodeado de cerros, los 

más importantes son: La somera, en cuya vertiente se alza la cabecera municipal, 

se considera el más elevado del sistema, con una altura aproximada de 3200 msnm 

(msnm: metros sobre el nivel del mar); hacia el sureste de la cabecera se encuentra 

el Cerro Llorón, segundo en importancia; además merecen mencionarse el de la 

Carbonera en Tapaxco y el de la Tijera en Bassoco y a su vez tiene clima templado 

subhúmedo con una precipitación pluvial media anual de 859 mm.  

 

Figura 3. Ubicación geográfica del municipio El Oro. 
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7.1.2 Colecta del material vegetal 

 

Ambas especies se colectaron en noviembre-diciembre del 2017, la ruda se dejó 

secar libre de insectos u otros residuos de otras plantas, en cuanto al clavo se 

compró en una tienda de abarrotes ubicada en el mismo municipio El Oro con 

coordenadas 19°48′03″N 100°07′53″O, el clavo se compró en el Mercado de Sonora 

de la CDMX por los dueños de la tienda de abarrotes. Se depositó un ejemplar de 

cada especie en el Herbario IZTA con los números 2817 para Ruta chalepensis y 

2818 para S. aromaticum (Figura 1 y Figura 2). 

7.1.3 Obtención del extracto de ruda 

 

El extracto se obtuvo de la parte aérea de la planta seca, se utilizaron 800 g para 

Ruta chalepensis y, una vez cortadas en pedazos pequeños se obtuvo el extracto 

metanólico mediante la técnica de maceración35 que consta en tomar la parte aérea 

seca y triturada de la planta y se le agrega un solvente de polaridad alta, en este 

caso se utilizó metanol. Una vez obtenido el extracto, se destiló el exceso de 

solvente a presión reducida. El extracto obtenido se colocó en charolas de vidrio 

para completar la evaporación del solvente, finalmente se calculó el rendimiento 

total por diferencia de peso.  

7.1.4 Obtención del aceite esencial de clavo 

 

Para la obtención del aceite esencial de los botones del clavo se pesaron 236.2 g y 

se molieron con un mortero para proceder a dejarlo reposar durante 1 noche en 

agua destilada y obtener el aceite esencial por hidrodestilación. 
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7.2  Pruebas químicas 

 

7.2.1 Evaluación antioxidante  

 

La evaluación antioxidante se llevó a cabo mediante el método de reducción del 

radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH) Okusa41 método modificado de Murillo42 

con la siguiente metodología: 

La actividad antioxidante se evalúa midiendo el grado de decoloración 

(desvanecimiento del color violeta intenso a amarillo claro), de una solución 

metanólica de DPPH por la adición del compuesto activo a diferentes 

concentraciones partes por millón (-ppm-), por medio de espectrometría visible 

(VIS).  

Aplicación del extracto en una placa de ELISA: se adicionan 50 µL de la solución 

problema a diferentes concentraciones por triplicado, el solvente utilizado es 

metanol grado HPLC. Posteriormente a cada pozo con las concentraciones 

señaladas, se adicionan 150 µL de una solución metanólica de DPPH cuya 

concentración final es de 100 µM; inmediatamente se protege de la luz y se 

mantiene en agitación constante durante 30 min a 37 °C. Una vez transcurrido el 

tiempo se determina la absorbancia a 517 nm en un lector de ELISA.42 

Blanco. Pozos con 200 µL de metanol.   

Control Positivo. Se utiliza quercetina a las mismas condiciones que el compuesto 

problema.  

Interpretación de Resultados:   

Los resultados se reportan obteniendo el porcentaje de reducción y se calcula con 

la siguiente fórmula:  

% de reducción= ((C-E)/C)*100  

En donde:  

C= Absorbancia del DPPH + metanol  
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E= Absorbancia del experimental (Mezcla DPPH + compuesto problema).  

La Concentración Antioxidante Media (CA50) del extracto se determinó utilizando 

las siguientes concentraciones: 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 80, 100, 150, 

200, 250, 300, 350 y 400 ppm. Como control positivo se utilizó la quercetina a las 

mismas concentraciones que el compuesto problema. Como blanco se utilizaron 

pozos con 200 µL de MeOH grado HPLC. 

7.2.2 Determinación de fenoles totales  

 

La Concentración de Fenoles Totales (CFT) se cuantificó por espectrofotometría 

con base en una reacción colorimétrica redóx usando el reactivo Folin-Ciocalteu por 

el método modificado de Singleton et al.43 Se realizó una curva de calibración con 

ácido gálico en una solución estándar de 200 µg/mL. A partir de esta solución se 

tomaron alícuotas correspondientes para obtener las concentraciones seriadas de 

ácido gálico (0.0625, 0.125, 0.5 y 1 mg/mL) con una longitud de onda de 760 nm, a 

partir de la curva se interpoló la absorbancia de la muestra de ruda para calcular los 

equivalentes de ácido gálico. La muestra en una concentración de 1 mg/mL.  

7.2.3 Determinación de flavonoides totales 

  

Se determinó por medio del método de Dowd (Ramamoorthy y Bono),44 empleando 

una solución de AlCl3 al 2%. Se realizó una curva de quercetina a diferentes 

concentraciones (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ppm). 

Se determinó la absorbancia a 415 nm, y los resultados se expresaron como µg 

equivalentes de quercetina por gramo de extracto de ruda (µg eQ/g). La muestra en 

una concentración de 2 mg/mL. 

7.2.4 Condiciones de corrida para el CG-EM  

 

Se inyectó en el equipo 1μL del extracto de ruda y/o aceite esencial de clavo a una 

concentración de 3mg/mL. Se empleó un cromatógrafo 6850 Network GC System 

de Agilent Technologies acoplado a un espectrómetro de masas 5975C VL MSD 

con detector de triple eje, de la misma marca, equipado con una columna capilar 
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RTX de 30 m de longitud, 0.25 mm de diámetro interno y 0.25 μm de grosor, 

compuesta de dimetil polisiloxano (95 %) y fenil polisiloxano (5 %).  

El modo de inyección utilizado fue un Split, radio 80:1, flujo de corrida 37 cm/seg. 

