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Resumen

Las enfermedades ocasionadas por bacterias infecciosas cada vez son de mayor
preocupacion a nivel global debido al rapido avance que tienen estos microorganismos
en sus mecanismos de adaptacion, convirtiéndose en patdgenos facilmente resistentes
a maultiples antibioticos. La busqueda de nuevas estrategias antimicrobianas se hace
imprescindible en este escenario, para consolidar novedosos tratamientos que logren
minimizar el impacto negativo a la salud de manera efectiva. Productos naturales, tales
como los aceites esenciales de algunas plantas comunes, han demostrado tener
excelentes proyecciones en este campo. En el presente estudio, se evaluaron con
estudios metabolomicos no dirigidos las posibles rutas biosintéticas afectadas en
células plancténicas de Escherichia coli ATCC 11775 mediante un tratamiento con
aceite esencial de Ocimum basilicum, por medio de, inicialmente, la determinacion de
la actividad antibacteriana, en la que se establecié una concentracion minima
inhibitoria de 0,30 mg/mL, seguido de la extraccion de metabolitos de las células de
cultivo y posterior analisis de extractos metabolicos mediante la técnica analitica
UHPLC-ESI-Orbitrap-MS, y finalizando con un analisis metabolico del efecto del
aceite esencial sobre el crecimiento de Escherichia coli ATCC 11775, en el que se
encontraron afectaciones en diferentes vias metabdlicas, principalmente, en el
metabolismo de arginina y prolina. Los resultados obtenidos brindan una nocion sobre

el posible mecanismo de accion del aceite esencial de Ocimum basilicum sobre
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Escherichia coli y fomentan la continuacion del estudio de la actividad de los AE

contra microorganismos patégenos como productos antibacterianos de origen natural.

Abstract

Diseases caused by infectious bacteria are increasingly of greater global concern due
to the rapid progress of these microorganisms in their adaptation mechanisms,
becoming pathogens that are easily resistant to multiple antibiotics. The search for new
antimicrobial strategies is essential in this scenario, to consolidate novel treatments that
effectively minimize the negative impact on health. Natural products, such as the
essential oils of some common plants, have shown to have excellent prospects in this
field. In the present study, the possible biosynthetic pathways affected in planktonic
cells of Escherichia coli ATCC 11775 by treatment with essential oil of Ocimum
basilicum were evaluated with undirected metabolomic studies using, initially, the
determination of the antibacterial activity, in which a minimum inhibitory
concentration of 0.30 mg/mL was determined, followed by the extraction of
metabolites from cultured cells and subsequent analysis of metabolic extracts using the
UHPLC-ESI-Orbitrap-MS analytical technique, and finishing with a metabolic
analysis of the effect of essential oil on the growth of Escherichia coli ATCC 11775,
in which effects on different metabolic pathways were found; mainly, in the
metabolism of arginine and proline. The results obtained provide an idea about the

possible mechanism of action of the essential oil of Ocimum basilicum on Escherichia
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coli and encourage the continuation of the study of the activity of EOs against

pathogenic microorganisms as antibacterial products of natural origin.

Introduccion

Las infecciones ocasionadas por bacterias en el cuerpo humano son objeto constante
de investigacion debido a que sus efectos pueden llegar a ser muy graves para el
organismo, lo que adicionalmente incrementa los tiempos de estancia hospitalaria de
los pacientes, y se ve reflejado en un mayor gasto econémico en salud publica [Centers

for Disease Control and Prevention (CDC), 2006].

Escherichia coli (E. coli), es una bacteria anaerobia facultativa comensal, la cual es
abundante en el tracto gastrointestinal humano, pues junto a otros microorganismos se
encuentra asociada al correcto funcionamiento de la digestién (Allocati et al., 2013).
Este microorganismo, también participa en la produccion de vitaminas B y K (Al-
Zyoud et al., 2019). Sin embargo, se han descrito diferentes cepas que por procesos de
evolucion y adaptacién se han convertido en bacterias virulentas, con efectos dafiinos
y negativos para el ser humano, expresandose patogénicamente en distintas cepas que
generan enfermedades con sintomas muy variados (Sokurenko et al., 1998). Esto, hace
que la sintomatologia no sea especificay, por lo tanto, la deteccion del microorganismo
se haga compleja. Existen cepas asociadas a infecciones gastrointestinales,
denominadas E. coli diarreogénicas o intestinales, mientras que las asociadas a

infecciones en otros aparatos y sistemas son denominadas E. coli patogénicas
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extraintestinales (EXPEC) (Pitout, 2012). La alta morbilidad, prevalencia y variedad en
cuadros sintomaticos asociados a E. coli, junto con el preocupante y rapido aumento
en su resistencia hacia diferentes antibioticos comerciales, hacen de esta bacteria uno

de los agentes patogenos de mayor relevancia para el ser humano.

