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RESUMEN

El incremento de la resistencia a los antibidticos es una problematica actual de gran repercusion clinica
y de enorme impacto econédmico, con una marcada incidencia en las infecciones nosocomiales. A
consecuencia del prolongado e indiscriminado uso de antibidticos, han surgido nuevos tipos de
resistencia en una gran multitud de especies microbianas, entre las cuales de mayor impacto se

encuentra Staphylococcus aureus.

Debido a la baja efectividad de los antibidticos actuales y a la ausencia de nuevas formulaciones
efectivas, es de imperiosa necesidad encontrar nuevos fdrmacos antimicrobianos que puedan sustituir
los antibidticos inefectivos. En este sentido uno de los principales campos de investigacién se focaliza
en la busqueda de compuestos con actividad antimicrobiana a partir de aceites esenciales de origen

vegetal que puedan constituir una alternativa a los antibiéticos comerciales.

Motivado por esta realidad, en este trabajo se propone realizar una revisién sobre el efecto de
diferentes aceites esenciales sobre S. aureus y los principales avances en este campo. Se conoce una
gran variedad de especies vegetales cuyos aceites esenciales han demostrado actividad antimicrobiana
frente ciertas cepas de S. aureus, pero se conoce poco sobre los mecanismos de accién de estas
sustancias sobre la célula bacteriana. En este trabajo se resumen los principales mecanismos de acciéon
postulados y se muestra lo que se conoce en cuanto a su composicién. Se ofrece ademas una
comparacién de los resultados prometedores obtenidos in vitro frente S. aureus de los aceites

esenciales con accién antimicrobiana.

Entre las principales actividades de los aceites esenciales se encuentra el efecto antimicrobiano sobre
S. aureus o su accién moduladora sobre los antibiético cuando ambos productos actian de forma
sinérgica, es decir potenciando su efecto. No obstante, los aceites esenciales presentan ciertas
debilidades que impiden su consideracidn efectiva como terapia clinica alternativa, es por ello por lo
que también se incluye una revision sobre las principales alternativas para mejorar la estabilidad
quimica de estos compuestos y propiciar su liberacién controlada, mediante la encapsulacién con

nanomateriales.

Keywords: Essential oils, antimicrobial, Staphylococcus aureus, Minimum Inhibitory

Concentration (MIC), synergism.
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ABREVIATURAS

«* CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute

«+» ECDC - European Centre for Disease Prevention and Control

< ADN - Acido desoxirribonucleico

% ATCC - American Type Culture Collection

<+ ATP - Adenosine triphosphate

+» CA-MRSA - Community-associated Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
+»* EPINE - Estudio de Prevalencia de las Infecciones Nosocomiales en Espafia
«*» EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

** FDA - Food and Drug Administration

** FIC - Fractional Inhibitory Concentration

** GRAS - Generally Recognized As Safe

+* HA-MRSA - Health-Associated Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
*» hVISA - hetero Vancomycin-Intermediate Staphylococcus aureus

++» MDR - Multidrug resistant

«* MEP - 2-C-Methyl-D-Erythritol 4-Phosphate

«»* MFS - Major Facilitator Superfamily

% MIC - Minimum Inhibitory Concentration

3

2

MRSA - Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus

3

2

NCTC - National Collection of Type Cultures

3

2

OMS - Organizacién Mundial de la Salud

3

2

PBP - Penicillin-Binding Proteins

3

2

RT-PCR - Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

3

2

SEMPSPH - Sociedad Espafiola de Medicina Preventiva, Salud Publica e Higiene

3

<

VISA - Vancomycin-Intermediate Staphylococcus aureus

X3

2

VRSA - Vancomycin-Resistant Staphylococcus aureus
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1 INTRODUCCION

1.1 RELEVANCIA CLINICA DE LAS INFECCIONES NOSOCOMIALES

Las infecciones nosocomiales son infecciones adquiridas durante el periodo de ingreso en un hospital,
gue no se encontraban presentes antes del ingreso del paciente. Segun los datos proporcionados por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas de 1,4 millones de pacientes en el mundo contraen
infecciones nosocomiales durante su permanencia en hospitales y se estima que entre el 5 y el 10%
del total de pacientes ingresados contraen una o mas infecciones. En Espafia alrededor del 8% de los
pacientes hospitalizados sufren infecciones de este tipo, lo que repercute en el tiempo de estancia
hospitalaria y la prolongacion de este periodo tiene como consecuencia el incremento de los costes

sanitarios, la morbilidad y la mortalidad (1).

Segun Flores y col. (1), entre los principales factores que influyen en el desarrollo de una infeccion

nosocomial se encuentran:

2

» Capacidad patogénica del agente microbiano. Es la capacidad del microrganismo para

L)

provocar una infeccion mediante sus mecanismos de virulencia, su concentracién en el

ambiente y su resistencia a los tratamientos terapéuticos.

X3

%

Vulnerabilidad del paciente. Este factor estd relacionado con las caracteristicas intrinsecas del
paciente como la edad, el procedimiento quirurgico al que fuese sometido, posibles patologias

subyacentes, su estado inmunitario, entre otras.

X3

%

Factores ambientales. Estos factores se vinculan con el reservorio, la fuente y el vehiculo de
transmisién del patdgeno. Influyen, por tanto, en el estado de equilibrio/disbiosis de la
microbiota del paciente, y entre ellos se encuentran las condiciones de salubridad en fomites
hospitalarios, asi como el estado del personal sanitario en contacto con el paciente.

+* Resistencia de los patégenos a los farmacos. Se define como la presencia de agentes
infecciosos que carecen de tratamiento especifico efectivo, para los cuales los farmacos

disponibles o de eleccion resultan ineficaces.

A partir de programas de vigilancia epidemioldgica impulsados por autoridades sanitarias globales, es
posible obtener datos que ayudan a la comprension e intervencidn necesarias para el control y
disminucién de las infecciones nosocomiales. En Espafia, estos datos son recogidos dentro del
programa Estudio de Prevalencia de Infeccidn Nosocomial (EPINE) realizado por la Sociedad Espafiola

de Medicina Preventiva Salud Publica e Higiene (SEMPSPH) (1,2).
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Tal como se observa en la Figura 1, los patégenos microbianos mas frecuentes en infecciones
nosocomiales, segln los datos del informe EPINE 2019, son las especies bacterianas Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae (2).

Microorganismos en infecciones de asistencia sanitaria 2019

Proteus mirabilis I 2,92
Enterobacter clocae I 3,09
Clostrium difficile GG 3,75
Enterococcus faecium N 4,32
Candida albicans I 4,61
Enterococcus faecalis NN 5,74
Staphylococcus epidermis I 5,79
Klebsiella pneumoniace I 7,75
Staphylococcus aureus I 10,06
Pseudomonas aeruginosa I 10,23
Escherichia coli  I—— 14,11

Porcentaje (%)

Figura 1. Frecuencia relativa (expresada en porcentaje) de microorganismos aislados en infecciones asociadas a
la asistencia sanitaria. Datos extraidos del informe EPINE-EPPS 2019 (2).

1.2 Staphylococcus aureus

En la actualidad, Staphylococcus aureus es una de las principales bacterias responsables de infecciones
nosocomiales y comunitarias. Puede causar afectaciones leves en la piel u otros tejidos blandos, o
infecciones mds graves como endocarditis infecciosa, osteomielitis, infeccidn pleuropulmonar,

bacteriemia y neumonia mortal (3,4).

Esta especie fue descubierta por el médico Alexander Ogston en 1880 en las llagas ulcerosas de sus
pacientes (3). Taxondmicamente, S. aureus pertenece al filo de las Firmicutes caracterizado por ser un
coco Gram positivo de aproximadamente 0,8 um de didmetro y que forma agrupaciones en racimos
(bacterias estafilococaceas) tal como se muestra en la Figura 2. El crecimiento 6ptimo de esta especie
es a 37°C y pH 7,4, unas condiciones que son semejantes a las del cuerpo humano (3), por ello es
comun encontrar S. aureus colonizando la piel y las fosas nasales en aproximadamente el 30% de los
humanos sin que se produzca sintomatologia, aunque pueda causar infecciones oportunistas en otras

zonas del cuerpo humano (4,5).
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Figura 2. Imdagenes de S. aureus tomadas por microscopia electrénica de barrido, donde se puede observar la
morfologia y agrupacion de las colonias. Las imagenes han sido coloreadas digitalmente. Extraidas de Public
Health Image Library — CDC (6).

1.3 ANTIBIOTICOS Y MECANISMOS DE RESISTENCIA EN Staphylococcus aureus

Los mecanismos de accidn de los principales antibidticos utilizados en el tratamiento de infecciones
por S. aureus son: la interferencia en la biosintesis de la pared celular (como por ejemplo la penicilina,
la meticilina, la vancomicina), la inhibicidn de la sintesis proteica en la unidad 30S o 50S (como por
ejemplo las tetraciclinas, el cloranfenicol o las oxazolidinonas) o la interferencia en la biosintesis de

acidos nucleicos (como por ejemplo las quinolonas) (7).

La resistencia antibidtica se define como la capacidad de un microorganismo a tolerar la accion de uno
0 mas agentes antimicrobianos (5). Es justamente por esta caracteristica que es necesario establecer
los puntos de corte clinico (breakpoint) que permiten anticipar tratamientos efectivos para los
pacientes y que ademads son Utiles para categorizar las cepas bacterianas en susceptibles o resistentes
a determinados antibioticos. Los breakpoints son obtenidos a partir de datos proporcionados por
organismos competentes reconocidos como el European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) o el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (7). Los datos sobre los que se
basan los puntos de corte vienen determinados por los valores de la concentracidn inhibitoria minima
(Minimum Inhibitory Concentration, MIC) del antibidtico para cada cepa. Los valores de MIC se definen
como la concentracién mas baja del antibidtico o agente antimicrobiano que inhibe completamente el
crecimiento visible del microorganismo (8,9). Con el fin de caracterizar la sensibilidad de una cepa
bacteriana frente a un antibidtico se compara la concentracién minima inhibitoria (MIC) del antibiético
con el breakpoint definido para ese antibidtico de uso clinico (7). Si la MIC es menor o igual al
breakpoint, la bacteria se considera sensible al antibidtico, si por el contrario la MIC es mayor a este
valor, la bacteria se considera con sensibilidad intermedia o resistente al antibiotico (7). En la Tabla 1
se muestran los principales antibidticos de uso terapéutico contra S. aureus y sus puntos de corte

clinico.
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Tabla 1. Ejemplos de antibioticos utilizados en el tratamiento de infecciones por S. aureus y sus clinical
breakpoints. Datos extraidos del European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 2020 (10).

Antibiético Clase Bre'akp oint (mg /L)
Sensible Resistente

Ceftaroline Cefalosporina <1 >2
Dalbavancin  Lipoglucopéptido  <0.125 >0.125
Daptomicina Lipopéptido <1 >1
Delafloxacina Fluoroquinolona <0.25 >0.25
Linezolid Oxazolidinona <4 >4
Meticilina B-lactamico - -
Oritavancin Lipoglucopéptido <0.125 >0.125
Penicilina B-lactamico - -
Rifampicina Otros <0.06 >0.5
Tedizolid Oxazolidinona <0.5 >0.5
Telavancin Lipoglucopéptido <0.125 >0.125
Tigecycline Tetraciclina <0.5 >0.5
Vancomicina  Glucopéptido <2 >2

Las terapias disponibles en ocasiones son ineficientes debido a la aparicién de cepas multi-resistentes.
La evolucion de las cepas resistentes es un fenémeno natural que se produce por la presién de
seleccidn del antibidtico sobre la poblacién de microorganismos. Como se muestra en la Figura 3,
existen cinco objetivos principales para los antibidticos, y la resistencia a los antibidticos puede
adquirirse esencialmente a través de cuatro vias diferentes y expresarse por cuatro mecanismos

diferentes (11).