La temperatura del horno se programó de la siguiente forma: temperatura inicial de 

70 °C durante dos minutos tras lo cual se incrementó a 8 °C/min hasta alcanzar los 

270°C y después a 10 °C/min durante seis minutos. El tiempo total fue de 75 

minutos; temperatura de la línea de transferencia 290 °C. Los espectros de masas 

que fueron obtenidos por impacto electrónico; se obtuvieron con una energía de 

ionización de 70 electrón Volts (eV) y se detectaron en un rango de masa desde 35 

a 600 m/z. Se empleó helio como gas de arrastre. La identificación de los 

compuestos se llevó a cabo por medio de la base de datos de la biblioteca NIST y 

la PubMed Compound del National Center of Biotechnology Information (NCBI). 

7.3  Evaluación de la actividad antibacteriana 

 

7.3.1 Microorganismos usados 

 

Las cepas recolectadas de E. coli aisladas e identificadas por medios de cultivo, 

bioquímicas, antibiogramas e identificadas como BLEE + VITEK ®2 Compact 

(BioMerieux) en el Laboratorio de Bacteriología de un Centro de Salud de la ciudad 

de Toluca de Lerdo, y su posterior identificación como cepas BLEE positivas. Las 

cepas de E. coli BLEE se aislaron entre julio y diciembre de 2017, manteniéndose 

en agar nutritivo y en refrigeración para su conservación.  

Cada cepa bacteriana se suspendió en caldo Müeller Hinton (Bioxon, Edo. de 

México, México) y fueron incubados durante 24 horas antes de la prueba a 37 ° C 

en Agar Müeller Hinton (Bioxon, Edo. de México, México) para realizar los ensayos 

pertinentes. 

7.3.2 Evaluación en placa-agar 

 

La actividad antibacteriana se evaluó de acuerdo con el método de difusión en agar 

Kirby-Baüer36 con la siguiente metodología:  
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El inóculo bacteriano fue incubado en 10 mL de caldo Müeller Hinton a 37 ° C 

durante 24 h. Las colonias fueron ajustadas a una turbidez comparable al estándar 

McFarland (1.5x108 CFU/mL). Las suspensiones microbianas se colocaron en 

placas de agar Müeller Hinton (BD Bioxon) previamente templadas, se sembró cada 

bacteria por estría en tapete con discos de 5 mm de diámetro (Whatman n.°5) 

impregnados con 10 μL de extracto (2 mg por sensidisco) o aceite a probar 3 μL, y 

discos con 25 μg de cloranfenicol usado como controles positivos. 

Una vez preparadas convenientemente las placas para la prueba de sensibilidad, 

se incubaron (aparatos de laboratorio E-51 con termostato) a 35 °C, sin mayor 

tensión de CO2. Es preciso evitar presión de CO2 debido a que se puede formar 

ácido carbónico en la superficie humedecida de agar, provocando un descenso del 

pH. El desarrollo de algunos microorganismos es inhibido a pH ácido, lo cual tiende 

a estrechar falsamente la zona de inhibición. Asimismo, la actividad de diversos 

antibióticos puede aumentar o disminuir con la caída del pH, produciéndose 

diferencias en las velocidades de difusión y alteraciones de las zonas de inhibición. 

Se incubaron siempre placas con discos sin sustancias a evaluar como control 

(control negativo). Todos los bioensayos se realizaron por triplicado.  

7.3.3 Evaluación en dilución de caldo 

 

Para determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración mínima 

bactericida (CMB) se utilizó la técnica de dilución en agar Koneman38 que consta en 

la siguiente metodología: 

La microtécnica de dilución en caldo sigue el mismo principio que el método de 

macrodilución en agar, excepto que la susceptibilidad de los microorganismos 

(bacterias y levaduras) a los antimicrobianos se determina en fase líquida, en una 

serie de microtubos moldeados en una placa de ELISA de noventa y seis pozos.  

La placa se prepara colocando 50 µL de caldo (Müeller-Hinton para ensayos con 

bacterias) más el extracto o el aceite esencial en cada celda a diferentes 

concentraciones experimentales (en este caso para el aceite esencial 40, 20, 10, 5, 

2.5, 1.75, 0.875 mg/mL y para el extracto 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.781 
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mg/mL), las concentraciones anteriormente mencionadas se colocaron tomando el 

criterio de pruebas piloto para determinar los rangos de concentraciones que se 

requerían para el experimento.  

Se prepara la suspensión bacteriana de acuerdo al método descrito anteriormente 

(a la metodología de la evaluación cualitativa) hasta alcanzar el estándar N° 0.5 de 

McFarland. De esta suspensión se toman 100 µL y se le adicionan 99.9 mL de 

solución salina al 0.9% obteniendo así una concentración de 1x105 bacterias/mL. 

Cada celda se inocula con 50 µL de esta suspensión bacteriana. Una vez inoculada 

la placa se tapa para evitar la desecación y se incuba por 24 h. a 37 °C. Pasado 

este tiempo se añaden 50 µL a cada celda de una solución de cloruro de tetrazolio 

(TTC) al 0.08% y se incuba a 37°C esta vez por 30 min.  

En las celdas donde se desarrollan los microrganismos esta sustancia es reducida 

a formazán, produciéndose una coloración rojiza-violácea, de lo contrario significa 

que no hay desarrollo bacteriano y la solución permanece clara. Es muy importante 

mantener protegida la placa de la luz, debido a que esto puede alterar los 

resultados.   

Interpretación de resultados:   

La concentración a la cual existe una disminución drástica del crecimiento 

representa la CMI y la concentración que produce una inhibición completa del 

desarrollo representa la CMB. Para obtener significancia estadística esta prueba se 

hace por triplicado. 

7.3.4 Actividad del extracto y del aceite esencial sobre la curva del 

crecimiento bacteriano  

 

Para determinar si el extracto metanólico de ruda y el aceite esencial de clavo tenía 

un efecto bactericida o bacteriostático, se evaluó su actividad sobre la curva de 

crecimiento bacteriano, para la cual se preparó un tubo para cada concentración del 

extracto (½ CMI, CMI y CMB) y otro para el testigo, de esta forma se muestreó 

desde el tiempo cero y después a intervalos de una hora durante los cuatro primeros 
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tiempos, posteriormente dos muestras con intervalos de dos horas, una muestra a 

las 12 h y finalmente a las 24 h. Todos los bioensayos se realizaron por triplicado.39 

con la siguiente metodología: 

Se prepara un tubo por lo menos para cada uno de los productos a probar, para el 

muestreo desde el tiempo cero y después a intervalos de una hora durante los 

cuatro primeros tiempos, después durante dos horas, durante 4 h y finalmente a las 

12 y 24 h. Posteriormente también se prepara y rotula un tubo que sirve como control 

del experimento.  