Debido a lo anterior, el mundo se ha enfrentado a una creciente necesidad de encontrar
novedosas alternativas que controlen el crecimiento de E. coli y demas bacterias
patdgenas. Entre las nuevas estrategias antibidticas, se encuentran los productos
naturales, como los aceites esenciales (AE), los cuales generan efectos secundarios
adversos minimos (L6pez, 2004). Los AE y los extractos organicos de plantas son bien
conocidos por tener una amplia actividad biolégica, menor impacto ambiental y alta
aceptacion por parte de los consumidores (Hanafi et al., 2014; Jayasena & Jo, 2013,;
Soldrzano-Santos & Miranda-Novales, 2012; Tajkarimi et al., 2010). Estos compuestos
se pueden utilizar en varias aplicaciones, incluidos alimentos crudos y procesados,
productos farmaceuticos, medicina alternativa y terapias naturales (Solgi &

Ghorbanpour, 2014).

Recientemente, se ha incrementado la evidencia que demuestra el potente efecto
antibacteriano que poseen diferentes AE y extractos vegetales sobre microorganismos
patdgenos como Salmonella, E. coli, Staphylococcus, Pseudomonas, entre otros
(Chraibi et al., 2021; El-Zehery et al., 2022; Imane et al., 2020; Leite de Souza, 2021;
Soulaimani et al., 2021). Estas bacterias pueden asociarse a enfermedades respiratorias,

infecciones urinarias y del torrente sanguineo, etcétera. (Centers for Disease Control
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and Prevention (CDC)., 2011). Dicho conocimiento es particularmente importante para
determinar el efecto de diferentes alternativas naturales en microorganismos, su
funcionamiento en combinacion con otros compuestos antimicrobianos y su
interaccion con los componentes de la matriz celular (Chouhan et al., 2017). Sin
embargo, son pocos los estudios metabolémicos reportados que permitan comprender
el modo de accién y actividad de estos compuestos sobre las células bacterianas,
describiendo el posible mecanismo de accion de los AE y su correlacion con las

diferentes rutas metabolicas presentes en los microorganismos.

La investigacion de las rutas metabolicas activadas o inhibidas en el proceso, resulta
muy importante para conocer el efecto del AE sobre las diferentes vias metabolicas del
microorganismo, lo cual permite entender el proceso que ocurre dentro de la célula y
proporciona nuevas rutas y conocimiento para continuar buscando posibles alternativas
antimicrobianas contra E. coli y otras bacterias patdgenas. En el presente trabajo, se
evaluaron las variaciones a nivel metabolico producidos por un AE obtenido de la
planta Ocimum basilicum (OB) sobre E. coli en estado plancténico. Los resultados
obtenidos permitieron proponer los posibles mecanismos de accion del AE sobre el

microorganismo.

La importancia del estudio de E. coli como patdgeno capaz de ocasionar casos aislados
de diarrea o gastroenteritis, especialmente en paises en desarrollo (Troeger et al., 2017),
se ve acrecentada con los datos que muestran que, anualmente, ocurren

aproximadamente dos millones de muertes debido a E. coli enteropatdgena, de las
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cuales el 90 % se encuentran asociadas a nifios menores de cinco afios (Jang et al.,
2017). La importancia epidemioldgica de E. coli varia segun la region geografica
(Croxen et al., 2013). Los estudios también han demostrado que factores como el
estado de salud del huésped, asi como las condiciones ambientales, geogréaficas y
sociales, podrian influir en la distribucion de grupos filogenéticos de E. coli patdgena
en humanos y animales (Derakhshandeh et al., 2013; Gordon & Cowling, 2003).
Aungue es una bacteria con menor impacto en la salud en paises desarrollados, es
frecuente en todo el mundo. Colombia, como varias otras naciones latinoamericanas,
al seguir en desarrollo poseen especialmente un mayor riesgo de propagacion de
infecciones bacterianas como la causada por E. coli (World Health Organization,
1999), esto debido a la falta de acceso a agua potable debidamente tratada y al
saneamiento deficiente de diferentes alimentos, sobre todo en lugares donde se lleva

un estilo de vida con escasos recursos, y en zonas de pobreza extrema en la region.