Uno de los mecanismos mas probables para la adquisicion de multi-resistencia antibidtica en S. aureus
proviene de la incorporacidn de material genético movil a través de la transferencia horizontal. Esta
nueva informacion genética supone para la cepa ventajas evolutivas frente a otras ya que implicaria la
adquisicion de nuevos mecanismos de proteccién contra los posibles compuestos inhibitorios de otros
competidores en el ambiente. Entre otros mecanismos de adquisicion genética se encuentran la
trasferencia vertical, por la aparicién de mutaciones que se transfieren de una generacién a otra;
conjugacion por plasmidos y elementos moéviles genéticos (integrones y transposones), o por
transduccion a través de bacteriéfagos. De esta forma, la resistencia se podria transmitir a otra especie

u otros géneros bacterianos (11).

Los mecanismos de resistencia de los antibidticos se encuentran agrupados en categorias segiin como
su modificaciéon impide la accion del farmaco: alteracién de los sitios de unidn moleculares de los
farmacos por lo que se impide la entrada en el interior celular, aumento de la expresién de las bombas
de eyeccién capaces de transportar el antibidtico al exterior celular, produccion de enzimas que
catalizan la hidrdlisis de los antibidticos o la modificacién de la diana de accién del farmaco siendo este

incapaz de llevar a cabo su accion efectora (3,7).
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Figura 3. Representacion de las vias de adquisicion de resistencia, los mecanismos principales de resistencia y las
principales dianas de accién antibidticos en la célula bacteriana. Adaptado de Chellat y col. (11).

Para el tratamiento de S. aureus, se han utilizado antibidticos como la penicilina, meticilina y
vancomicina en diferentes momentos de la historia, pero con la aparicion de cepas multi-resistentes
se necesitan constantemente nuevos tratamientos déptimos y eficaces. La aparicién de cepas
resistentes condiciona lo que se ha llamado vida util de un antibidtico, determinada por el momento
en que se introduce en el mercado un nuevo farmaco para el tratamiento de infecciones hasta que se
detectan las primeras cepas resistentes. La Figura 4 muestra la incidencia de S. aureus resistente a
meticilina en Europa, factor que se encuentra relacionado con la vida util de este antibidtico en estos
territorios, dénde las incidencias mas bajas (representadas en color azul) se encuentran en los paises
nordicos e Islandia, seguidos por los paises de Europa Central y Reino unido. La mayor incidencia de

cepas resistentes (color naranja) se encuentra en paises de Europa del este, Italia y Portugal.

A partir del aislamiento de cepas de S. aureus procedentes de diferentes tipos de infecciones y su
posterior caracterizacidon en cuanto a la susceptibilidad a la meticilina, se ha podido llegar a saber el
grado de incidencia de las cepas resistentes a este antibidtico (Methicillin Resistant Staphylococcus
aureus o MRSA) respecto a las cepas convencionales y sensibles. En Europa el porcentaje ponderado
de las infecciones por MRSA en el 2018 representd el 16,4 % del total de los casos de infeccion por S.
aureus, aunque estos porcentajes son significativamente variables dependiendo de los paises. Por

ejemplo, la menor incidencia se observo en Islandia y Noruega (menor al 1%), mientras que el mayor
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numero de casos se encontré en Rumania (43,0 %). En Espafia esta incidencia estuvo muy por encima

de la media europea, representando un 24,2 % de los casos (5).

1%
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1 5%t0¢10% “
B 10% 1o ¢ 25%

. 25% 10 < 50%

. > 50%
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Figura 4. Porcentajes de aislados de cepas de S. aureus resistente a meticilina en 2018 en territorio europeo.
Imagen extraida de Ecdc - Surveillance of antimicrobial resistance in Europe 2018 (5).

Por otra parte, ademas de las cepas resistentes a la meticilina, en la actualidad se reportan cepas con
resistencias a otros antibidticos B-lactamicos (fluoroquinolonas y rifampicina) o con resistencia
combinada para al menos 3 antibiéticos diferentes. Como se muestra en la Tabla 2, la resistencia a dos
grupos de agentes antimicrobianos es mas comun que la resistencia a un Unico antibiético, siendo el

grupo mas prevalente el de la resistencia combinada a la meticilina y las fluoroquinolonas.

Tabla 2. Numero total de aislados patogénicos y porcentajes de resistencia por fenotipo en paises europeos
2018. Adaptado de “Surveillance of antimicrobial resistance in Europe 2018” (5).

Patron de resistencia Numero de aislados  Porcentaje total (%)
Resistencia a 1 grupo antimicrobiano (Total) 4495 8,3
Meticilina 1353 2,5
Fluoroquinolonas 2927 5,4
Rifampicina 215 0,4
Resistencia a 2 grupos antimicrobianos (Total) 5705 10,5
Meticilina + fluoroquinolonas 5643 10,4
Otras combinaciones 62 0,1
Resistencia a 3 grupos antimicrobianos (Total) 254 0,5
Meticilina + fluoroquinolonas + rifampicina 254 0,5
Susceptibles (Total) 43681 80,7
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1.3.1 Resistencia a la penicilina
Desde el descubrimiento de la penicilina G, esta es utilizada como un antibiético potente contra
bacterias Gram-positivas, sobre todo contra infecciones por estafilococos (12). Para el tratamiento de
las infecciones por S. aureus son utilizados los antibiéticos del grupo de los B-lactdmicos (penicilina,
meticilina, cefalosporinas, carbapenemas, etc.). Este grupo de moléculas son agentes bactericidas que
tienen como diana una proteina de unién a la penicilina (Penicillin Binding Protein o PBP). Las proteinas
PBP son enzimas que intervienen en la formacién de la pared de peptidoglicano tanto de las bacterias
Gram-positivas como Gram-negativas. Estos antibidticos forman uniones covalentes con el PBP, lo que
provoca la inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana, provocando asi la muerte celular. Cada
especie bacteriana tiene su propio conjunto de PBP que puede variar entre tres a ocho enzimas por

especie y es por ello que existen diferentes grados de sensibilidad a los B-lactamicos (12,13).

A pesar de su gran potencial, la resistencia a la penicilina fue descrita por el propio Fleming al
evidenciar la presencia de colonias bacterianas (Escherichia coli) no inhibidas en sus experimentos (13).
Poco tiempo después este fendmeno fue descrito en S. aureus y tan solo dos décadas después de la
introducciéon de este antibidtico, mas del 80% de los aislados de esta especie presentaban resistencia
a la penicilina. Numerosos estudios han evidenciado que las cepas de S. aureus resistentes poseen
enzimas penicilinasas, metabolitos secundarios cuya sintesis se activa en presencia de betalactamicos
(13), y tienen actividad B-lactamasa que provoca la ruptura del anillo B-lactdmico de la estructura de
la penicilina e inactiva la accidn del antibidtico (12). Estas enzimas estan codificadas por el gen blaZ,
localizado en un plasmido que se transfiere eficientemente por transduccidn o conjugacién (13). La
aparicion y propagacion de la resistencia por efecto de la penicilinasa en S. aureus supuso la primera
ola de resistencia en la década de 1960 y a principios del siglo XXI mas del 90% de los aislados de
estafilococos producian penicilinasa, independientemente de su origen comunitario u hospitalario

(12).

1.3.2 Resistencia a la meticilina
Para poder tratar las cepas resistentes a penicilina, se introdujo en 1961 la meticilina, una penicilina
semisintética estable ante las penicilinasas. A pesar del gran avance, en menos de un afio se reportaron
las primeras cepas de S. aureus resistentes a la meticilina (Methicilin resistant Staphylococcus aureus,
MRSA), cosa que dio lugar a un aumento de infecciones por MRSA en hospitales, provocando la

segunda ola de resistencia de S. aureus a los betalactamicos (12).

Staphylococcus aureus adquiere resistencia a la meticilina y otros B-lactdmicos a través de la expresion
de los genes exdgenos (adquiridos por transferencia horizontal) mecA o mecC a partir de un elemento

genético moévil de 21-60 KB del cassette de estafilococos (SCCmecA). Estos genes codifican una
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variante de la proteina de unidn a la penicilina PBP2' (PBP2a) con baja afinidad por los betalactamicos
y capaz de sustituir la funcidn de las demas proteinas de unidn a los antibiéticos, impidiendo asi la

unién vy la inhibicidn de la sintesis de la pared celular por parte de los antibidticos B-lactamicos (5,12).

18431 mecl CerAB(C) !
. IR
< i 4
| [ S bR >
J A l r
mec gene complex cer gene complex

Figura 5. Estructura basica del SCCmec. El complejo del gen mec codifica la PBP2a (gen mecA) y los reguladores
de resistencia (mecl y mcR1). El complejo del gen ccr codifica la integracion y escisiéon del elemento SCC. El
cassette se encuentra flanqueado por secuencias nucleotidicas caracteristicas, repeticiones invertidas (IR) y
repeticiones directas (DR), en ambos extremos. Extraido de Gnanamani y col. (12).

La tercera ola de resistencia a los betalactamicos en S. aureus se produjo cuando las infecciones por
MRSA no se limitaban a centros hospitalarios y se aislaban de casos comunitarios en los afnos 90. Esto
dio lugar a la distincidn entre infecciones MRSA comunitarias (community-associated MRSA, CA-MRSA)
y hospitalarias (health-associated MRSA, HA-MRSA) ya que tanto genéticamente como

fenotipicamente eran distintas (12).

1.3.3 Resistencia a las quinolonas
Las quinolonas son antibidticos utilizados en el tratamiento de bacterias Gram-negativas, aunque las
quinolonas de tercera (levofloxacina) y de cuarta generacion (moxifloxacina y gemifloxacina) muestran
también actividad frente bacterias Gram-positivas. Las quinolonas ejercen su accién antibacteriana
inhibiendo las topoisomerasas bacterianas (topoisomerasa IV y ADN Girasa) esenciales para aliviar el

superenrollamiento del ADN y la separacion de las cadenas de ADN en la replicacién (12).

La resistencia a las quinolonas en S. aureus surge por mutaciones puntuales en la subunidad GrlA de la
topoisomerasa IV y en la subunidad GyrA de la girasa. Otro mecanismo adicional de apariciéon de
resistencias a las quinolonas en S. aureus es por expresion de las bombas de eyeccién NorA (12). La
resistencia a las quinolonas en esta especie se asocia principalmente con la resistencia a la meticilina,
relacionado con su uso intrahospitalario. Esto podria deberse a una mayor prevalencia de HA-MRSA
en este entorno, lo que resulta en la seleccidén y propagacién de la resistencia a las quinolonas. Debido
al alto nivel de resistencia a estos antibidticos entre las cepas HA-MRSA, las quinolonas de tercera y

cuarta generacidn no han sido consideradas para el tratamiento del MRSA (12).
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1.3.4 Resistencia a la vancomicina
La vancomicina es un antibidtico del grupo de los glicopéptidos, aislado de Streptomyces orientalis en
1952. Su uso clinico fue aprobado en 1958, pero no considerado para el tratamiento de infecciones
por S. aureus, debido a la aparicién simultanea de la meticilina y otras penicilinas consideradas menos
toxicas. No fue hasta 1980 cuando, debido a la aparicion de HA-MRSA, la vancomicina empezd a usarse
de forma normalizada para el tratamiento de infecciones por estafilococos (12). La actividad
antibacteriana de la vancomicina esta mediada por su unién al residuo C-terminal D-Ala-D-Ala del
precursor del peptidoglicano, y la formacion de un complejo no covalente, por lo que impide el uso del

precursor de peptidoglicano en la sintesis de la pared celular bacteriana (12).