El inóculo se obtiene aproximadamente con 1x108 bacterias/mL en un tubo de 

ensayo con 10 mL de caldo Müeller-Hinton (esta concentración bacteriana se 

obtiene en un periodo de 24 h de incubación). Se inocula con ayuda de una 

micropipeta 100 µL de la suspensión de bacterias en los tubos que contengan los 

productos a probar, estos deben tener la concentración de CMI, la mitad de la CMI 

y CMB. Se incuba en una estufa sin presión de CO2.  Se muestreó cada hora las 

primeras 4 h, después cada dos horas y finalmente a las 12 y 24 horas.  La duración 

del experimento es de 24 a 36 h.  

Por último, se graficó el logaritmo del número de sobrevivientes en el eje de las 

ordenadas “Y” contra el tiempo de incubación del eje de las abscisas “X”, para 

determinar la cantidad necesaria del material vegetal a evaluar necesarios para que 

se produzca la muerte de la bacteria, se prolonga la zona lineal de la curva de 

supervivencia hasta su intersección con el eje de las ordenadas.40 

7.4  Detección molecular de genes  

 

7.4.1 Extracción de DNA plasmídico 

La extracción de DNA se realiza por el método de lisis alcalina, siguiendo 

las indicaciones descritas por de Birnboim y Doly47 donde las bacterias de un día a 

otro se dejan crecer en caldo Luria, posteriormente se centrifugan 3mL en 2 

fraccciones a 9500 rad/s por 5 min.  Se resuspenden en 100 µL de solución I 

(Glucosa 50 mM; Tris.Cl (pH 8.0) 25 mM; EDTA (pH 8.0) 10 mM. Posteriormente se 
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adicionan 200 µL de solución II (0.2 N NaOH; 1% SDS) preparada el mismo día a 

partir de soluciones concentradas, mezclada por inversión e incubación en hielo 

durante unos minutos. Luego se adicionan 150 µL de solución III (60 mL acetato de 

sodio 5M; 11.5 mL ácido acético glacial; 28.5 mL de H2O) con incubación en hielo 

durante algunos minutos y centrifugación a 9500 revoluciones por 5 min. Se separa 

el sobrenadante en tubo nuevo y se añaden 420 µL de Cloroformo-Fenol-Alcohol 

isoamílico. Se mezcla por inversión y se centrifuga. Se separa la fase acuosa 

(superior) en tubo nuevo y se añade 1 mL de Etanol Absoluto. Se desecha el 

sobrenadante y se lava la pastilla con etanol al 70% frío, dejando secar a 

temperatura ambiente algunos minutos y se resuspende en 50 µL de 

H2O deionizada estéril.     

7.4.2 Detección de genes de resistencia bacteriana 

Se emplea como molde para la PCR 5 µL del sobrenadante obtenido en 

la extracción de DNA. Se emplean como oligonucleótidos (IDT) 2 parejas 

denominadas: blaTEM-20 (F: GAT AAC ACT GCG GCC AAC TT y R: TTG CCG 

GGA AGC TAG AGT AA) y blaSHV-2 (F: CTT TCC CAT GAT GAG CAC CT y R: 

CGC TGT TAT CGC TCA TGG TA) con una concentración de 12.5 uM. Las 

condiciones empleadas en las distintas reacciones de PCR (termociclador Techne-

TC-512) son Master Mix PCR M7502 (Promega) 12.5 µL, 1 µL primer F, 1 µL primer 

R, muestra de DNA 5 µL y agua libre de nucleasas 5.5 µL. 

Dentro del termociclador para el gen TEM-20 las etapas de PCR fueron; una 

desnaturalización de 5 min a 97 °C, 30 ciclos de 1 min a 94 °C, anillamiento 1 min 

a 56 °C (a excepción del gen blaSHV que requiere 54°C para el anillamiento), 

extensión 1 minuto a 72 °C, seguido de 10 minutos a 72 °C de extensión final. Los 

productos de PCR serán visualizados en geles de agarosa (Merck, Alemania) al 

1.5%, en TEB 1X con tinción de bromuro de etidio. Se empleará un buffer de carga 

5X colorless marcador de peso molecular de 100-2000 bp DNA (Bioline, EEUU). 34  
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7.5 Análisis estadístico 

 

Para la evaluación en placa-agar se realizaron por triplicado y los valores luego se 

presentaron como media ± desviación estándar. El análisis de los datos del aceite 

esencial y el extracto metanólico con respecto al cloranfenicol se realizó utilizando 

el análisis de varianza (ANOVA) de una vía y se consideraron con una prueba de 

comparación múltiple Tukey-Kramer (p <0.05), así como q1-q4 para la obtención del 

diagrama de caja-bigote usando R-project Core-Team (2017). 
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8. Resultados 

 

De la presente tesis se mandaron dos artículos; el primero de epidemiología a la revista de 

Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica y el segundo con respecto al análisis con 

la ruda y el clavo a Journal of Food and Drug Analysis que se presenta al final de la presente 

tesis y como archivo adjunto. 

 

8.1  Material vegetal 

 

El aceite esencial de Syzygium aromaticum tuvo un rendimiento del 6.35% y una 

densidad de 1.16 g/mL y el extracto metanólico de Ruta chalepensis un rendimiento 

del 16.60%. El extracto metanólico de ruda presentó una actividad antioxidante 

media (CA50) de 115 μg/mL. Considerando el criterio de Al-Fatimi (2007)48, donde 

se refiere que a una CA50 menor de 96.6 μg/mL para extractos se consideran 

excelentes, aunque en el intervalo de 100-1000 ug/mL todavía se consideran con 

actividad antioxidante buena o media, podemos afirmar que este extracto posee una 

buena o media capacidad antioxidante ya que el valor que presentó se encuentra 

dentro del rango, y esto es de suma importancia en infecciones debido a que existe 

en las mismas, una reacción de defensa que es la generación de radicales libres, 

los cuales inhiben el crecimientos de microorganismos pero también pueden afectar 

a las células humanas. 