Aunque puede haber una falsa impresion de que las infecciones bacterianas son un
tema resuelto en la medicina moderna, la realidad es que siguen siendo causas
importantes de enfermedad y muerte (Rubey & Brenner, 2021). La terapia
antimicrobiana resulta primordial y, sin embargo, durante décadas, no se han
evidenciado avances significativos en el desarrollo de nuevos tratamientos avanzados
para enfermedades infecciosas (O’Neil, 2021). De acuerdo con este precedente, resulta
importante dilucidar la manera de interrumpir el crecimiento de microorganismos
patdgenos abordando a su vez el problema creciente de la resistencia a los

antimicrobianos, pues esto puede dar paso a encontrar novedosas estrategias

11
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terapéuticas que contribuyan a erradicar los efectos negativos que tienen las bacterias

como E. coli patégena en el ser humano.

La presente investigacion se enfoco en estudiar los posibles mecanismos de accion
antibacteriana del AE de OB sobre cepas del microorganismo patdgeno E. coli ATCC
11775 mediante metabolémica no dirigida, teniendo en cuenta que los AE contienen
una amplia variedad de metabolitos secundarios que son capaces de inhibir o retardar
el crecimiento de bacterias, levaduras y mohos. Los AE y sus constituyentes tienen
actividad contra una variedad de dianas bacterianas, particularmente, la membranay el
citoplasma, y en algunos casos, cambian por completo la morfologia celular (Nazzaro
et al., 2013). De esta manera, es indispensable la comprension del funcionamiento de
los AE y sus posibles aplicaciones futuras con el fin de encontrar nuevas alternativas
naturales que conduzcan a la formulacién y disefio de un tratamiento para las
infecciones ocasionadas por estos microorganismos; dado el incremento en la
prevalencia de cepas resistentes a antibidticos. Lo anterior, representa un reto para la
comunidad médica y cientifica, considerando que la mayor parte de analisis realizados
hasta el momento sobre estas potenciales estrategias no profundizan lo suficiente como
para entender el funcionamiento y actuacion especificos de los AE en los procesos

metabdlicos de la bacteria.

12



EFECTO DE O. BASILICUM SOBRE E. COLI

Marco teérico

Estado del arte

Los inicios del uso de plantas de forma medicinal por el ser humano fueron instintivos,
como en el caso de los animales. Existe gran cantidad de evidencias en monumentos
preservados y documentos escritos de que el hombre utilizaba diversas plantas en la
busqueda de curas para las enfermedades o dolencias que presentaban. La era de la
experimentacién y las curaciones de forma empirica termina con la llegada de la
iatroquimica en el siglo XV, promovida por Paracelso. Esta, es conocida como la rama
precursora de la quimica farmacoldgica y la bioquimica, en la que se buscaba explicar
qguimicamente patologias y proporcionar tratamientos con compuestos y sustancias

quimicas (Szabadvary, 1966).

No obstante, en la actualidad, debido a algunas disminuciones en la eficacia de las
drogas sintéticas y el aumento en los efectos adversos y contraindicaciones que estas
presentan, el estudio de nuevas y posibles drogas naturales y/o basadas en plantas
vuelve a ser un tema de mucho interés en la comunidad médica y cientifica. Esto
también se debe a la dificultad para encontrar nuevos tratamientos o terapias para

infecciones y el desarrollo lento de nuevas drogas en el mercado, al ser un proceso

13
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laborioso que requiere una gran inversion de capital, recursos, y tiempo (Bess et al.,

2022).

Como compuestos principales o candidatos, los productos naturales histéricamente han
proporcionado puntos de partida cruciales en el desarrollo de farmacos (Wencewicz,
2016). Las plantas producen una gran variedad de metabolitos secundarios, muchos de
los cuales tienen funcion protectora contra predadores y patdgenos microbianos,
gracias a sus caracteristicas biocidas y de repelencia a herbivoros (Bassolé & Juliani,
2012). Dentro de estos metabolitos secundarios se conocen actualmente miles de AE
distintos, de estos, aproximadamente 300 son importantes a nivel comercial e
industrial, debido a su sabor y fragancia, siendo utilizados principalmente en la
industria de alimentos y la perfumeria (Bassolé & Juliani, 2012). La actividad
antimicrobiana de los AE se atribuye principalmente a la presencia de
fenilpropanoides, que componen una parte importante en muchos AE extraidos de

plantas medicinales (Imane et al., 2020).