Las cepas de S. aureus resistentes a la vancomicina (Vancomycin resistant Staphylococcus aureus,
VRSA) portan copias del transposén Tn1546 adquirido de Enterococcus faecalis resistente a
vancomicina. El transposén codifica la deshidrogenasa VanH y la ligasa VanA. La deshidrogenasa
reduce el piruvato a D-Lacy la ligasa cataliza la formacién de un enlace éster entre D-Ala y D-Lac, dando
lugar a un depsipéptido que sustituye al dipéptido D-Ala-D-Ala en la sintesis de peptidoglicano, y en

consecuencia disminuye la afinidad de la molécula por la vancomicina (12).

Los puntos de corte para vancomicina se establecieron para MIC mayores a 8mg/L (breakpoint), se
considera que cepas de S. aureus que superan estos valores son resistentes a la vancomicina (12). En
este contexto, la aparicidn de resistencia en S. aureus frente a la vancomicina se reportd por primera
vez en 1997, en una cepa de pared celular mas gruesa y con resistencia reducida se le denomind VISA
(vancomycin intermediate Staphylococcus aureus, VISA). Posteriormente, hubo mas informes de
infecciones clinicas por cepas MRSA con una sensibilidad disminuida a la vancomicina con un rango de

MIC de 4-8 mg/L a las que se nombraron hetero VISA (hVISA) (12).

La base genética de la aparicidn de cepas VISA parece compleja, pero se han identificado mecanismos
basados en mutaciones de los genes involucrados en el control de la biosintesis de la pared celular
bacteriana y/o mutaciones en el gen ribosémico rpoB. La aparicidén y el aumento de la incidencia de
hVISA y VISA han limitado el uso terapéutico de la vancomicina en el tratamiento de las infecciones
por MRSA intrahospitalarias. Sin embargo, se cree que mediante una optimizacién de dosis y

administracién del farmaco, se puede llegar a preservar la utilidad clinica de la vancomicina (12).

En 2002 se publicé el primer informe de una cepa de S. aureus con MIC para la vancomicina >128 mg/L;
esta cepa mostraba ademas resistencia a la meticilina y era portadora el gen vanA, responsable de la

resistencia a la vancomicina (12).
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1.3.5 Resistencia a otros antibidticos
Otros antibiéticos ensayados en el tratamiento de infecciones por S. aureus son las sulfonamidas, las
tetraciclinas, los aminoglucdsidos, el cloranfenicol y la clindamicina. Dado que las cepas de HA-MRSA
suelen presentar un fenotipo de multi-resistencia (multi-drug resistance, MDR), se dejaron de utilizar
debido su inefectividad frente a estas cepas. Asimismo, se informé sobre la resistencia a las
sulfonamidas y la trimetoprima, las tetraciclinas, los aminoglucdsidos, el cloranfenicol y Ia
clindamicina, que se presentaban en S. aureus, especialmente en cepas MRSA (12).

Tabla 3. Otros antibidticos para el tratamiento de S. aureus y los principales mecanismos de resistencias.
Adaptado de Gnanamani y col. y Watkins y col. (12,14).

Farmaco Clase Modo de accion Mecanismo de resistencia

Linezolid Oxazolidinona Inhibicion de la sintesis proteica Mutaciones puntuales en genes
codificantes de ARNr 23S

Daptomycin Lipopéptidos Despolarizacién de la membrana celular ~ Mutacidon en mprF

Tigecycline Tetraciclina Inhibicién de la sintesis proteica Genes tet(A) y otr

Ceftaroline Cefalosporina Inhibicion de la sintesis de la pared celular Mutacidn PBP2a

Telavancin  Lipoglucopéptidos Inhibicion de la sintesis de la pared y Modificacidn de la diana
despolarizacion de la membrana celular
Tedizolid Oxazolidinona Inhibicion de la sintesis proteica Mutaciones puntuales en genes
codificantes de ARNr 23S
Dalbavancin Lipoglucopéptidos Inhibicion de la sintesis de la pared celular Modificacion de la diana
Oritavancin Lipoglucopéptidos Inhibicién de la sintesis de la pared y Modificacidn de la diana
despolarizacidn de la membrana celular

1.4 ACEITES ESENCIALES

Dada la problematica expuesta anteriormente sobre la efectividad de los farmacos antimicrobianos,
en la actualidad se buscan soluciones innovadoras que incluyan nuevos productos para el tratamiento
eficaz de las infecciones bacterianas y que no impliquen el uso de antibidticos. Las plantas constituyen
una fuente aparentemente inagotable de productos con actividad bioldgica debido a la gran diversidad
de metabolitos secundarios, entre ellos los que presentan actividad antimicrobiana (15). En
consecuencia, una de las principales lineas de trabajo para superar el fendmeno de la multi-resistencia

a los antibidticos convencionales es el estudio de los metabolitos secundarios vegetales.

Los aceites esenciales son extractos vegetales que contienen una gran cantidad de metabolitos
secundarios volatiles, sintetizados por plantas angiospermas y que confieren a las especies
productoras un olor o sabor caracteristicos. Estos compuestos son sintetizados en el citoplasma a partir
de 3 vias del metabolismo secundario vegetal: la via del acido maldnico, la via del 4cido mevalénico, y
la via del metil-d-eritritol-4-fosfato (MEP). Una vez sintetizados son almacenados en complejos
secretorios, como glandulas, cavidades y conductos de resina presentes en hojas, tallos, flores, frutos,

cortezas y raices (16). A consecuencia de las rutas metabdlicas de las cuales provienen, los
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componentes de los aceites esenciales poseen una alta diversidad estructural que les capacitan para
interactuar con una amplia variedad de dianas. Los aceites esenciales se han utilizado tradicionalmente
como productos medicinales por su actividad antiinflamatoria, insecticida, antioxidante, sedante,
digestiva, etc; ademds de sus aplicaciones mas extendidas en cosmética y alimentacion debido a sus
propiedades aromatizantes y preservantes, que los han convertido en ingredientes tradicionales y

esenciales en perfumeria o como apreciados condimentos culinarios (8,16,17).

Quimicamente, los aceites esenciales son mezclas complejas de entre 20 y 60 componentes
pertenecientes a las familias de los terpenos, terpenoides, compuestos aromaticos, y compuestos
alifaticos en distintas concentraciones (8,15—17). Debido a la naturaleza de estos componentes, los
aceites esenciales son lipofilicos y solubles en solventes organicos por su naturaleza hidrofdbica, su
bajo peso molecular y su menor densidad que el agua (18). Las concentraciones de sus componentes
son variables dependiendo de una gran variedad de factores, aunque en general contienen 2 o 3
componentes mayoritarios que suponen entre el 20 y 70 % de la concentracidn total respecto a los
otros componentes que se encuentran en cantidades inferiores (8). Por ejemplo, el aceite esencial de
plantas pertenecientes a la especie Oraginum contienen un 30% de carvacol y un 27% de timol como
componentes principales. Estos componentes determinan las propiedades bioldgicas del extracto,
aunque pertenezcan a grupos de origen biosintético distinto. Los terpenoides, los fenilpropanoides y
los derivados de hidrocarburos alifaticos de cadena corta son los principales componentes de los

aceites esenciales, como los que se encuentran representados en la Figura 6 (18).

Monoterpenoids
Sesquiterpenoids

T4 g;gg:
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Figura 6. Estructuras representativas de los principales componentes de los aceites esenciales. Extraido de Bilia
y col. (18).
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Los aceites esenciales suelen obtenerse por diferentes métodos de destilacion (siendo el mas
frecuente la destilacion por arrastre de vapor), métodos de prensado, fermentacion, trituracion,
extraccién o hidrdlisis (15,16). Debido a la gran variabilidad quimica de los aceites esenciales, su
obtencidn depende del método de extraccion seleccionado (16), aunque no es el Unico factor que
condiciona la diversidad en la composicidn del extracto, ya que existen otros factores que influyen su
constitucién final como las condiciones ambientales, la composicion del suelo, el método de cultivo, la

temporada de recogida, el almacenamiento o el procesamiento (15).

El aislamiento de cada uno de los componentes de los aceites esenciales se realiza por cromatografia,
siendo las mas utilizada la cromatografia de gas unida a espectrometria de masas. De esta forma, se
puede identificar cada componente del extracto y determinar en qué proporcién se encuentra cada
uno de ellos, a la vez que permite aislar los metabolitos de interés de la mezcla para su utilizacién
individual (15). Considerando la gran variedad en los componentes de los aceites esenciales, su
actividad antimicrobiana no puede ser atribuible a un nico mecanismo de accidn (15). Es por ello que,
para poder establecer la relaciéon entre sus componentes y el efecto antimicrobiano especifico, asi
como elucidar su mecanismo de accidn, es necesario estudiar y comparar gran variedad de aceites

vegetales.

En los diferentes estudios consultados para realizar esta memoria bibliografica se describen gran
diversidad de mecanismos de accidon relacionados con el efecto intrinseco de los aceites esenciales:
alteracion de la membrana citoplasmatica, interrupcion del flujo de electrones, alteracion del
transporte activo, coagulacidn del contenido celular, perturbaciones en el gradiente de pH y en el
potencial eléctrico de la fuerza motriz de los protones. Los aceites esenciales con altas fracciones en
compuestos fendlicos son los mas potentes como antimicrobianos y pueden causar perturbaciones
estructurales y funcionales en la membrana celular del microorganismo o actuar sobre las proteinas
de membrana (15). Otro factor a tener en cuenta es la naturaleza hidréfoba de los componentes de
los aceites esenciales, por lo que pueden interactuar con los lipidos de membranas celulares y hacerlas

mas permeables hasta provocar la muerte celular por perdida de iones u otros componentes celulares

(8).
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2 INTERES, HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE TRABAIO

El interés en el estudio de los aceites esenciales como tratamiento terapéutico ante S. aureus surge a
partir del gran nimero de evidencias adquiridas sobre la incidencia de infecciones nosocomiales y la

aparicidn de resistencia a un gran numero de los antibidticos de eleccidn en los tratamientos actuales.

Debido a la gran variedad de aceites esenciales y de sus mecanismos efectores de antibiosis sobre las
distintas especies bacterianas, este trabajo se centrara en el efecto de los aceites esenciales sobre S.
aureus, una de las especies mas patdgenas y virulentas que no solo presenta una elevada prevalencia

en infecciones de asistencia sanitaria, sino también un gran nimero de cepas multi-resistentes.

La hipétesis en la que se centra este trabajo es que los aceites esenciales pueden constituir una nueva

fuente de productos terapéuticos contra S. aureus con mejor accion que los antibidticos disponibles.

Es por ello por lo que se plantea una revisién de los resultados obtenidos por los diferentes autores en
este campo, para encontrar los principales aceites esenciales con efecto antimicrobiano frente S.
aureus. Para ello el objetivo principal es hacer una recopilacién de los ultimos estudios sobre la
actividad de diferentes aceites esenciales y en segundo lugar una seleccién de aquellos candidatos que
hayan demostrado un efecto igual o mejor que los tratamientos disponibles. A su vez, también se
estudiard sobre diferentes formas de formulacidn de los aceites esenciales en conjunto a antibiéticos

0 nanomateriales.

3 METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO

La busqueda se realizo en las principales bases de datos cientificas (Web of Science y PubMed) durante
los meses de marzo y junio de 2020. En ella, se buscé informacién en articulos de investigacidn,
articulos de revision e informes de entidades y drganos competentes de dmbito europeo (EUCAST o

ECDC) y mundial (CLSI).

La busqueda fue acotada una sola especie microbiana, S. aureus, debido a que es una de las infecciones
nosocomiales mas recurrentes, con variedades resistente a la meticilina (MRSA) consideradas una de

las mas peligrosas.