 

Además, el extracto se comparó con la quercetina el cual es un flavonoide que 

posee una alta capacidad antioxidante; el valor obtenido para este flavonoide fue de 

1.89 μg/mL. Es necesario considerar que la quercetina es un compuesto puro y por 

el contrario el extracto metanólico de ruda es una mezcla de compuestos, los cuales 

podrían estar actuando en sinergismo y probablemente por esta razón la CA50 que 

presenta el extracto es menor al de la quercetina.  
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Se encontró que el extracto posee una concentración de fenoles totales de 133.58 

mg de equivalentes de ácido gálico lo que representa 133.58 mg de fenoles totales 

en 1 g del extracto y de flavonoides totales 10.895 mg de eQ/g. 

 

Asimismo, al extracto metanólico de ruda y al aceite esencial de clavo se les realizó 

una cromatografía de gases-masas, en la Figura 4 se muestra el cromatograma del 

extracto metanólico de ruda y en la Tabla 1 los compuestos identificados por la base 

de datos NIST (2013) y la de PubMed Compound del National Center of 

Biotechnology Information (NCBI) en la ruda que contiene algunos compuestos 

indólicos, así como en la Figura 4 se muestra el cromatograma del aceite esencial 

de clavo y sus componentes terpenicos como el eugenol y el cariofileno en la Tabla 

2 colocando el tiempo de retención y el porcentaje de abundancia de cada uno de 

los compuestos identificados.  

 

Figura 4. Cromatograma de gases masas del extracto metanólico de ruda. 
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Tabla 1.  Metabolitos secundarios identificados en el extracto metanólico de 

ruda. 

No. De 

compuesto 

Tiempo 

de 

retención 

(min) 

Compuesto % de 

abundancia 

Estructura 

1 3.695 Indolizina 7.68 

 

2 4.915 Indolizina 1.621 

 

3 9.591 3-metil-2-

fenilindol 

29.602 

 

 

 

Figura 5. Cromatograma de gases masas del aceite esencial de clavo. 
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Tabla 2. Metabolitos secundarios identificados en el aceite esencial de clavo. 

No. De 

compuesto 

Tiempo 

de 

retención 

(min) 

Compuesto % de 

abundanci

a 

Estructura 

1 8.728 Eugenol 71.44 

 

2 8.872 Eugenol 5.882 

 

3 9.305 Cariofileno 16.77 

 

4 9.513 
Alfa-

cariofileno 

0.73 

 

5 9.762 Acetileugenol 5.178 
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8.2  Colecta del material bacteriano 

 

Se realizó una selección de muestras a conveniencia (de 135 cepas de E. coli 

productoras de BLEE) en un periodo de Julio-Diciembre de 2017. En la Figura 6 se  

observa que estas cepas son multiresistentes a antibióticos como Cefazolina, 

Ceftriaxona, Cefepima que son cefalosporinas de tercera y cuarta generación y lo 

cual las hace productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE). 

 

Figura 6. Antibiogramas de las 135 cepas de E. coli BLEE. 

 

Para realizar los antibiogramas, la evaluación en placa-agar, determinación de CMI 

y CMB se usó como control la E. coli ATCC 25922 que es sensible a los antibióticos 

anteriores. 

8.2.1 Evaluación en placa-agar  

 

Posterior a la obtención del extracto y aceite esencial, se llevó a cabo la evaluación 

bacteriana en placa-agar, con la finalidad de obtener la sensibilidad de las bacterias 

al extracto y al aceite esencial midiendo los halos de inhibición, usando como control 

positivo se utilizó cloranfenicol.  

 

0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%

100%

Antibiogramas de cepas E. coli BLEE

Resistente Sensible Intermedio



 

29 
 

En la Tabla 3 se muestran las medias y desviaciones estándar de los halos de 

inhibición, se encontró que el clavo tiene mejor efecto inhibidor con respecto a la 

ruda, mostrándose en verde las cepas más sensibles que se ocupan para 

determinar la CMI, CMB y el aislamiento del DNA plasmídico para observar la 

presencia de los genes de resistencia tomando como criterio de selección que el 

halo de inhibición fuera mayor a 21 mm de diámetro en el caso del aceite y de 10 

mm en el extracto. 

Tabla 3. Promedio y desviación estándar de los halos de inhibición (mm). 

Bacteria E. coli 
BLEE 

Halos de inhibición con media y desv. 
Std. N.A: no activo 

 (mm)  

  
S. 

aromaticum 
R. 

chalepensis Control + 

ECB1 10.33± 0.57 NA 17.33±2.30 

ECB2 12.00±4.58 6.33±0.58 19.00±1.73 

ECB3 15±2 6.33±0.58 21.33±0.58 

ECB4 12.66±1.15 NA 7.00±1.00 

ECB5 15.00±1.00 NA 16.00±1.00 

ECB6 17.33±0.57 13.66±1.15 12.33±2.08 

ECB7 13.33±0.57 NA 19.66±0.57 

ECB8 20.66±1.15 NA 20.33±1.15 

ECB9 15.00±2.00 6.33±0.58 21.33±0.58 

ECB10 15.00±3.00 NA 20.33±0.57 

ECB11 19.00±1.00 NA 14.33±1.15 

ECB12 14.66±1.52 NA 20.33±1.52 

ECB13 12.66±1.15 NA NA 

ECB14 10.66±1.15 NA 6.00±0.00 

ECB15 17.66±3.78 NA 20.00±1.00 

ECB16 12.00±4.58 6.33±0.57 19.00±1.73 

ECB17 15.00±2.00 6.33±0.57 21.33±0.57 

ECB18 13.00±1.73 6.66±0.57 16.66±0.57 

ECB19 15.00±2.00 6.33±0.58 21.33±0.58 

ECB20 10.33±2.51 NA 19.00±1.73 

ECB21 16.66±2.51 6.33±0.57 5.5±0.00 

ECB22 12.00±0.00 NA NA 
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ECB23 15.33±2.08 5.00±0.00 27.66±2.08 