Hoy en dia, existe amplia variedad de evidencia cientifica, en la que se expone la
actividad antibacteriana tan eficaz que tienen los AE extraidos de plantas sobre
diversas bacterias patogenas diferentes (Aleksic Sabo & Knezevic, 2019a; Atif et al.,
2020; Bouyahya et al., 2019; Esmael et al., 2020; Houdkova et al., 2018; Larrazabal-
Fuentes et al., 2019; Snene et al., 2020). La ventaja de los AE sobre otros
antimicrobianos radica en el hecho de que ofrecen una amplia capacidad antibacteriana

sin inducir la produccion de mecanismos de resistencia en la bacteria (Sienkiewicz et

14
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al., 2017; Yang et al., 2015). Ademas, los estudios sobre una serie de lineas celulares
de cancer humano han demostrado que también tienen efectos antiinflamatorios e
inmunoestimuladores, asi como actividad supresora del cancer (Cavanagh &
Wilkinson, 2005; Edris, 2007; Reichling et al., 2009; Serafino et al., 2008; Trombetta
etal., 2005). Asi mismo, se ha encontrado actividad antidepresiva y ansiolitica (Benites
et al., 2013), antiasmatica (Hernandez et al., 2018), anticonvulsiva (Randrianarivo et
al., 2016), antiparasitaria (Bandeira et al., 2017), mosquitocida y efecto pesticida y

repelente (Chellappandian et al., 2018).

En los ultimos afios, un nimero creciente de estudios muestran que algunos compuestos
de fuentes naturales poseen propiedades antibacterianas (Hajji et al., 2019; Jiang et al.,
2020). Los AE son promisorios para convertirse en pilares quimicos antibacterianos,
que podrian utilizarse estratégicamente en el disefio y desarrollo de nuevos antibioticos.
Sin embargo, aunque la evidencia de la actividad antimicrobiana de los AE es extensa,
actualmente existen limitados avances en investigaciones metabolémicas relacionadas
concretamente con el efecto puntual de los AE sobre microorganismos patégenos como
E. coli, en los que se logre verdaderamente dilucidar las posibles afectaciones que se
dan al interior de la célula en el proceso, remarcando la necesidad que existe de llenar
el vacio en este campo del conocimiento mediante investigacion orientada
especificamente al analisis metabolico de las rutas biosintéticas posiblemente afectadas
en microorganismos patdgenos por tratamiento con AE. Algunos de los estudios
metabolomicos relacionados con el efecto antibacteriano de diferentes AE, muestran

resultados como afectaciones a la membrana celular y perturbaciones en el
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metabolismo de aminoacidos (Chen et al., 2020), inhibicion de motilidad celular e

intercambio de material transmembrana (Chen et al.,, 2022), inhibicion del

metabolismo respiratorio correspondiente con alteraciones encontradas en el

metabolismo central de carbono (He et al., 2022), entre otros.

Lo anterior, enmarca una importante recopilacién de datos que proveen informacion

valiosa y relevante para seguir investigando el campo de la metabolémica para, en este

sentido, prevenir el continuo desarrollo de la resistencia de bacterias a los agentes

antimicrobianos.

Algunos estudios realizados con AE en materia de metabolémica sobre diferentes

microorganismos patdgenos se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 1. Estudios realizados con aceites esenciales basados en metabolémica sobre

diferentes microorganismos patdgenos.