Los filtros utilizados incluian "essential oil " o "Staphylococcus aureus" como términos principales y los
nn VAN

filtros adicionales "antimicrobial", "antibacterial", "infection", "combination", "synergy”, “antibiotic”,

“encapsulation” y “nanosystems”.
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Criterios de inclusidn. Las publicaciones se incluyeron por las siguientes razones:

Estudios in vitro para Staphylococcus aureus.
Estudios in vitro mediante el ensayo de microdilucion.

Estudios composicidn de aceites esenciales.

1

2

3

4. Estudios de efectos sinérgicos de antibidticos y aceites esenciales.

5. Estudios de combinacion de aceites esenciales y nanomateriales.

6. Estudios de ensayos in vivo con aceites esenciales.

7. Estudios con procedimientos uniformes a partir de directrices para el ensayo de susceptibilidad

antimicrobiana de dilucidn, proporcionadas por CLSI o EUCAST.
Criterios de exclusion.

Publicaciones anteriores a los Ultimos 5 afios (a excepcidn publicaciones de gran relevancia).
Técnica in vitro alternativa (ensayos de difusién u otros).

Estudios de aceites esenciales antivirales.

Estudios de aceites esenciales antifungicos.

Estudios de aceites esenciales en otras especies bacterianas.

o v~ W N e

Estudios de aceites esenciales en preservacion alimentaria.

En la busqueda bibliografica en PubMed sobre los principales aceites esenciales con efecto
antimicrobiano en S. aureus ensayados mediante el método de microdilucion en los ultimos 5 afios,
surgen 80 resultados donde se proponen los aceites esenciales de diferentes especies vegetales.
Mediante una lectura critica se seleccionan aquellos articulos que se ajustan a los criterios de inclusidn
y se eliminan aquellos que no se ajustan a la base de la busqueda bibliografica por los criterios de
exclusién. Después de este analisis, los articulos que no se adaptaban completamente a la tematica
fueron eliminados de la seleccién bibliografica. Con los articulos de interés restantes se realiza el Anexo
1 recogiendo los datos de especie vegetal de la cual se extrae el aceite esencial, cepa de S. aureus en
la que se ensaya y los valores MIC que presenta el aceite esencial. Entre los resultados recogidos, se
escogen aquellos que presenten valores de relevancia clinica y se procede al analisis de sus
componentes y/o posibles métodos de accidn en S. aureus. A su vez también se realiza una busqueda
de combinaciones sinérgicas entre aceites esenciales y antibidticos para el estudio de la potenciacién
del efecto antimicrobiano de los antibidticos por parte de los aceites esenciales. El algoritmo de
busqueda bibliografica utilizado para la realizacidon de este trabajo se encuentra representado en la

Figura 7.
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Figura 7. Algoritmo de busqueda utilizado para la realizacion de la revision bibliografica.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

La busqueda general sobre el tema en Web of Science y Journal Citations report permitié realizar un
analisis de las publicaciones relacionadas con autores, fechas de publicacién, principales revistas en el
ambito o regiones del mundo donde mas se investiga el efecto de los aceites esenciales en S. aureus,

entre otros pa rametros.

Mediante los pardmetros “essential oil”, “Staphylococcus aureus” y “microdilution method” en Web of
Science se observa que la gran mayoria de articulos publicados se presentaron entre los afios 2016-
2019. Al limitar la busqueda las publicaciones en los ultimos 5 afos, entre los autores mas destacados
en el ambito se encuentra Henrique Douglas Coutinho, con 36 publicaciones relacionadas a los aceites
esenciales y S. aureus, y un total de 6183 citas de sus publicaciones a lo largo de su carrera. Las
principales revistas cientificas que destacan por sus publicaciones sobre los efectos de los aceites
esenciales en S. aureus son revistas pertenecientes tanto al dmbito de la microbiologia como al ambito
de los productos naturales de interés farmacoldgico. Entre ellas destacamos Industrial crops and
products que posee aproximadamente el 7% de publicaciones entre 2015 y 2020 con un factor de
impacto de 4.191, y Microbial pathogenesis con un 5% aproximado de publicaciones y un factor de
impacto de 2.581. Las principales revistas con publicaciones en este campo se encuentran
representadas en la Tabla 4, donde se muestra el porcentaje de las publicaciones y los factores de

impacto de cada una de las revistas representadas.
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Tabla 4. Principales revistas con publicaciones relacionados a los aceites esenciales y S. aureus, el porcentaje de
publicaciones que poseen sobre el dmbito en los Ultimos 5 afios y sus factores de impacto pertenecientes al afio
2018. Extraido y adaptado del andlisis de publicaciones en Web of Science y Journal Citations Report.

Revistas destacadas en publicaciones Publicaciones ultimos 5 afios (%) Factor de impacto 2018
Industrial crops and products 6.977 4.191
Microbial pathogenesis 5.116 2.581
Natural product communications 4.186 0.554
Molecules 3.721 3.060
BMC complementary and alternative medicine 2.791 2.479
Chemistry and biodiversity 2.791 1.449
Pharmaceutical biology 2.791 2.492
Journal of essential oil bearing plants 2.326 0.688
Journal of essential oil research 2.326 1.233
PLoS one 1.860 2.776

Entre los principales paises liderando este tipo de investigaciones se encuentran Brasil, Iran, Turquia,
Serbia y la Republica Popular China, entre ellos cinco acumulando el 60% de publicaciones
aproximadamente. En la Tabla 5 y la Figura 8 se encuentran representados los paises segln su
porcentaje de publicaciones.

Tabla 5. Paises con los porcentajes de Paises y regiones con mas publicaciones en el ambito
publicaciones sobre el efecto de los

aceites esenciales en S. aureus mas

altos.
Paises % de publicaciones
Brasil 27.44
Irdn 10.69
Turquia 10.69
Serbia 6.04
China 4.18
Francia 3.72
Replilblica Checa 3.25 Con tecnologia de Bing
© GeoNames, Microsoft, Navinfo, TomTom
Sudafrica 3.25
Inglaterra 2.79 Figura 8. Representacion de paises con publicaciones sobre el efecto
Italia 279 de los aceites esenciales en S. aureus. En azul oscuro se encuentran
’ paises con el mayor niumero de publicacionesy en azul claro paises con
Rumania 2.79

porcentajes de publicacion menores.
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4.1 EVALUACION in vitro DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales candidatos deben ser sometidos a rigurosas pruebas para evaluar su actividad
antimicrobiana frente a los microrganismos de interés. Para la evaluacién del efecto antimicrobiano se
busca el valor de la concentracidn minima inhibitoria (Minimum Inhibitory Concentration, MIC), que
hace referencia a la concentracién mas baja del agente antimicrobiano ensayado que inhibe
completamente el crecimiento visible del microorganismo y se expresa en unidades de pug/mL o mg/L
(8,9). Existen diversos ensayos in vitro para evaluar o detectar la actividad del extracto o del aceite
esencial. Los métodos pueden ser agrupados segun su fundamento en métodos de difusién, métodos
de dilucién, métodos de citofluorometria de flujo, métodos de bioluminiscencia, time-kill test y

métodos de cromatografia (9).

Sin embargo, los métodos mads conocidos, basicos y apropiados para la determinacién del valor MIC
son los métodos de dilucién en caldo o agar, ya que estos bioensayos ofrecen la posibilidad de estimar
la concentracion del agente antimicrobiano ensayado de forma rapida y visual (8,9). Otros tipos de
ensayo, como las pruebas time-kill test o métodos de citofluorometria de flujo proporcionan
informacidn sobre la naturaleza del efecto inhibitorio (bactericida o bacteriostatico) en funcion del
tiempo o de la concentracion y el dano infligido al microorganismo (9). Estos métodos no son
ampliamente utilizados debido a la necesidad de equipamiento especializado o evaluaciones
adicionales para la reproducibilidad y estandarizacidn, a pesar de que pueden proporcionar resultados

para la comprensién del impacto en la viabilidad y el dafio celular infligido al microorganismo (9).

La comparacion de resultados puede resultar complicada debido al uso de técnicas no estandarizadas,
a la preparacidon y tamafio del indculo, medio de crecimiento, condiciones de incubacién o la
determinacion de los puntos finales (9). Para realizar un procedimiento uniforme se siguen las
directrices para el ensayo de susceptibilidad antimicrobiana de dilucién, proporcionadas por los

organismos reconocidos CLSI y EUCAST.

4.1.1 Método de dilucién en caldo
La dilucién en caldo es uno de los métodos cuantitativos de prueba de sensibilidad a antimicrobianos.
El procedimiento implica la preparacion de diluciones dobles del agente antimicrobiano en un medio
de crecimiento liquido en tubos de volumen minimo de 2mL (macrodilucién) o en placa de
microtitulacién de 96 pocillos (microdilucién). Cada tubo o pocillo es inoculado con el microrganismo
de interés en el mismo medio después de ajustar la suspensidon microbiana a una escala de 0.5
McFarland o inéculo preestablecido. Los tubos o la placa de microtitulacién inoculados se incuban en

condiciones de crecimiento dptimas al microorganismo de estudio (9).
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Las principales desventajas de la aproximacién de macrodilucién son los posibles errores de
manipulacion en la preparacién de las soluciones antimicrobianas para cada prueba, la gran cantidad
de reactivos y espacio requeridos, y la gran cantidad de trabajo tedioso y manual. Por lo tanto, con Ia
miniaturizacion de la prueba en placas de microtitulacién de 96 pocillos se solventan las principales
desventajas de la macrodilucién (9). En referencia a las ventajas que presenta el método de la
microdilucién, la principal y mas significativa respecto al ensayo con aceites esenciales es que se supera
la problematica de su volatilidad intrinseca. Mediante la técnica de la microdilucidn los aceites
esenciales tienen menos tendencia a la evaporacién debido a que se encuentran incorporados en el

caldo de cultivo (19).

Para la determinacién de MICs, los dispositivos de visualizacion pueden facilitar la lectura de pruebas
de microdilucion y el registro de resultados con una alta capacidad de discernir la presencia de
crecimiento en los pocillos (9). Los resultados suelen leerse visualmente con la ayuda de un colorante
indicador o medicién de la densidad éptica, pero este ultimo no es recomendable ya que la propia

coloracién del aceite esencial puede interferir la lectura (19).

Tal como se muestra en la Figura 9, los resultados en un ensayo de microdiluciéon pueden ser muy

variables y deben ser interpretados correctamente:

+» Cuando el crecimiento ocurre en todas las diluciones que contienen el agente antimicrobiano
excepto aquellas de concentraciones mas altas, el valor MIC se registra como la concentracion
mayor donde se observa crecimiento (caso A).

+» Cuando el crecimiento ocurre en todas las diluciones que contienen el agente antimicrobiano,
el valor MIC se registra como mayor a la concentracién mas alta (caso B).

+» El valor MIC se registra como menor o igual a la concentracién mas baja cuando no se produce
ningun crecimiento en ninguna de las concentraciones probada (caso C).

*» Crecimiento puntual en pozos aislados indica contaminacién y la prueba debe ser repetida
(casos Dy F).

+» La ausencia de crecimiento en un pozo dentro de una serie de pozos con crecimiento es un
pozo que no ha sido inoculado, debe ser ignorado y la prueba debe ser repetida (caso E).

+» Crecimiento en pozos estériles de control indican contaminacién y la prueba debe ser repetida

(caso G).

X3

%

Cuando no se observa crecimiento en el control, indica que el microrganismo no ha crecido en

las condiciones aplicadas y la prueba debe ser repetida (caso H).
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Figura 9. Interpretacion del crecimiento en las placas de microdilucion. Adaptado de Wiegand y col. (20).

4.1.2 Método de dilucién en agar
El método de dilucidon de agar se basa en la incorporacién de concentraciones variables del aceite
esencial disuelto en medio de agar en diluciones dobles seriadas, seguido de la inoculacion del agente
microbiano en la superficie de la placa de agar. El punto final MIC se registra como la concentracion
mas baja de agente antimicrobiano que inhibe completamente el crecimiento en condiciones de

incubacién adecuadas (9).