ECB24 12.66±3.05 5.00±0.00 27.66±2.08 

ECB25 11.66±1.52 5.00±0.00 7.33±0.57 

ECB26 10.66±0.57 5.00±0.00 19.00±1.00 

ECB27 11.66±1.52 5.00±0.00 NA 

ECB28 15.66±0.57 5.00±0.00 28.66±2.30 

ECB29 17.66±2.51 5.00±0.00 7.33±0.57 

ECB30 16.00±2.00 5.00±0.00 29.00±1.73 

ECB31 15.00±0.00 5.00±0.00 26.00±1.73 

ECB32 20.00±0.00 5.00±0.00 26.33±2.31 

ECB33 18.00±0.00 5.00±0.00 25.33±4.16 

ECB34 19.00±1.73 5.00±0.00 6.33±0.58 

ECB35 11.00±1.73 5.00±0.00 6.00±1.00 

ECB36 14.67±1.53 5.00±0.00 16.67±2.89 

ECB37 11.00±1.00 7.00±0.00 23.33±1.53 

ECB38 18.00±0.00 5.00±0.00 6.33±0.58 

ECB39 21.67±0.58 5.00±0.00 28.33±2.89 

ECB40 10.67±3.79 5.00±0.00 22.33±0.58 

ECB41 25.00±0.00 5.00±0.00 26.33±1.15 

ECB42 10.00±0.00 5.00±0.00 5.00±0.00 

ECB43 17.00±0.00 6.00±0.00 23.67±1.15 

ECB44 10.33±0.58 6.00±0.00 7.00±0.00 

ECB45 10.67±0.58 5.00±0.00 19.67±0.58 

ECB46 14.33±1.15 5.00±0.00 20.00±0.00 

ECB47 20.00±0.00 5.00±0.00 22.67±0.58 

ECB48 18.00±1.73 5.00±0.00 5.00±0.00 

ECB49 12.33±0.58 5.00±0.00 29.67±1.53 

ECB50 15.00±0.00 5.00±0.00 5.00±0.00 

ECB51 10.00±0.00 5.00±0.00 30.67±1.15 

ECB52 17.00±0.00 5.00±0.00 29.00±1.73 

ECB53 12.00±0.00 5.00±0.00 23.33±1.53 

ECB54 17.33±2.52 5.00±0.00 7.00±0.00 

ECB55 20.00±3.00 5.00±0.00 27.67±2.52 

ECB56 10.00±0.00 5.00±0.00 5.00±0.00 

ECB57 21.33±1.15 5.00±0.00 21.33±1.53 

ECB58 20.00±0.00 5.00±0.00 5.00±0.00 
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ECB59 17.33±0.58 11.67±0.58 20.67±0.58 

ECB60 14.33±3.21 5.00±0.00 23.00±1.00 

ECB61 19.33±1.15 5.00±0.00 5.00±0.00 

ECB62 19.00±3.61 5.00±0.00 20.33±0.58 

ECB63 13.67±1.15 5.00±0.00 22.33±0.58 

ECB64 15.67±1.15 5.00±0.00 5.00±0.00 

ECB65 7.00±0.00 5.00±0.00 27.00±3.46 

ECB66 18.67±1.15 5.00±0.00 25.67±2.89 

ECB67 11.67±1.53 5.00±0.00 25.00±0.00 

ECB68 12.00±0.00 7.00±0.00 8.00±1.00 

ECB69 17.33±2.52 5.00±0.00 24.00±1.73 

ECB70 12.00±4.58 6.33±0.58 19.00±1.73 

ECB71 10.00±0.00 5.00±0.00 28.33±0.58 

ECB72 17.00±0.00 5.00±0.00 25.00±0.00 

ECB73 15.00±0.00 5.00±0.00 26.33±4.04 

ECB74 27.67±2.52 5.00±0.00 21.00±1.00 

ECB75 20.00±0.00 5.00±0.00 20.00±0.00 

ECB76 19.00±1.73 10.00±0.00 10.00±0.00 

ECB77 20.00±0.00 5.00±0.00 21.33±1.53 

ECB78 19.00±1.73 5.00±0.00 25.00±0.00 

ECB79 15.00±2.00 6.33±0.58 21.33±0.58 

ECB80 21.33±1.15 5.00±0.00 22.67±2.52 

ECB81 18.00±1.73 5.00±0.00 23.67±1.15 

ECB82 12.67±0.58 5.00±0.00 13.33±1.53 

ECB83 19.33±1.15 5.00±1.15 20.67±1.15 

ECB84 16.33±1.15 10.00±0.00 9.00±1.73 

ECB85 13.33±1.15 5.00±0.00 17.66±0.58 

ECB86 21.00±1.00 5.00±0.00 20.33±2.52 

ECB87 11.66±0.58 5.00±0.00 22.66±2.08 

ECB88 11.33±0.58 5.00±0.00 20.00±0.00 

ECB89 14.00±1.73 9.66±1.53 11.00±1.00 

ECB90 12.00±4.58 6.33±0.58 19.00±1.73 

ECB91 10.33±1.15 5.00±0.00 21.66±1.53 

ECB92 11.33±0.58 5.00±0.00 20.00±0.00 

ECB93 11.66±0.58 5.00±0.00 7.00±0.00 

ECB94 13.00±1.00 5.00±0.00 21.66±1.15 
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ECB95 11.33±0.58 5.00±0.00 6.66±0.58 

ECB96 22.66±0.58 5.00±0.00 6.66±0.58 

ECB97 13.33±1.53 5.00±0.00 22.33±2.52 

ECB98 13.33±1.15 5.00±0.00 17.66±0.58 

ECB99 11.66±1.15 5.00±0.00 28.33±0.00 

ECB100 14.33±0.58 5.00±0.00 7.00±0.00 

ECB101 11.33±0.58 5.00±0.00 7.00±0.00 

ECB102 11.33±1.15 5.00±0.00 21.33±1.53 

ECB103 11.00±1.00 5.00±0.00 20.00±0.00 

ECB104 10.66±1.15 5.00±0.00 22.33±1.15 

ECB105 11.00±1.00 5.00±0.00 22.00±0.00 

ECB106 10.66±0.58 5.00±0.00 24.66±1.53 

ECB107 11.66±0.58 5.00±0.00 22.33±2.52 

ECB108 19.33±1.15 5.00±0.00 7.33±0.58 

ECB109 11.66±0.58 5.00±0.00 22.33±2.52 

ECB110 12.33±0.58 5.00±0.00 16.66±3.51 

ECB111 13.33±1.53 5.00±0.00 7.00±0.00 

ECB112 11.00±1.73 5.00±0.00 20.00±0.00 

ECB113 11.33±1.15 5.00±0.00 19.33±1.15 

ECB114 16.66±3.51 5.00±0.00 7.00±0.00 

ECB115 18.66±1.53 5.00±0.00 7.00±0.00 

ECB116 13.33±1.53 5.00±0.00 27.33±2.52 

ECB117 12.33±0.58 5.00±0.00 12.00±0.00 

ECB118 25.00±0.00 5.00±0.00 24.33±1.15 

ECB119 20.00±0.00 14.66±0.58 22.33±2.52 

ECB120 20.00±0.00 5.00±0.00 27.66±2.52 

ECB121 18.00±1.73 17.33±1.15 18.00±1.73 

ECB122 22.00±0.00 5.00±0.00 7.00±0.00 

ECB123 21.00±1.73 18.66±1.15 13.33±0.58 

ECB124 20.00±0.00 r14.33±1.15 24.00±1.73 

ECB125 22.33±0.58 5.00±0.00 22.00±1.00 

ECB126 21.33±1.15 5.00±0.00 7.00±0.00 

ECB127 17.00±0.00 12.33±0.58 24.33±3.79 

ECB128 20.00±0.00 5.00±0.00 6.33±0.58 

ECB129 22.66±0.58 5.00±0.00 24.33±2.31 

ECB130 26.66±1.53 5.00±0.00 17.33±0.58 
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ECB131 12.00±4.58 6.33±0.58 19.00±1.73 