Metodologia Aceite
. esencial Patdgeno estudiado Resultado obtenido  Referencia
utilizada .
extraido
Bacterias Gram
Positivas: Bacillus
. subtils, Inhibicion del
Aceite Staphylococcus .
L. . crecimiento de las
Metaboldémica  esencial de aureus. . .
. . bacterias. Actividad
no Guatteria Bacterias Gram antifanaica inhibiendo
dirigida/SEM citriodora Negativas: Klebsiella ung
. crecimiento del hongo
Ducke pneumoniae, At60eno
Salmonellae enterica. Patogeno. (de Souza
Fungi: Alternaria etal.,
alternata 2022)

16
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Bacterias Gram
Positivas: Bacillus
cereus, Staphylococcus

El eugenol contribuyo6 a
la actividad
antibacteriana de los

158 aceites  aureus y Enterococcus  aceites frente a todos
- esenciales faecalis. los microorganismos
Metabolémica . . . )
no comercialment Bacterias Gram analizados. El a-pineno,
dirigida/GC/M e cﬁ_spombles Nega_tlvas: Escherichia el Ilm_oneno y el
s utilizados de coli y Pseudomona sabineno se
varios aeruginosa identificaron como
proveedores Levaduras: Candida compuestos que
albicans 'y propiciaron poca
Cryptococcus actividad (Maree et
neoformans antibacteriana. al., 2014)
Metabolémica Aceite Induccion de muerte
. celular al provocar una
no esencial de  Staphylococcus Aureus disfuncion metabélica
dirigida/GC/M Amomum resistente a meticilina "
S villosum Lour energetlca} en la
bacteria. (Tang et
al., 2021)
Dafio a la morfologia
celular. Induccién de
. Staphylococcus Aureus
A Aceite i o muerte celular. La tasa
Metabolomica X resistente a meticilina, :
esencial de : de apoptosis de
no : Enterococcus faecalis,
_ Cinnamomum ) - Staphylococcus Aureus
dirigida/SEM/ Bacillus subtilis,
camphora L. : aumenta de manera
TEM/GC/MS Salmonella gallinarum .
Presl. Escherichia coli dependiente con la
y concentracion del aceite  (Chen et
esencial. al., 2020)
Fungi: Fusarium
oxysporum,
Pyricularia oryzae,
Colletotrichum
. falcatum, Ganoderma
L. Aceite :
Metabolomica . boninense y S
esencial de o Inhibicion del
no ; Rigidoporus L
L rizomas de A crecimiento de los
dirigida/SEM/ Zindiber microporus. fitonatddenos
GC/MS Y Bacterias: patog '
officinale
Xanthomonas oryzae
pv., Ralstonia
solanacearum, (Abdullahi
Bacillus sp. y etal.,
Klebsiella sp. 2020)
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Usando dosis subletales

Metaboldmica Aceite ,
; . se encontro un
no esencial de Salmonella enterica . .
. ; . desarrollo de resistencia
dirigida/UPLC tomillo y serovar Thypirium en la bacteria con
-QTOF-MS canela

distintos mecanismos.  (Chen et
al., 2022)

Marco conceptual

Generalidades de E. coli

E. coli es una bacteria gramnegativa de la familia Enterobacteriaceae. El andlisis de
16rRNA muestra que pertenece a la subclase de proteobacterias y, misma que se
encuentra muy relacionada con las otras proteobacterias (o, B, 8) y con las
cianobacterias (Logan, 1994). La subclase de proteobacterias vy, incluye ademas a
organismos patdgenos de humanos, como son Shigella, Salmonella, Vibrio y
Haemophilus. Las bacterias de la familia Enterobacteriaceae se caracterizan por ser
capaces de respirar facultativamente: anaerobicamente en el interior del intestino y
aer6bicamente en el ambiente exterior. Debido a esta capacidad muchos de los
miembros de esta familia son de vida libre, mientras que otros son principalmente
comensales de animales invertebrados y vertebrados o son patégenos de plantas

(Logan, 1994).

E. coli es posiblemente uno de los microorganismos maés estudiados a nivel mundial,
ya que se ha utilizado en el estudio de aspectos bacterianos genéticos y fisiologicos. Su

genoma completo y su biologia general se conocen desde hace algunos afios (Blattner
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et al., 1997; Neidhardt et al., 1987, 1996). También ha sido utilizada como organismo
modelo en estudios de evolucion experimental y genética de poblaciones para entender
la accion de las diferentes fuerzas evolutivas a corto y largo plazo (Papadopoulos et al.,

1999; Souza et al., 2001).

Es importante tener en cuenta que E. coli se transmite a los seres humanos
principalmente por el consumo de alimentos contaminados, como productos de carne
cruda o poco cocida, leche cruda, y hortalizas o semillas germinadas crudas
contaminadas por materia fecal. Asimismo, la contaminacion fecal del agua, y la
contaminacion cruzada durante la preparacion de alimentos también es causa de
infecciones. Los contactos de persona a persona son una forma de transmision
importante por via oral-fecal. Se ha informado de un estado de portador asintomatico,
en el que la persona no muestra signos clinicos de la enfermedad, pero puede infectar

a otros (World Health Organization, 2018).