Esta técnica es adecuada para pruebas de susceptibilidad tanto antibacterianas como antiflingicas. Si
se ensayan multiples aislamientos contra un solo compuesto, o si el compuesto (o extracto) probado
enmascara la deteccion de crecimiento microbiano en el medio liquido con su coloracién, a menudo

se prefiere el método de dilucién en agar a la dilucion en caldo para la determinacién de MIC (9).

Generalmente, este método se utiliza como herramienta previa de seleccion: en base a los resultados
obtenidos, se profundiza en el andlisis utilizando el método de microdiluciéon. Aunque los resultados
siguen siendo comparables con los obtenidos en el método de microdilucién, se trata de un método

mas largo y tedioso (19).

4.2 COMPOSICION DE LOS ACEITES ESENCIALES Y ACTIVIDAD FRENTE Staphylococcus aureus

A partir de una busqueda bibliografica en PubMed, se encuentran 80 articulos en los que se expone la
actividad antimicrobiana inherente de una gran variedad de aceites esenciales. Tras una primera
lectura comprensiva de los resultados que se exponen en cada uno de ellos, se recogen las MICs de los
aceites esenciales en la Tabla 8 que figura en el Anexo 1. Entre ellos, se destacan los que figuran en la

Tabla 7:
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Tabla 6. Seleccion de aceites esenciales por orden alfabético con efecto antimicrobiano frente S. aureus. Datos
extraidos de las referencias de la tabla.

Aceite esencial Cepa S. aureus  MIC (ug/mL) Referencia
Bocageopsis multiflora ATCC 6538 0.00019 (21)
Ephedranthus amazonicus  ATCC 6538 0.00009 (21)
Ganoderma pfeifferi ATCC 29213 0.0003 (22)
Guatteria blepharophylla  ATCC 6538 0.00005 (21)
Heracleum ternatum ATCC 6538 0.00052 - 0.0024 (23)
Heracleum verticillatum ATCC 6538 0.00014 - 0.0043 (23)
Lippia alba ATCC 6538 0.0005-0.001 (24)
Myracrodruon urundeuva  ATCC 25923 0.00011 (25)
Plectranthus amboinicus ATCC 6538 0.00025 (26)
Succisa pratensis NCTC 4163 0.00086 (27)

Los aceites esenciales seleccionados son los que demuestran valores de MIC mas bajos en los ensayos.
Dado que el efecto antimicrobiano es dependiente de la concentracién de agente, el aceite esencial
con mayor potencia de efecto serd aquel que necesite una concentracion mas baja para inhibir el
crecimiento de S. aureus, por lo que es de gran importancia un estudio de sus caracteristicas y

composiciones.

Moreira y sus colaboradores (21) analizaron los aceites esenciales de 4 especies de la familia
Annonaceae procedente del Amazonas brasilefio y determinaron si presentaban efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de S. aureus (21). Las especies vegetales de la familia Annonaceae son utilizadas
en la cultura tradicional del Amazonas como remedios tradicionales por lo que podrian constituir una
fuente de productos antimicrobianos naturales (21). De las cuatro aceites esenciales analizados, tres
de ellos (B. multiflora, E. amazonicus y G. blepharophylla) presentaron valores de MIC comprendidos
entre 0.05 y 0.19 mg/mL, que se puede traducir en un efecto potente contra la cepa de S. aureus
ensayada (21). El analisis de la composicion de estos aceites esenciales mediante cromatografia de
gases determind que los tres aceites contenian altas proporciones de sesquiterpenos (terpenos de 15
carbonos) y monoterpenos oxigenados (21). De forma individual, el aceite esencial de B. multiflora,
mostré que sus componentes principales eran spathulenol (20.3%) y B-bisaboleno (11.9%) (21). En
cambio E. amazonicus contenia altos porcentajes de spathulenol (16.9%), epdxido di-humuleno
(16.3%) y 6xido de cariofileno (11.5%), y el aceite esencial de G. blepharophylla poseia un alto
porcentaje de 6xido de cariofileno (55.7%) (21). Los resultados obtenidos por Moreira, llevaron a
pensar que los aceites esenciales con un alto contenido en sesquiterpenos eran potentes debido a su
alta capacidad de penetrar las barreras celulares de S. aureus (21). A pesar de estos resultados, en
comparaciéon al control positivo con clorhexidina digluconato (MIC = 0.006 mg/mL), los aceites
esenciales presentaron valores MIC mayores (21). Esto es debido a que la clorhexidina es una molécula
hidrofdbica y lipofilica, por lo que puede interactuar con los fosfolipidos y lipopolisacaridos de la

membrana y penetrar de forma rapida la pared celular (21).
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De forma similar, Nahar estudié el aceite esencial procedente de G. pfeifferi procedente del cuerpo
frutifero de este basidiomiceto predominante en el este asiatico (22). La composicion de este aceite
esencial mostro la presencia de ocho compuestos entre los cuales predominaban 1-Octen-3-ol (amilo
vinilo carbinol, 73.6%) y su derivado 1-octen-3-ol acetate (acetato de amilo y vinilo carbinol, 12.4%)
(22). Este estudio es el primero en presentar el aceite esencial de G. pfeifferi por lo que no se conocen

detalles sobre su posible método de accién en S. aureus.

El género Heracleum L. (Apiaceae) constituye otra fuente de componentes antimicrobianos con sus
especies predominantes en el hemisferio norte (23). Entre los miembros de este género se encuentran
H. ternatum y H. verticillatum estudiados por Usjak y sus colaboradores (23). La variacién entre los
valores MIC de cada una de estas especies es debido a la diferente fuente de extraccion del aceite
(hojas, flores o raices) siendo el valor MIC mas bajo en el aceite extraido de raices (23). Al analizar la
composicion de los aceites esenciales extraidos de las raices, los autores encontraron una alta
predominancia de monoterpenos y sesquiterpenos en ambas especies, siendo los componentes
mayoritarios B-pineno (47,3%) y el (Z)-B-ocimeno (15,6%) en H. ternatum, y el B-pineno (23,5%),

limoneno (19,2%) y el sesquiterpeno intermedeol (10,9%) en H. verticillatum (23).

El aceite esencial de Lippia alba también demostrd una acciéon inhibitoria sobre el crecimiento de S.
aureus con valores MIC comprendidos entre 0.5 y 1 mg/mL dependiendo del quimiotipo estudiado
(24). El estudio de su composicién mostrd una alta predominancia de monoterpenos entre los cuales
se encontraban el citral y el neral, con unos porcentajes de del 31.6% y 25.5%, respectivamente (24).
Al estudiar de forma individual el efecto inhibitorio del citral, este resulté en un valor de MIC de 0.5
mg/mL, por lo que la actividad antibacteriana de L. alba se asocia fuertemente a la presencia y

predominancia de este compuesto en el aceite esencial (24).

Reboucgas de Araljo y sus colaboradores caracterizaron el aceite esencial de M. urundeuva por
cromatografia de gases, la cual identificé el a-pineno (87.85%) como constituyente mayoritario,
seguido por trans-cariofileno (1.57%), limoneno (1.49%) y B-pineno (1.42%) (25). Este aceite esencial
se encuentra constituido de forma predominante por monoterpenos, que representan el 93.51% del
aceite esencial (25). A pesar de la alta predominancia en a-pineno, no se conoce si la accion
antimicrobiana de este aceite es atribuible a este compuesto o si los terpenos con menor presencia
promueven el efecto, debido a que los autores encontraron que el aceite esencial extraido de las hojas

de M. urundeuva muestra diferentes proporciones pero resultados similares (25).

Otro aceite estudiado ampliamente es el proveniente de las especies Plectranthus. Entre ellos se
destaca el aceite esencial de P. amboinicus que presenta un valor MIC de 0.25mg/mL (26). La

caracterizacién llevada a cabo por Vasconcelos mostréd que este aceite esencial se encontraba
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constituido por carvacrol (88.17%) de forma mayoritaria, con la presencia de otros compuestos en
forma de traza como el p-cimeno o el éxido de cariofileno. El carvacrol ha sido ampliamente estudiado
de forma individual como agente antimicrobiano, pero en este estudio se demuestra que el p-cimeno

potencia el efecto antimicrobiano de carvacrol sobre S. aureus (26).

Por ultimo, a destacar se encuentra el aceite esencial extraido de las flores de S. pratensis que en su
estudio mostré un valor MIC de 0.86 mg/mL (27). Entre los constituyentes mayoritarios de este aceite
se encontraban el acido hexadecanoico (16.1%), el 8-octadecen-1-ol acetato (9.86%), el linolenato de
metilo (8.58%), el pentacosano (6.63%) y el heptacosano (5.50%) (27). A pesar de que el aceite esencial
extraido de las flores de esta especie presentaba menos constituyentes que el extraido de las hojas
(50 constituyentes frente 80), la actividad antimicrobiana era mayor, ya que la MIC del aceite de las
hojas era mayor a 3.44 mg/mL (27). Los autores concluyeron que la mayor actividad del aceite de flores
era debido a las altas concentraciones que presentaban los constituyentes respecto a los del aceite
esencial de hojas; el contenido de hidrocarburos alifaticos saturados (pentacosano, o heptacosano)
era dos veces mayor (27). Las diferencias en la actividad podrian verse influenciadas por la presencia
de 4cidos grasos (acido hexadecanoico) y sus derivados (éster metilico 9,12,15-acido

octadecatrienoico) en concentraciones elevadas (27).

4.3 ACCION DE LOS ACEITES ESENCIALES FRENTE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA Y VIRULENCIA

Después de la extraccidon del aceite esencial a partir de la fuente vegetal, es necesario una
identificacion de los componentes mayoritarios del extracto. La evaluacion del potencial
antimicrobiano se realiza tanto a partir del extracto como de los componentes que lo forman de forma

individual para conocer cudl es el componente con mayor actividad antimicrobiana (28).

A pesar de conocer gran cantidad de aceites esenciales que presentan capacidad de inhibicion del
crecimiento de S. aureus, los mecanismos efectores de cada uno de ellos son aun desconocidos. Es por
ello por lo que en S. aureus se ha observado que el potencial antimicrobiano puede ser debido a 3
mecanismos efectores: Alteracidon de la permeabilidad o disrupcién de la membrana, inhibicién de
bombas de flujo o inhibicién de la formacién del biofilm y quorum sensing (28). Estos mecanismos se

encuentran representados en la Figura 10.
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Figura 10. Proceso de evaluacion de actividades antimicrobianas mediadas por los aceites esenciales contra
patégenos como S. aureus y ejemplos de sus modos de accién. Adaptado de Yu y col. (28).

4.3.1 Permeabilidad y disrupcién de la membrana celular
La integridad de la envoltura celular externa es imprescindible para la supervivencia bacteriana, ya que
protege el material citoplasmatico interno del entorno externo, por lo que una perturbacién en su
estructura puede resultar en un efecto fatal en la célula bacteriana (28). Una caracteristica importante
de los aceites esenciales y sus componentes es la hidrofobia, que les permite separar los lipidos
presentes en la membrana celular de las bacterias y las mitocondrias, haciéndolos mas permeables al

perturbar las membranas de estructuras celulares (membrana celular o mitocondrias) (8,28).