ECB132 24.33±1.15 15.33±1.53 22.33±4.04 

ECB133 21.00±0.00 14.33±1.15 21.00±1.00 

ECB134 25.00±0.00 6.33±1.15 19.33±1.15 

ECB135 18.00±0.00 15±2 21.00±1.00 

ATCC 25922 25.00±0.00 5.00±0.00 14.66±0.57 

 

En la Tabla 3, el extracto metanólico de ruda presentó una media (Me=5 mm) menor, 

en comparación con el aceite esencial de clavo (Me=15 mm), debido a que 

existieron en su mayoría de las cepas un promedio de halos de inhibición de 5 mm, 

que después en la Figura 7 se observa una diferencia entre medianas entre promSA 

(aceite esencial de clavo), promRC (extracto metanólico de ruda) y promControl, por 

lo que al realizarse una prueba estadística si hay diferencias significativas (F=1.33, 

p=0.001) donde el aceite esencial de clavo presentó los mayores halos de inhibición, 

en comparación con el extracto de ruda. 
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Figura 7. Gráfico de caja-bigote de los promedios de los halos de inhibición 

(mm),  promSA (promedio de clavo), promRC (promedio de ruda), promControl 

(promedio del cloranfenicol). 

 

8.2.2 Evaluación en dilución de caldo  

 

Una vez que se observó qué cepas bacterianas fueron sensibles al extracto y/o al 

aceite esencial, se determinó la CMI y CMB para saber a qué concentración se 

inhibe el crecimiento de dichas bacterias. Tomando que para el aceite esencial la 

concentración del Stock fue de 80 mg/mL y para el extracto 100 mg/mL. 

 

Los resultados obtenidos de la determinación de la CMI y CMB del extracto de R. 

chalepensis y al aceite esencial de S. aromaticum se encuentran en la Tabla 4, en 

la cual se observa que en la cepa 123 con clavo y ruda existe un comportamiento 
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similar. Sin embargo, la mejor cepa para realizar la cinética bacteriana es la 132 

donde para R. chalepensis la es CMI: 0.78 mg/mL y CMB: 3.125 mg/mL y para S. 

aromaticum es CMI: 10 mg/mL y CMB: 80 mg/mL, ya que niveles más bajos de CMI 

y mayores zonas de inhibición equivalen a los niveles más altos de potencial 

antibiótico en una sustancia.10,11 

 

Tabla 4. Determinación de la CMI y CMB de las cepas más sensibles al extracto 

y al aceite esencial. 

Bacteria E. coli BLEE 

Unidad medida en mg/mL 

S. aromaticum R. chalepensis 

CMI CMB CMI CMB 

ECB39 20 40     

ECB41 20 >40     

ECB57 20 40     

ECB59     12.5 25 

ECB74 20 40     

ECB80 20 40     

ECB86 20 40     

ECB96 20 40     

ECB118 20 40     

ECB119     25 50 

ECB121     25 50 

ECB122 10 40     

ECB123 20 40 25 50 

ECB124     25 50 

ECB125 20 >40     

ECB126 20 40     

ECB127     12.5 25 

ECB129 20 40     

ECB130 20 40     

ECB132 10 80 1.56 3.125 

ECB133 40 >40 12.5 25 

ECB134 20 40     

ECB135     12.5 25 
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ATCC 25922 20 40 12.5 25 

 

8.2.3 Curva de crecimiento bacteriano 

 

Después de haber determinado la CMI y CMB, se realizaron curvas de crecimiento 

bacteriano para saber en qué tiempo había un descenso drástico de la población, 

es decir, en qué periodo de tiempo el extracto y/o el aceite esencial actuaban como 

bacteriostático o bactericida.   

 

El criterio para seleccionar la cepa bacteriana en las siguientes cinéticas fue usar 

aquella cepa más sensible; de ambas especies fue la cepa 132, es decir las cepas 

con las menores concentraciones determinadas para CMI y la CMB (las más 

sensibles), para el extracto metanólico de ruda se tomó una CMI= 1.56 mg/mL, ½ 

CMI= 0.78 mg/mL, CMB= 3.125 mg/mL y para el aceite esencial de clavo se tomó 

una CMI=10 mg/mL, ½ CMI= 5 mg/mL, CMB= 80 mg/mL.  

 

En la Figura 8 se muestra la cinética bacteriana de la cepa 132 de E. coli BLEE con 

el aceite esencial de clavo, este con respecto al grupo Testigo que es la bacteria 

sola, 1/2 CMI, CMI y CMB tuvo una actividad bactericida hasta las 12 h, después 

existe un incremento en la población a las 24 h, lo cual permite definir a este aceite 

con efecto bacteriostático a unidosis. 
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Figura 8. Cinética bacteriana de la cepa 132 ante el aceite esencial de clavo. 

 

En la Figura 9 se muestra que el extracto metanólico de ruda con respecto al grupo 

Testigo que es la bacteria sola, 1/2 CMI, CMI y CMB tuvieron oscilaciones en 

resultados al llegar hasta las 12 h, la disminución del crecimiento bacteriano se 

muestra evidentemente hasta las 24 h, lo cual permite definir a este aceite con 

efecto bacteriostático a unidosis. 

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

8.0

9.0

0 5 10 15 20 25 30

lo
g 

U
FC

s 
b

ac
te

ri
an

as
/m

L

Testigo 1/2CMI CMI CBM



 

38 
 

 

Figura 9. Cinética bacteriana de la cepa 132 con el extracto metanólico de 

ruda. 