E. coli como patdgeno

Existen muchas enfermedades en el ser humano que pueden producirse debido a
infecciones ocasionadas por bacterias. E. coli es un microorganismo fundamental a
tener en cuenta cuando se trata con enfermedades gastricas importantes, estando
asociado principalmente con diarreas, aungue también puede resultar en enfermedades
mas graves como el sindrome urémico o la colitis hemorragica (Donnenberg & Kaper,

1992).
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El cuadro clinico originado por E. coli es considerado una enfermedad emergente,
puesto que hasta el afio 1993 no se reconoceria como un peligro para la salud publica,
siendo que en ese afio ocurrié un evento en el cual extrafiamente muchos nifios se
presentaron con fallas renales en hospitales de Seattle, Washington y lugares aledafios,
con fuertes diarreas con sangre. Algunos nifios fallecieron también con sintomas
similares en otras partes de Estados Unidos. EI comun denominador en los casos fue el
consumo de carne de hamburguesa contaminada con E. coli de una misma cadena de

comidas rapidas (Knight, 1993)

Bassett & McClure (2008), informaron que los patégenos originarios de verduras y
hortalizas frescas causaron 554 enfermedades transmitidas por alimentos en Estados
Unidos entre 1990 y 2003. Esta cantidad es mayor que el nimero de enfermedades
transmitidas por alimentos causadas por bacterias patdgenas encontradas en la carne de
aves, en el mismo periodo (1990-2003). Singh et al., (2002) declararon que la mayoria
de las enfermedades transmitidas por alimentos son causadas especialmente por E. coli
0157:H7, L. monocytogenes y Salmonella spp. encontrados en vegetales y frutas.
Gleeson & O’Beirne, (2005) revelaron que se aislé E. coli O157:H7 en investigaciones
realizadas con hortalizas de hoja, repollo, tomate, frijol y rdbano. Odumeru et al.,
(1997) afirmaron que, los brotes de origen alimenticio de E. coli O157:H7, se debieron
al consumo de lechuga y ensaladas de verduras. Varias investigaciones indicaron que,

los AE significativamente disminuyen los recuentos de bacterias patdgenas de los
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alimentos, especialmente E. coli O157:H7, Shigella dysenteria, Bacillus cereus y

Staphylococcus aureus (Burt, 2004; Ceylan & Fung’, 2004).

Debido a sus mecanismos de patogenicidad y la afectacion en el huésped, E. coli puede

clasificarse segin cémo interactta con el epitelio intestinal. Entre ellas, se destacan:

E. coli enterotoxigénica (ETEC), considerada el prototipo de E. coli diarréico, se
establece en la superficie de la mucosa intestinal mediante fimbrias. Constituye una
causa frecuente de “diarrea del viajero” y se ha asociado con diarrea en nifios menores

de cinco afios de paises en via de desarrollo (Sweeney et al., 1996).

E. coli enteropatogénica (EPEC) causa un patron caracteristico de lesion localizada en
el tracto intestinal, donde se adhiere al tejido y elimina las vellosidades existentes. Esta
cepa en especial es muy virulenta, pudiendo llegar a causar incluso la muerte (Kaper et

al., 2004).

E. coli enteroagregativa (EAEC) causa diarrea persistente en nifios. Produce toxinas,

se adhiere al intestino delgado, pero no es invasiva (Cravioto et al., 1991).

E. coli enteroinvasiva (EIEC) puede causar diarrea liquida, y en algunas ocasiones
invadir el intestino. Produce una enfermedad muy similar a la shigelosis (Kaper et al.,

2004).
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E. coli enterohemorragica (EHEC) genera adherencia a la intima de la célula huésped
(Visbal et al., 2001). Es productora de verotoxina, una exotoxina similar en estructura
y actividad a la toxina Shiga producida por Shygella disenteriae, la cual puede
ocasionar gran dafio al epitelio intestinal incluso dando lugar a enfermedades diarreicas
con sangre, y en otros pocos casos, provocar insuficiencia renal (Bryan et al., 2015).

Estas caracteristicas la hacen altamente patdgena.