Los aceites esenciales con un alto porcentaje de compuestos fendlicos pueden penetrar los fosfolipidos
de la membrana celular e interactuar con los dominios de proteinas para bloquear su funciéon regular.
Debido a la naturaleza lipofilica, los aceites esenciales afectan la proporciéon y los aspectos
estructurales de los acidos grasos insaturados en el mismo (28). Esto eventualmente resulta en la
muerte de la célula bacteriana debido a la fuga de moléculas y iones criticos (8,28). La accion de los
aceites esenciales sobre la integridad de la membrana celular modifica la permeabilidad de la
membrana, lo que conduce a la fuga del contenido celular como las proteinas, los azlcares reductores,
el ATP y el ADN, al tiempo que inhibe la generacion de energia (ATP) y las enzimas relacionadas, lo que
conduce a la destruccion de la célula y a la fuga de electrolitos. La actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales se atribuye, por lo tanto, a una cascada de reacciones que involucran a toda la célula

bacteriana (8,28).
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La pared celular representa la primera barrera microbiana que un agente antimicrobiano se encuentra
para llevar a cabo su accidn terapéutica (28). Las bacterias Gram-positivas (como S. aureus) son mas
susceptibles a los agentes antimicrobianos con diana a las membranas celulares debido a su
organizacidon de membrana mas simple (28). Las bacterias Gram-positivas estan rodeadas por una capa
gruesa de peptidoglucano con densidad insuficiente para resistir el paso de las pequefias moléculas
que conforman los aceites esenciales por lo que el acceso a la membrana celular estad asegurado (28).
En bacterias Gram-negativas la accién de aceites esenciales en la perturbacion de la membrana se
encuentra dificultada por la presencia de una membrana rigida compleja rica en lipopolisacaridos que

limita la difusion de compuestos hidréfobos a través de ella (28).

4.3.2 Inhibicién bombas de flujo
Otro mecanismo de accidn de algunos aceites esenciales es la modulacién de la resistencia a farmacos
por inhibicién de las bombas de flujo. Algunos compuestos modulan la resistencia a las drogas

atacando los mecanismos de efluentes en varias especies de bacterias Gram-negativas (8).

Para que un antibiético sea efectivo, este debe encontrarse en el interior citoplasmatico de S. aureus
a una concentracion determinada (17,28). Los antibidticos pueden ser transportados mediante
bombas de flujo a través de la membrana celular y una sobreexpresion de bombas de flujo en la
membrana resultaria en el efecto contrario al terapéutico (17). Las bombas son elementos altamente
conservados en el genoma bacteriano; las bombas de flujo que aportan a la bacteria resistencia
antibidtica son variantes de las bombas de membrana y son capaces de extruir una amplia gama de

compuestos, incluyendo las ultimas clases de antibidticos sintéticos (17).

Los terpenos, uno de los mayores constituyentes de los aceites esenciales, pueden actuar sobre las
bombas de flujo mediante un cambio en el estado de fluidez de la membrana citoplasmatica (29). La
bomba de flujo norA (familia MFS, Major facilitator superfamily) es una de las bombas bien estudiadas
en Staphylococcus, y es responsable del flujo de salida de los antibiéticos de la clase de
fluoroquinolonas (28). De la misma forma, Limaverde realizd un estudio con el aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides en combinacidon con bromuro de etidio, donde demostraba una inhibicién
de la bomba de flujo TetK (30). Las bombas de flujo son el Unico mecanismo de S. aureus para reducir
la toxicidad del bromuro de etidio, y por lo tanto una reduccién en la MIC demuestra que el aceite

esencial de C. ambrosioides es una opcion eficaz en la inhibicién de bombas de flujo (30).
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4.3.3 Inhibicién de la formacién del biofilm y quorum sensing
El quorum sensing es el proceso de comunicacion entre los microrganismo por el cual las bacterias
pueden mediar su concentracion y modular la expresidn génica en respuesta a la densidad de
poblacién, lo que conduce a la secreciéon de factores de virulencia, formacion de biopeliculas y
competencia (28). El quorum sensing participa en la patogenicidad microbiana y la resistencia a los
antibidticos, ya que es responsable de la motilidad y los patrones de swarming, la formacién de biofilm

y la resistencia al estrés basada en la sefializacién de las moléculas (17).

Los mecanismos de resistencia mediados por la presencia del biofilm pueden atribuirse a factores
como la reduccién de la penetracién de los antibidticos a través de la matriz del biofilm, la presencia
de células de crecimiento lento en el biofilm, una poblacién bacteriana heterogénea con la presencia
de subpoblaciones fenotipicas con diferentes niveles de resistencia y la presencia persistente de

células (31).

Sharifi y sus colaboradores (32) estudiaron los aceites esenciales de Thymus daenensis y Satureja
hortensis como aproximacion para la eliminacién de biofilm y anti-quorum de S. aureus. Ninguno de
los dos demostraron actividad antibacteriana, pero en el estudio de la expresidon génica mediante una
RT-PCR mostré que los aceites esenciales regulaban los niveles de expresién de hld que codifica una
molécula efectora involucrada en el quorum sensing (32). Noumi (31) demostro el potencial del aceite
esencial de Melaleuca alternifolia y su componente principal terpinen-4-ol frente cepas MRSA. Los
resultados mostraron una reduccién significativa de la formacion de biofilm mediante una inhibicién

de la adhesidn, destruccion de la matriz extracelular y bacterias formadoras del biofilm (31).

4.4 COMBINACION DE ACEITES ESENCIALES Y ANTIBIOTICOS

Debido a la falta de nuevas formulaciones de antibidticos efectivos contra determinadas cepas
bacterianas es de gran necesidad el desarrollo de nuevas alternativas, entre las que se encuentran los
aceites esenciales. A partir del estudio de los efectos antibacterianos de los aceites esenciales se
hipotetiz6 sobre la capacidad de estos productos para actuar como moduladores o adyuvantes de los

antibidticos y aumentar su eficacia (8).

En ensayos iniciales de accién antimicrobiana de aceites esenciales, algunos de ellos no mostraron
resultados suficientemente eficientes para ser considerados como una nueva fuente de
antimicrobianos (8). Una reformulacién mediante la adicion de aceites esenciales a antibidticos ha
demostrado que los aceites esenciales pueden inducir efectos positivos como la reduccién de la MIC

del antibidtico o la diminucion de la dosis efectiva frente a la cepa microbiana (8). Los aceites esenciales
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y sus componentes forman parte del grupo de fitoquimicos que al combinarse, pueden dar lugar a tres

efectos; efecto sinérgico, efecto aditivo o efecto antagdnico (8,33).

La sinergia se obtiene cuando la actividad antimicrobiana de dos compuestos combinados es mayor
que la suma de los efectos antimicrobianos de las sustancias individuales (8,33). Las interacciones
sinérgicas podrian aumentar la eficacia o reducir las dosis efectivas, lo que a su vez podria reducir la
probabilidad de que se produzcan efectos adversos y la probabilidad de que se desarrolle una
resistencia adaptativa a la combinaciones (33). Los mecanismos por los que los compuestos pueden
actuar de forma sinérgica se cree que son por acciones simultaneas o secuenciales sobre el objetivo,
efectos farmacocinéticos o fisicoquimicos favorables y la inhibicién de los mecanismos de resistencia
a los antibidticos en las bacterias (33). Se pueden producir efectos sinérgicos si los componentes de un
extracto afectan a diferentes objetivos o interactlan entre si para mejorar la solubilidad y, de ese
modo, aumentar la biodisponibilidad de una y varias sustancias de un extracto. Ademads, cuando los
antibidticos se combinan con un agente que antagoniza los mecanismos de resistencia bacteriana,
pueden producir sinergia (8). El efecto aditivo se produce cuando la combinacién de antimicrobianos

es igual a la suma del efecto antimicrobiano de los compuestos individuales (8).

Por ultimo, el antagonismo se produce cuando hay una reduccién de la eficacia antimicrobiana cuando
los compuestos se encuentran combinados respecto al efecto antimicrobiano de los componentes
individuales (8,33). El antagonismo se puede producir cuando los farmacos tienen el mismo
mecanismo de accion, se combinan agentes bactericidas y bacteriostaticos, las interacciones quimicas

producen productos menos eficaces o la farmacocinética/fisicoquimica es desfavorable (33).

4.4.1 Evaluacién in vitro del efecto de la combinacién aceites esenciales y antibiéticos
Mediante el Checkerboard method se puede analizar la combinacidn entre 2 componentes y
determinar el efecto que se produce entre ambas (sinergismo, antagonismo o adicién) (34). En este
método se utiliza un panel de las combinaciones antimicrobianas a diferentes concentraciones tanto
en macrocultivo (en tubos de 2mL de volumen) o microcultivo (en placa de 96 pocillos de 100 ul de
volumen) (34). El mas utilizado por los autores es el realizado en una microplaca de 96 cultivos por la

facilidad de testar una gran rango de concentraciones a la vez (35).

En este ensayo, se inocula cada pocillo con una concentraciéon diferente del compuesto a ensayar, las
concentraciones las cuales se encuentran de forma seriadas y en un rango entre al menos 1/16 y 8
veces la MIC de los compuestos (previamente se realiza un ensayo con los componentes individuales

para evaluar la MIC individual) (34).
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El checkerboard method es utilizado como método de screening para conocer en que concentraciones
de los compuestos se produce la inhibicién del crecimiento. De forma vertical se encuentra la misma
concentracién del compuesto Ay de forma horizontal el compuesto B (35). Mediante esta disposicidn

se crea un patron que permite evaluar visualemnte los resultados, tal como se observa en la Figura 11.
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Figura 11. Ejemplo de ensayo mediante checkerboard assay con dos compuestos.

El amplio rango de concentraciones de la MIC es necesario debido a que la MIC puede verse reducida
o aumentada en combinacion al segundo compuesto (34). Para el analisis del efecto antimicrobiano
combinado se utiliza el indice de la concentracién de inhibicién fraccional (Fractional Inhibitory
Concentration, FIC) a partir de los valores MIC de los compuestos combinados entre el valor MIC del

componente individual (8):

MICA+B _MICB+A

Tedricamente, un indice FIC cercano a uno indica interacciones aditivas, mientras que por debajo de
uno implica interacciones sinérgicas, y por encima de uno indica interacciones antagdnicas (8). Sin
embargo, algunos autores han considerado una nueva clasificacién en la que los valores de FIC < 0,5
se consideran sinérgicos si el indice FIC es < 0,5, si se encuentra en 0,5 y 4 se considera aditivo y

antagoénico si el indice FIC es > 4 (8).
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4.4.2 Combinacion de aceites esenciales y antibiéticos frente Staphylococcus aureus
Se han estudiado 4 tipos de mecanismos de sinergia en referencia a los aceites esenciales (8):
++» Sinergia entre diferentes aceites esenciales (8).
+» Sinergia entre los componentes de aceites esenciales (8).
++ Sinergia entre componentes/constituyentes de los aceites esenciales y antibidticos (8).

+»+ Sinergia entre aceites esenciales y antibioticos (8).

Entre los efectos sinérgicos mds estudiados se encuentra la combinacidn sinérgica entre aceites
esenciales y antibidticos, de los cuales se encuentra una seleccién bibliogréfica de los principales
aceites esenciales y antibiodticos y el efecto de sus combinaciones en la Tabla 9 del Anexo 2. En este
campo, Vitanza estudio la combinacién del aceite esencial de Satureja montana con gentamicina, un
antibidtico utilizado contra las infecciones por S. aureus. El aceite esencial de S. montana de forma
individual ya era efectivo (MIC = 0.78 pug/mL) pero en combinacion con gentamicina (MIC = 0.5 pg/mL)
el resultado era de adiciéon y sinergia. Los resultados comprendian valores FIC entre 0.25 (sinergia) y
0.62 (adicion) (36). A su vez, también observaron los cambios morfolégicos producidos sobre S. aureus

por parte de la combinacion por microscopia electrénica de barrido (Figura 12).