 

8.2.4 Detección molecular de genes  

 

Para el caso de la extracción del DNA plasmídico se ocuparon las cepas más 

sensibles (Tabla 4), de las que para el gen blaTEM-20 solo resultaron positivas 6 

cepas; y para el caso del gen blaSHV-2 las cepas resultaron negativas. En la  Figura 

10 se muestran los resultados positivos donde el gen se presenta a 225pb. 
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Figura 10. Gen de resistencia blaTEM-20 en DNA plasmídico de cepas E. coli 

BLEE. 
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9. Discusión 

 

En los últimos años, numerosas investigaciones se han encaminado a la búsqueda 

de nuevos compuestos con actividades biológicas a partir de fuentes naturales 

como búsqueda para encontrar alternativas terapéuticas para combatir infecciones 

causadas por bacterias multiresistentes. Dentro de ellas, un considerable número 

de estudios han sido llevados hacia la evaluación de la actividad antiinflamatoria, 

antioxidante o antimicrobiana de extractos y otros productos de plantas medicinales 

y aromáticas. Dentro del grupo de estas plantas, se han identificado una serie de 

moléculas con actividad contra diferentes géneros y especies de bacterias y hongos 

de importancia clínica  para los humanos, convirtiéndose en una alternativa para el 

desarrollo y la formulación de nuevos fármacos antimicrobianos con menores 

efectos secundarios, mayor espectro de acción y menor costo que los disponibles 

actualmente para el tratamiento de las infecciones microbianas49 de fácil adquisición 

por la comunidad y usadas desde épocas prehispánicas ya en ciertas zonas rurales 

por las personas para combatir malestares.  

 

En el municipio de El Oro como en otros lugares de nuestro país el clavo y la ruda 

en té son utilizados para el tratamiento infecciones bucales, dolores abdominales, 

etc. Además, la ruda ha sido reportada por tener actividad antibacteriana, con 

actividad antiacetilcolinesterasa, antioxidante, ansiolítica, antifúngica, 

antihiperglucemiante, por varios autores (Ouerghemmi; Khadhri; Castro-Bolaños; 

Loizzo; Meléndez).50-54 En cuanto al clavo se han reportado actividades 

anticancerígenas, neuroprotector, hepatoprotector, antimicrobiano (Venugopal; 

Shekar; Jose; Sathiskumar).55-58 

 

Además que en infecciones causadas por microorganismos como E. coli, el sistema 

inmunitario responde mediante diversas reacciones de defensa generando 

radicales libres que son sustancias oxidantes que inhiben el crecimiento de los 

microorganismos causantes de la enfermedad. Estos compuestos oxidantes (como 

el peróxido de hidrógeno,) también afectan a las células del humano, por lo cual se 
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consideró pertinente evaluar la actividad antioxidante. Un antioxidante es una 

molécula capaz de retardar o prevenir la oxidación de otras moléculas.65 Teniendo 

que para el caso del extracto metanólico de ruda tiene una actividad antioxidante 

media (CA50) de 115 μg/mL de acuerdo con el criterio de Al-Fatimi44, este valor 

corresponde al rango de mediana actividad antioxidante, que están relacionadas 

con la concentración de compuestos fenólicos y flavonoides. 

 

Todas y cada una de las propiedades biológicas que presentan el clavo y la ruda se 

deben a los metabolitos secundarios que son sintetizados por las mismas.  Estas 

sustancias sirven como mecanismos de defensa de las plantas contra la predación 

por microorganismos, insectos y herbívoros, es decir,  para su éxito ecológico 

(Araujo, 2008)66. Por tal motivo, estos productos se sometieron a CG-EM para saber 

cuáles son los compuestos responsables de las diferentes actividades biológicas 

que se muestran en la Tabla 1 y 2 donde  el extracto metanólico presentó índoles e 

indolizinas y el aceite esencial presentó a eugenol, cariofileno, los cuales han sido 

reportados por sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes.  

 

En la evaluación de la actividad antibacteriana de la ruda y clavo, se puede observar 

que el extracto metanólico de ruda presentó una media menor (promRC=5 mm), en 

comparación con el aceite esencial de clavo (promSA=15 mm), debido a que 

existieron en su mayoría de las cepas un promedio de halos de inhibición de 5 mm 

por lo que si hay diferencias significativas (F=1.33, p=0.001) observándose en el la 

Figura 7, es decir, el aceite esencial de clavo presentó los mayores halos de 

inhibición, en comparación con el extracto de ruda. 

 

Lo anterior confirma entonces que los halos de inhibición fueron de mayor diámetro  

para S. aromaticum, al menos para la prueba en placa-agar, esto puede deberse a 

las diferencias estructurales y composición de los grupos bacterianos y la 

susceptibilidad de cada cepa al extracto y aceite probados, las Gram negativas en 

donde estructuralmente presenta una membrana más resistente a  los disolventes 

orgánicos y menos permeable a las moléculas de carácter hidrofóbico (Cimanga et 
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al; Gros et al.; Nikaido y Nakae).59,45,60 Además, los mecanismos de resistencia que 

han desarrollado las bacterias son muy variados y van desde bombas de flujo que 

disminuyen la concentración del antibiótico en el interior de la bacteria, hasta 

modificaciones y cambios en la molécula blanco, sitio al cual se une el antibiótico, 

también se presentan en algunos mecanismos de resistencia, variaciones de la 

membrana plasmática, que no permiten el paso del antibiótico y la creación de 

enzimas que hidrolizan el antibiótico volviéndolo inactivo8.  

 

En la determinación de la CMI y CMB, el extracto y aceite esencial de la ruda y el 

clavo tuvieron actividad en las cepas más sensibles, mostrándose mayor 

sensibilidad en la cepa 132 mostradas en la Tabla 4. 

 

Es importante mencionar que los agentes antimicrobianos se pueden clasificar 

como bacteriostáticos o bactericidas. Los agentes bacteriostáticos inhiben la 

multiplicación, de tal manera que solo hay un descenso drástico de la población 

bacteriana  para que el sistema inmune acabe con ellos después de haber tomado 

el antibiótico. Los agentes bactericidas tienen una acción letal sobre los 

microorganismos bacterianos, por lo que éstos pierden irreversiblemente su 

viabilidad o son lisados.61  

 

En este sentido los resultados obtenidos en este trabajo confirman que la ruda y 

clavo tienen un efecto inhibitorio en bacterias  E. coli multiresistentes y con efecto 

bacteriostático aunque en mayor medida el aceite esencial de clavo, pues como se 

observa en la Figura 8 hasta el tiempo de 12 h se observa una disminución de la 

población bacteriana en unidosis, aunque la CMI y CMB son mayores con respecto 

al extracto metanólico de ruda que se observan en la Figura 9.  