E. coli difusamente adherente (DAEC) genera estructuras en las células epiteliales del
intestino, las cuales absorben a la bacteria. Este microorganismo se ha asociado con

diarrea liquida, especialmente, en nifios (Beinke et al., 1998; Salyers & Whitt, 1995).

Ademas, este microorganismo no sélo puede causar dafios gastrointestinales, sino que
también puede afectar el sistema urogenital, ocasionando infecciones. Estas cepas se
contagian en sitios como colegios, centros de trabajo o recreacionales, siendo las mas
susceptibles nifias menores de diez afios y mujeres entre 20 y 40 afios. Dichas
infecciones por cepas uropatogénicas son extrafias en hombres. Esta cepa puede causar
cistitis, o pielonefritis si llega a invadir el riién. De hecho, E. coli es la causa mas
frecuente de infeccion de las vias urinarias y contribuye a casi 90% de las infecciones

primarias urinarias en mujeres jovenes (Ejrnas et al., 2011; Orenstein & Wong, 1999).

En Colombia, por ejemplo, E. coli posee una incidencia notable, en la cual se presenta
un mecanismo de resistencia mcr-1 (mecanismo de resistencia genético por el cual el

gen mcr-1 confiere resistencia al antibiético polipéptido colistina) recurrentemente.
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Figura 1. Distribucion geografica de algunos marcadores de resistencia de interés en
salud publica. Obtenido de: Instituto Nacional de Salud de la Repuiblica de Colombia. “Informe

de resultados de la vigilancia por laboratorio de resistencia antimicrobiana en infecciones
asociadas a la atencion en salud 2018 ” (Instituto Nacional de Salud de la Republica de Colombia,

2018).

mcr-1y mer-5 (junio de 2013 — Diciembre 2018)
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Datos obtenidos del Instituto Nacional de Salud en Colombia evidenciaron la
frecuencia de microorganismos en el servicio de UCI adulto, mostrando que K.
pneumoniae y E. coli (17,4 %y 17,2 %, respectivamente) fueron los microorganismos
mas frecuentes; en UCI pediétrica fueron E. coli, S. aureus y K. pneumoniae (13,4 %,
12,3 %y 11,7 %, respectivamente) y en UCI neonatal fueron S. epidermidis, E.coli y
K. pneumoniae (21,2 %, 14,9 % y 14,4 %, respectivamente). Para el servicio de
hospitalizacion adulto se observd que E. coli y K. pneumoniae (28,4 % y 12,1 %,

respectivamente) fueron los mas frecuentes mientras que en hospitalizacion pediatrica
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fueron E. coli y S. aureus (31,9 % y 16,1 %, respectivamente) (Instituto Nacional de

Salud de la Republica de Colombia, 2018)

En cuanto al perfil de resistencia global de E. coli en UCI’s del pais, la resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion (antibidticos activos contra algunas
Enterobacteriaceae) fue muy similar en UCI adulto y pediatrica con porcentajes que
variaron entre 14,5 % y 31 %, mientras que en UCI neonatal se presentaron porcentajes
mas bajos que estuvieron en el rango de 6,4 % a 13,7 %, (Instituto Nacional de Salud

de la Republica de Colombia, 2018)

En cuanto al perfil de resistencia global de E. coli en areas de hospitalizacion del pais,
la resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta generacién fue mas alta en el servicio
de hospitalizacion adulto con porcentajes que alcanzaron 24 % y en hospitalizacion

pediatrica 14,1% (Instituto Nacional de Salud de la Republica de Colombia, 2018).

Antibioticos utilizados para tratamiento de infecciones causadas por E. coli

Una parte fundamental del tratamiento para E. coli se basa en reducir los sintomas y
prevenir la deshidratacion, o en caso de ya estar presente, valorar su severidad y tratarla
realizando reposicion de liquidos y electrolitos. Se ha constatado que la administracion
de antibidticos acorta el tiempo de la enfermedad y la duracién de excrecion de E. coli
ETEC en adultos en areas endémicas y en la diarrea del viajero, aunque al haber un

aumento en la tasa de resistencia a antibioticos, generalmente no se recomiendan
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[Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2014]. El antibiotico para utilizar
dependera de los patrones de susceptibilidad de la bacteria en la region geografica en
la que se encuentre. Normalmente, los antibidticos de eleccidn por excelencia son las

fluoroquinolonas o la azitromicina.