Figura 12. Imagenes de S. aureus tomadas por microscopia electrénica de barrido, donde se puede observar en
la izquierda imdgenes de colonias no tratadas con el aceite esencial de S. montana y a la derecha las colonias
tratadas. Se aprecia un cambio en la morfologia de S. aureus por hundimiento y malformacién de la superficie
celular. Imagenes extraidas de Vitanza y col. (36).

En un estudio con el aceite esencial de Ocimum gratissimum, Melo y Azevedo encontraron un efecto
aditivo en la combinacidn de O. gratissimum y oxalacina (FIC = 0.516) y en la combinacion de O.
gratissimum y ciprofloxacina (FIC = 0.562) (37). En un estudio con el aceite esencial de Ocimum
basilicum, Silva observé un aumento de la actividad antimicrobiana en combinacién con imipenem (FIC
= 0.0625) (38). No obstante, al combinar el mismo aceite esencial con ciprofloxacina el efecto fue el

contrario y dio lugar a un efecto de antagonismo (FIC = 4.25) (38).
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Por dltimo, Aelenei y sus colaboradores demostraron que el aceite esencial de Coriandrum sativum en
combinaciéon con una gran seleccidén de antibidticos para el tratamiento contra S. aureus mostré
efectos positivos en la reduccién de la MIC, como en el caso de la combinacidn con amoxicilina o
gentamicina que se produjo una reduccién de la MIC del antibidtico de hasta 16 veces, la cual paso de
256 pg/mL a 16 pg/mL en ambos casos. En todas las combinaciones estudiados de este aceite esencial,

todos los efectos fueron clasificados entre sinérgicos y aditivos (39).

En los estudios de combinacion de aceites esenciales se ha visto una disminucién de los valores MIC
del antibidtico después de la combinacién con el aceite esencial por lo que se necesita una

concentracién menor del antibidtico para que este resulte eficaz frente a S. aureus.

4.5 COMBINACION ACEITES ESENCIALES CON NANOMATERIALES O NANOENCAPSULACION

Por la naturaleza de los aceites esenciales, al ser un conjunto de componentes altamente volatiles y
lipofilicos, son compuestos vulnerables a los fenédmenos de conversiéon o degradacion (28). Entre los
factores clave para conseguir propiedades terapéuticas eficientes se encuentra la estabilidad y
selectividad dosis-dependiente del aceite esencial, la cual puede verse afectada durante Ia

administracion y biodistribucién (28).

Los estudios recientes proponen el uso de nanomateriales contra infecciones microbianas con
presencia de resistencia antibidtica, entre los que se encuentran la plata, el oro y los nanotubos de
cobre, hierro, zinc, quitosano y carbono. Otra forma de utilizar los nanomateriales seria mediante una
accion sinérgica con los aceites esenciales de forma que la encapsulacidn de estos compuestos en el

interior de la nanocapsula pudiera modular la eficacia del aceite esencial (28).

La nano-encapsulacion es el proceso mediante el cual se rodean gotas del aceite esencial bioactivo con
un revestimiento o mediante la incrustacion en una matriz homogénea o heterogénea. Los aceites
esenciales, al ser sustancias volatiles, son altamente sensibles al oxigeno, la luz, la humedad vy la
temperatura. La encapsulacion del aceite esencial permite evitar los procesos de deterioro ya que
protege al aceite esencial de los factores externes que pueden afectar a su estabilidad (8). Mediante
la encapsulacién se protege al aceite esencial de forma que aumenta la estabilidad quimica y la
solubilidad, disminuye la evaporacion y la degradacidn de los componentes activos es minima (8). La
encapsulacién de aceites esenciales también favorece la entrega selectiva y liberacién controlada, y
aumenta su biodisponibilidad y eficacia contra los patdgenos resistentes a los medicamentos
(8,28).Estos sistemas también aumentan la bioeficacia debido a su capacidad de ser absorbido por las

células y penetrar a través de membranas y barreras biolégicas (32).

Pagina | 31



TRABAJO FINAL DE GRADO HELENA PEREZ CANTERO

El principal inconveniente que presentan los sistemas basados en nanoencapsulacion es que su
preparacidn contienen uno o mads pasos, tales como aumento de temperatura, evaporacién de
solventes o homogenizaciones a altas presiones las cuales pueden afectar la estabilidad de los

componentes del aceite esencial (32).

En la actualidad hay una gran variedad de formulaciones en los sistemas de encapsulacién basados en
nanoestructuras los cuales se pueden diferenciar en dos grandes grupos segln su base bioldgica:
Sistemas nanoestructurados basado en lipidos y sistemas nanoestructurados basados en polimeros
(32). Los sistemas nanoestructurados basados en lipidos, como las nanoemulsiones, nanoparticulas
lipidicas sdlidas, los liposomas y las nanocapsulas lipidicas, estan formados por componentes lipidicos,
qgue generalmente son biodegradables y se consideran seguros para usos farmacéuticos. En cambio,
los sistemas nanoestructurados basados en polimeros pueden ser naturales, semisintéticos o
sintéticos (32). Otra estrategia para la encapsulacion considerada en los ultimos afios son los complejos

moleculares basados en complejos de inclusion con ciclodextrinas (40).

Estrategias para la encapsulacion de aceites esenciales
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Figura 13. Estrategias para la nanoencapsulacion de aceites esenciales. Adaptado de Rai y col. (40)

4.6 DESAFIOS PARA EL USO CLINICO DE LOS ACEITES ESENCIALES

Tal como se ha demostrado en este trabajo, existen gran variedad de estudios donde se informa el
potencial antimicrobiano de los aceites esenciales contra S. aureus y sus variantes multirresistentes a
los antibioticos. La sensibilidad de determinadas cepas resistentes a antibidticos frente a los aceites
esenciales es evaluada mediante ensayos in vitro, en los cuales la informacidn no es completa ya que
no se obtiene informacién sobre el potencial in vivo. Las investigaciones con ensayos in vivo con
modelos animales son utilizadas para confirmar el potencial antimicrobiano de los aceites esenciales

en modelos animales, pero estas no tienen una incidencia tan alta como los ensayos in vitro (28).

En estos ensayos, los modelos animales se someten a la infeccién microbiana inducida mediante la
administracién de inéculo de patdgenos y se evalla la eficacia del aceite esencial examinando la

supervivencia y recuperacion del modelo animal. Los estudios de aceites esenciales in vivo se realizan
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con la utilizacién de diferentes modelos animales, incluidos ratones y bagres plateados (28). En una
busqueda en PubMed de estudios sobre los efectos de aceites esenciales en modelos in vivo en los
ultimos 5 afos solo se encuentran 18 resultados comparados con los 80 que se encuentran sobre

estudios in vitro.

Souza dos Santos y sus colaboradores investigaron los efectos del aceite esencial de Syagrus coronata
en larvas de Galleria mellonella infectadas por S. aureus y observaron variaciones en la tasa de
supervivencia de los diferentes grupos de tratamiento (41). La supervivencia de los insectos infectados
y tratados con altas concentraciones del aceite esencial de S. coronata (31.2 mg/Kg) mostraban una
tasa de supervivencia mayor que los infectados tratados con PBS (control) o tratados con una
concentracién menor de aceite esencial (15.6 mg/Kg) (41). A parte de demostrar que el aceite esencial
de S. coronata no mostrd toxicidad para este insecto, la carga bacteriana en la hemolinfa se redujo
cerca de la mitad en el grupo tratado respecto al grupo control (41). Dai informé sobre la eficacia del
aceite esencial de Amomum subulatum (también conocido como Caoguo o Fructus Tsaoko) cuando se
administré por via intramuscular a ratones inoculados con S. aureus (42). La supervivencia de los
ratones fue del 100 %, 90 % y 30 %, cuando se administraron dosis altas, medias y bajas de aceite
esencial respectivamente (42). La actividad antimicrobiana del aceite esencial era dosis-dependiente
y podia proteger a todos los ratones de la infeccidn por S. aureus cuando la concentracién de aceite
esencial era superior a 0,92 g/kg-d (42). Ferro y sus colaboradores observaron como el cinamaldehido,
componente mayoritario de la canela (Cinnamomum cassia), inhibia los factores de virulencia de S.
aureus y protegia de la infeccion al modelo animal de G. mellonella (43). El estudio demostré que en
las larvas de G. mellonella la supervivencia del grupo tratado con el aceite esencial aumentaba y la

carga bacteriana en la hemolinfa se reducia en dosis equivalentes a 25-50 mg/kg (43).

De todos los aceites esenciales conocidos, 300 de ellos son considerados como seguros para los
humanos (generally recognized as safe, GRAS) por la FDA. A su vez, se los ha categorizado como
antimicrobianos “verdes” debido a su bajo coste, bioactividad, biocompatibilidad, potencial de
reversion de la resistencia microbiana, no toxicidad para células eucariotas y seguros para el
medioambiente. Es por ello por lo que se consideran como una fuente de antimicrobianos y una

solucidn eficaz para hacer frente a la resistencia antimicrobiana, especialmente en S. aureus (28).
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5 CONCLUSIONES

Las especies vegetales han demostrado ser una fuente aparentemente inagotable de productos de
interés industrial y biotecnoldgico por su gran variedad de metabolitos secundarios. Los aceites
esenciales extraidos de las plantas han supuesto una fuente innovadora de compuestos con aparente
efecto antimicrobiano y es por ello por lo que cada vez existe una mayor incidencia de estudios que
exponen los resultados de ensayos con aceites esenciales. Después de la revision bibliografica realizada

se ha podido llegar a las siguientes conclusiones:

¢ Los aceites esenciales poseen un potencial antimicrobiano relevante por lo que deberian ser
considerados en futuras investigaciones tanto de forma conjunta como de sus componentes

individuales.

7
0.0

Los aceites esenciales han pueden ser parte de una estrategia novedosa de potenciar el efecto

de los antibidticos ya existentes por acciones sinérgicas o aditivas entre ambos compuestos.

7
0.0

La combinacidn de los aceites esenciales con nanomateriales puede propiciar la estabilidad y

propiciar la accién de estos productos

Finalmente, cabe destacar que a pesar de todos los resultados obtenidos en los que se presentan una
gran variedad de aceites esenciales con actividad antimicrobiana frente S. aureus, aln se conoce poco
sobre los mecanismos de accidn. Seran necesarias futuras investigaciones para poder confirmar el

potencial de estos compuestos como agentes antimicrobianos in vivo.
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9 ANEXOS

HELENA PEREZ CANTERO

9.1 ANEXO 1. SELECCION BIBLIOGRAFICA DE ACEITES ESENCIALES CON EFECTO ANTIBACTERIANO

FRENTE Staphylococcus aureus

Tabla 7. Aceites esenciales con actividad antimicrobiana frente Staphylococcus aureus y sus valores MIC.
Adaptado de las referencias presentes en la tabla.