 

El efecto bacteriostático por parte de la ruda y el clavo se podría deber a que las 

bacterias pertenecientes a E. coli han creado medidas de supervivencia como lo 

son las enzimas llamadas betalactamasas de espectro extendido que son enzimas 

inactivantes, 62 lo cual podría interferir en el efecto de este tipo de productos 
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naturales pues la bacteria tiene membranas de alta selectividad, lo que le permite 

repeler compuestos tóxicos para la misma. Si bien es cierto que existe un 

comportamiento sinérgico entre todos los compuestos del extracto y del aceite 

esencial, y que es la causa principal del comportamiento bactericida a cierto punto 

de la cinética, se debe tomar en cuenta que la genética de la población bacteriana 

no es igual.63  

 

Un antibiótico útil debe poseer toxicidad selectiva, es decir, la inhibición selectiva 

del crecimiento de los microorganismos sin dañar al hospedero y poder reconocer 

las células diana bacterianas como la pared celular, los ribosomas, los ácidos 

nucléicos y la membrana celular, para así poder inhibir el crecimiento o lisar las 

células.64  

 

Por lo anterior, la presencia de ciertos metabolitos como lo son;  el eugenol en el 

estudio de Ajiboye et al.29 es uno de los componentes que muestra actividad 

antimicrobiana, obteniendo una  concentración mínima inhibitoria (CMI) de 0.06 

mg/mL, alterando la permeabilidad de la membrana y causando el aumento de 

enzimas de estrés oxidativo como lo es catalasa y superóxido dismutasa, a su vez 

el cariofileno en el estudio de Danham, et al.67 muestra una actividad antimicrobiana 

en Gram positivos y Gram negativos como E. coli.  

 

En un estudio de Ouerghemi et al.50 los extractos metanólicos de ruda inhibieron el 

crecimiento de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, E. coli 

multiresistentes. Por otro lado, la eficacia de estos extractos frente a las bacterias 

podría deberse en parte a su composición fenólica. De hecho, varios estudios 

atribuyeron el efecto inhibidor de los extractos de plantas contra patógenos 

bacterianos a su composición fenólica.68-69  

 

El efecto inhibidor de los compuestos fenólicos podría explicarse por la adsorción a 

las membranas celulares, la interacción con las enzimas, el sustrato y la privación 

de iones metálicos.70  
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Con esta investigación se valida experimentalmente el uso de la ruda y clavo en 

México, por tal motivo, es importante preservar y difundir estos conocimientos para 

un uso sustentable de estos, ya que son muy usadas en nuestro país. 

 

Toda la información genética esencial para la vida de la bacteria está contenida en 

una única molécula de ácido desoxirribonucleico (DNA) de doble cadena y circular, 

cerrado por enlace covalente. Dicha molécula se denomina cromosoma bacteriano. 

Muchas bacterias poseen además DNA extracromosómico, también circular y 

cerrado, denominado DNA plasmídico por estar contenido en los plásmidos. Aunque 

el DNA plasmídico no porta información genética esencial para la vida de la bacteria, 

sí porta genes que le confieren nuevas propiedades fenotípicas y que en algunos 

casos le son útiles para su adaptación al crecimiento en determinados ambientes.  

 

Muchas bacterias potencialmente patógenas para el hombre, solo son capaces de 

comportarse como tales cuando portan un plásmido que contiene genes que le 

permiten expresar moléculas de adhesión a los tejidos del huésped o sintetizar 

sustancias tóxicas para éste. En otros casos, los plásmidos contienen genes que 

codifican enzimas capaces de degradar algunos antibióticos, permitiendo que la 

bacteria sobreviva a la acción de los mismos. La adquisición de DNA plasmídico por 

una cepa bacteriana, puede realizarse por medios distintos a la conjugación como 

transformación, la transducción mediada por fagos o la incorporación en el 

cromosoma, como veremos más adelante.72 

 

Asimismo  también se observó si estas cepas multiresistentes portaban en su DNA 

plasmidico genes de resistencia a betalactamasas de espectro extendido como 

blaTEM-20 y blaSHV-2 presentadas en la Figura 10 debido a que el principal gen 

implicado en la producción de β-lactamasas en E. coli uropatógena es blaTEM, 

comparándolo con la presencia de blaSHV-2, además de presentarse co-existencia 

de ambos genes, 73 además que la   presencia   de   los  genes  blaSHV,  blaTEM  

entre otros  en  bacilos  Gram  negativos  aislados  de muestras hospitalarias indica  
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una  probable  capacidad  de  movilizarse  y  transferirse  horizontalmente,  lo  que  

les  confiere  un  claro  potencial  epidémico  en  el  ámbito  hospitalario  y  en  la  

comunidad. 74   

 

En este sentido, en este proyecto solo se encontró la presencia del gen blaTEM-20 

en DNA plasmídico en las cepas más sensibles (25) fueron positivas 6 (28%), para 

el gen blaSHV-2 no se encontró de las 25 cepas alguna positiva. 

 

10.  Conclusiones 

 

 El aceite esencial de clavo y el extracto metanólico de ruda tienen actividad 

antibacteriana en cepas multiresistentes de E. coli BLEE. 

 El aceite esencial de clavo y el extracto metanólico de ruda tienen actividad 

bacteriostática, más efectivo en el aceite hasta las 12h. 

 El extracto metanólico tiene una mediana actividad antioxidante (CA50) de 

115 μg/mL. 

 El aceite esencial de clavo contiene sesquiterpenos como el cariofileno y 

eugenol que es un alilbenceno. 

 El extracto metanólico de ruda contiene índoles e indolizinas.  

 Las cepas de E. coli BLEE en su DNA plasmídico portan el gen blaTEM-20 

en un 28% de las cepas más sensibles y no el gen blaSHV-2. 

 

11.  Perspectivas 

 

 Aislar los componentes responsables de la actividad antibacteriana de 

ambas especies y determinar su estructura química. 

 Determinar si existe un sinergismo, antagonismo al mezclar ambas especies 

en cepas multiresistentes de E. coli BLEE. 

 Determinar si en DNA cromosomal las cepas multiresistentes de E. coli BLEE 

portan el gen blaTEM-20 y blaSHV-2. 
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