Aceite esencial Cepa MiIC MIC (ng/mL) Ref.
Aeollanthus suaveolens S. aureus (ATCC 6538) 100 mg/mL 0.1 (44)
Aloysia citriodora S. aureus (ATCC 25923) 2.84-8.37 mg/mL 0.00248-0.00837  (45)
Baccharis burchellii S. aureus (ATCC 6538) >1000 pg/mL >1000 (46)
Baccharis coridifolia S. aqureus 10 512 ug/mL 512 (47)
Baccharis dracunculifolia S. aureus (ATCC 25923) 102 pug/mL 102 (48)
Baccharis dracunculifolia S. aureus 10 @ 512 ug/mL 512 (48)
Baccharis oreophila S. aureus (ATCC 25923) 1250 pg/mL 1250 (49)
Baccharis organensis S. aureus (ATCC 6538) >1000 pg/mL >1000 (46)
Bocageopsis multiflora S. aureus (ATCC 6538) 0.19 mg/mL 0.00019 (21)
Bocageopsis multiflora S. aureus (ATCC 33591)°®  4.68 pug/mL 4.68 (50)
Boswellia papyrifera S. aureus (ATCC 25923) 32 ug/mL 32 (51)
Calamintha nepeta S. aureus (ATCC 25923) 20 mg/mL 0.02 (52)
Carum copticum S. aureus (ATCC 25923) 0.17 pg/mL 0.17 (53)
Chenopodium ambrosioides S. aureus 11998 >1024 pg/mL >1024 (29)
Coriandrum sativum S. aureus (ATCC 33591)®  5.44 ug/mlL 5.44 (54)
Coriandrum sativum S. aureus ATCC 43300 5.44 pug/mL 5.44 (54)
Coriandrum sativum S. aureus (ATCC 6538) 5.44 pg/mL 5.44 (54)
Croton limae S. aureus (ATCC 25923) 512 ug/mL 512 (55)
Croton zambesicus S. aureus (ATCC 25923) 16 pg/mL 16 (56)
Cuminum cyminum S. aureus (ATCC 6538) 12 mg/mL 0.012 (56)
Cuminum cyminum S. aureus (DMST 8840) 128 mg/mL 0.128 (57)
Cymbopogon schoenanthus S. aureus (ATCC 25923) 16 pg/mL 16 (56)
Cymbopogon schoenanthus S. aureus (ATCC 6538) 2.3 pug/mL 2.3 (58)
Cymbopogon schoenanthus S. aureus (ATCC 33591)®  4.69 ug/mL 4.69 (58)
Cyper rotundus S. aureus (ATCC 25923) 16 pg/mL 16 (56)
Dittrichia graveolens S. aureus (ATCC 25923) 1138.8 ug/mL 1138.8 (59)
Dittrichia graveolens S. aureus (ATCC 29213) 4555.2 pug/mL 4555.2 (59)
Dittrichia viscosa S. aureus (ATCC 25923) 15 mg/mL 0.015 (52)
Ephedranthus amazonicus S. aureus (ATCC 6538) 0.09 mg/mL 0.00009 (212)
Eucalyptus globulus S. aureus (ATCC 25923) 20 mg/mL 0.02 (52)
Eucalyptus gunnii S. aureus DSM 0.5 pg/mL 0.5 (60)
Eugenia jambolana S. aureus (ATCC 25923) 128 ug/mL 128 (61)
Eugenia jambolana S. aureus (SA358) 128 ug/mL 128 (61)
Foeniculum vulgare (semillas) S. aureus (ATCC 25923) 25 mg/mL 0.025 (52)
Foeniculum vulgare (hojas) S. aureus (ATCC 25923) 20 mg/mL 0.02 (52)
Fusaea longifolia S. aureus (ATCC 33591)®  37.5 ug/mlL 37.5 (50)
Ganoderma pfeifferi S. aureus (ATCC 29213) 0.3 mg/mL 0.0003 (22)
Guatteria blepharophylla S. aureus (ATCC 6538) 0.05 mg/mL 0.00005 (21)
Hedyosmum sprucei S. aureus (ATCC 29230) 1000 pg/mL 1000 (62)
Heracleum ternatum S. aureus (ATCC 6538) 0.52-2.40 mg/mL 0.00052 - 0.0024  (23)
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Heracleum verticillatum
Hirtellina lobelii
Hirtellina lobelii

Hyptis martiusii

Hyptis martiusii
Houttuynia cordata
Lavandula angustifolia
Laurus nobilis
Liquidambar styraciflua
Leptospermum petersonii
Lippia alba

Mentha piperita
Mentha piperita
Mentha pulegium
Mentha spicata
Micromeria croatica
Murraya paniculata
Myracrodruon urundeuva
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum gratissimum
Ocimum tenuiflorum
Ocimum tenuiflorum
Ocotea odorifera
Persicaria odorata
Phytolacca dodecandra
Phlomis floccosa

Piper aduncum

Piper aduncum

Piper arboreum

Piper arboreum

Piper gaudichaudianum
Piper gaudichaudianum
Piper diospyrifolium
Piper diospyrifolium
Piper mikanianum

Piper mikanianum
Plectranthus amboinicus
Plectranthus amboinicus
Rhaphiodon echinus
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Salvia multicaulis

Salvia multicaulis

Satureja macrantha (vegetativo)

Satureja macrantha (floral)
Satureja macrantha (frutal)
Succisa pratensis (hojas)

. aureus (ATCC 6538)

. aureus (ATCC 29213)

. aureus (ATCC 33591) ®
. aureus (ATCC 25923)

. aureus 10°

. aureus (CCM 4223)

. aureus (ATCC 6538)

. aureus (ATCC 6538)

. aureus (ATCC 25923)

. aureus DSM

. aureus (ATCC 6538)

. aureus (ATCC 25923)

. aureus ATCC 43300

. aureus (ATCC 25923)

. aureus (ATCC 25923)

. aureus (ATCC 25923)
. aureus (ATCC 25923)
. aureus (ATCC 25923)
. aureus (ATCC 6538)

. aureus (M-177)

. aureus (ATCC 6538)

. aureus (ATCC 25923)
. aureus NCTC 6571°

. aureus 10

. aureus (CCM 4223)

. aureus (ATCC 25923)
. aureus (ATCC 6538)

. aureus (ATCC 25923)
. aureus 10

. aureus (ATCC 25923)
. aureus 10

. aureus (ATCC 25923)
. aureus 10

. aureus (ATCC 6538)

. aureus 10

. aureus (ATCC 6538)

. aureus 10

. aureus (ATCC 6538)
OVRSA ¢

. aureus (SA358) ¢

. aureus (ATCC 25923)
. aureus ¢
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. aureus 9

. aureus (ATCC 29213)

. aureus (ATCC 33591)
. aureus (ATCC 23922)

. aureus (ATCC 23922)

. aureus (ATCC 23922)

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S. aureus NCTC 4163

0.14-4.30 mg/mL 0.00014 - 0.0043

32 pg/mL
128 ug/mL
32 pg/mL
>1024 pg/mL
1024 pg/mL
2 mg/mL
31.25 mg/mL
31.2 pg/mL
1.0 ug/mL
0.5-1 mg/mL
5 mg/mL

20 mg/mL

15 mg/mL
64 ug/mL
10.13 mg/mL
1 mg/mL
0.11 mg/mL
1024 pg/mL
1024 pg/mL
1000 pg/mL
2.5 pg/mL
2.25 pg/mL
512 pg/mL
>1024 pg/mL
>128 ug/mL
1250 pg/mL
>1024 pg/mL
>1024 pg/mL
512 pg/mL
512 pg/mL
>1024 pg/mL
>1024 pg/mL
>1024 pg/mL
>1024 pg/mL
>1024 pg/mL
>1024 pg/mL
0.25 mg/mL
0.5 mg/mL
>1024 pg/mL
20 mg/mL
25 mg/mL
6.2 mg/mL
128 ug/mL
128 pg/mL
10 pg/mL

5 ug/mL

10 pg/mL
>3.44 mg/mL

>1024
1024
0.002
0.03125
31.2

1.0
0.0005-0.001
0.005
0.02
0.015
64
0.01013
0.001
0.00011
1024
1024
1000
2.5

2.25
512
>1024
>128
1250
>1024
21024
512

512
>1024
21024
21024
21024
>1024
21024
0.00025
0.0005
>1024
0.02
0.025
0.0062
128

128

10

5

10
>0.00344
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(23)
(63)
(63)
(64)
(64)
(65)
(66)
(67)
(68)
(60)
(24)
(69)
(69)
(52)
(70)
(71)
(72)
(25)
(38)
(38)
(37)
(73)
(73)
(74)
(65)
(75)
(76)
(77)
(77)
(77)
(77)
(77)
(77)
(78)
(78)
(79)
(79)
(26)
(26)
(80)
(52)
(81)
(81)
(82)
(82)
(83)
(83)
(83)
(27)
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Succisa pratensis (flores)
Thymus mastichina
Thymus sipyleus

Thymus sipyleus
Trachyspermum ammi
Trachyspermum ammi
Trachyspermum ammi
Vetiveria zizanioides
Xeranthemum cylindraceum
Xeranthemum annum
Xylopia aromatica
Zataria multiflora
Zataria multiflora

nh h v 1= h v 1 hL L L L uh »

. aureus NCTC 4163

. aureus (ATCC 25923)

. aureus ATCC BAA-1026
. aureus ATCC 700699 ®
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0.00086 (27)
0.02 (52)
160 (84)
310 (84)
0.0041 (85)
0.008 (85)
0.008 (85)
39 (86)
30 (87)
30 (87)
0.0012 (21)
0.003125 (88)
0.003125 (88)

@Cepa S. aureus MDR
b Cepa S. aureus MRSA

€ Cepa S. aureus resistente a oxacilina y vancomicina

4 Cepa S. qureus aislada de caso clinico
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9.2 ANEXO 2. SELECCION BIBLIOGRAFICA DE ACEITES ESENCIALES COMBINADOS CON ANTIBIOTICOS Y SU EFECTO FRENTE Staphylococcus aureus

Tabla 8. Aceites esenciales combinados con antibidticos y el efecto de su combinacién en la actividad antimicrobiana frente Staphylococcus aureus. Adaptado de las
referencias presentes en la tabla.

L. MIC aceite MIC antibiético MIC aceite esencial MIC antibidtico
Combinacion Cepa S. aureus . . . FIC Efecto Ref.
esencial (pg/mL) (ng/mL) combinado (pg/mL) combinado (pg/mL)
Coriandrum sativum + Oxalacina ATCC 33591 5.44 512 1.36 64 0.38 Sinérgico (39)
C. sativum + Amoxicilina ATCC 33591 5.44 256 1.36 16 0.31 Sinérgico (39)
C. sativum + Gentamicina ATCC 33591 5.44 8 0.68 1 0.25 Sinérgico (39)
C. sativum + Tetraciclina ATCC 33591 5.44 128 1.36 16 0.38 Sinérgico (39)
C. sativum + Oxalacina ATCC 43300 5.44 64 2.72 8 0.63 Aditivo (39)
C. sativum + Amoxicilina ATCC 43300 5.44 64 1.36 16 0.50 Sinérgico (39)
C. sativum + Gentamicina ATCC 43300 5.44 256 1.36 16 0.31 Sinérgico (39)
C. sativum + Tetraciclina ATCC 43300 5.44 1 2.72 0.02 0.52 Aditivo (39)
C. sativum + Amoxicilina ATCC 6538 5.44 0.25 2.72 0.004 0.52 Aditivo (39)
C. sativum + Eritromicina ATCC 6538 5.44 0.33 2.72 0.02 0.56 Aditivo (39)
C. sativum + Gentamicina ATCC 6538 5.44 0.13 1.36 0.03 0.50 Sinérgico (39)
C. sativum + Ciprofloxacina ATCC 6538 5.44 0.50 2.72 0.06 0.63 Aditivo (39)
C. sativum + Tetraciclina ATCC 6538 5.44 0.50 1.36 0.13 0.50 Sinérgico (39)
C. sativum + Clindamicina ATCC 6538 5.44 0.78 2.72 0.006 0.51 Aditivo (39)
Hirtellina lobelii + Vancomicina ATCC 29213 32 1 1 0.5 0.50 Sinérgico (63)
Ocimum basilicum + Imipenem ATCC 6538 1024 4 32 0.125 0.0625 Sinérgico (38)
0. basilicum + Ciprofloxacina ATCC 6538 1024 2 4096 0.5 4.25 Antagodnico (38)
Ocimum gratissimum + Oxalacina 5B 2000 2000 1000 31025 0.516 Aditivo (37)
O. gratissimum + Ciprofloxacina 5B 2000 62.5 1000 3.90 0.562 Aditivo (37)
Satureja montana + Gentamicina ~ ATCC 25923 0.78 0.5 0.06 0.1 0.25 Sinérgico (36)
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