Las fluoroguinolonas han demostrado ser muy eficaces en el tratamiento de la diarrea
del viajero. Son bien absorbidas por via oral. Las fluoroguinolonas tienen una larga
vida media de eliminacion, lo que permite su administracién por una o dos dosis al dia
(Al-Abri et al., 2005). Las fluorogquinolonas han demostrado en varios estudios una
reduccion de diarrea, con alivio de otros sintomas clinicos asociados (C. Ericsson et
al., 1987, 1997; Mattila et al., 1993; Steffen et al., 1993; Taylor, 1991). Una Unica
dosis de un farmaco de fluoroquinolona es tan eficaz como tres dias de tratamiento,
excepto cuando los sintomas persisten o cuando hay sintomas de infeccion invasiva (C.
Ericsson et al., 1997; Keystone, 1994; Salam et al., 1994). Los efectos secundarios de
las fluoroquinolonas son pocos: pueden desarrollar ocasionalmente erupciones,
fotosensibilidad y molestias gastrointestinales. EI uso de fluoroquinolonas en el

embarazo no esta recomendado.

La azitromicina es una alternativa a las fluoroquinolonas. La azitromicina tiene buena
actividad in vitro contra muchos patdgenos entéricos. Es al menos ocho veces mas
activa que la eritromicina contra las bacterias patdgenas entéricas mas comunes. La

azitromicina es generalmente segura y bien tolerada y puede ser utilizada en nifios
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pequefios (Ruuskanen, 2004), pero no ha sido autorizada para su uso durante embarazo

a menos que no haya otra alternativa disponible.

Como otra opcién se presenta la rifaximina oral, un derivado semisintético de la
rifamicina. Es un antibacteriano eficaz y bien tolerado para el tratamiento de adultos
con diarrea del viajero no invasiva, mas es ineficaz en el tratamiento de pacientes

infectados con E. coli enteropatdgeno inflamatorio o invasivo (Al-Abri et al., 2005).

Algunos farmacos antisecretores y antimotilidad reducen el nimero de deposiciones
de un 29% a 65%, pero no curan la enfermedad diarreica. El salicilato de bismuto posee
propiedades antisecretoras, antibacterianas y antiinflamatorias, pudiendo ser utilizado
como profilaxis (Cornick et al., 1990; Graham & Evans, 1990; Steffen et al., 1986)
aunque no es lo suficientemente efectivo para ser utilizado como tratamiento (DuPont

etal., 1977).

La loperamida es el farmaco antimotilidad de eleccion (van Loon et al., 1989). Se
absorbe rapidamente y reduce el nimero de deposiciones de manera eficaz. Varios
estudios han demostrado que combinar la loperamida con otros antibi6ticos produce
un efecto sinérgico (C. D. Ericsson et al., 1990, 1992). Sin embargo, la loperamida
también resulta ineficaz cuando se trata de patdgenos bacterianos invasivos y debe

usarse con precaucion en estas condiciones (DuPont & Hornick, 1973).
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El cotrimoxazol (trimetoprima-sulfametoxazol) fue el farmaco de eleccién durante
muchos afios (C. D. Ericsson et al., 1990, 1992), pero el aumento en la prevalencia de

la resistencia bacteriana limito su utilidad (Hoge et al., 1998).

Es asi que cada vez se presentan mas dificultades en el tratamiento de microorganismos
bacterianos debido a su creciente resistencia a los antibioticos comerciales, esto muchas
veces debido a la mala utilizacion de los antibidticos en su administracion oral no
supervisada, por ejemplo, como consecuencia de la administracion de mas de un
antimicrobiano y diferentes dosis de estos (Simoneit et al., 2015). Lo anterior se ha
convertido en una amenaza para la salud publica y un problema a nivel mundial ya que
el paciente tiene cada vez menor acceso a nuevas alternativas y actualmente son escasas

las iniciativas de crear nuevos antimicrobianos.

Aceites esenciales

Es necesaria la busqueda de nuevas alternativas que logren suplantar a los antibioticos
disponibles en el mercado, pudiendo retardar la aparicion o disminuir la propagacion
de organismos resistentes, y entre ellas, la atencion se encuentra dirigida hacia

soluciones de origen natural, como los AE.

Los AE, son productos destilados de plantas o especies vegetales como metabolitos
secundarios, con distintas caracteristicas organolépticas. Estos, constituyen sustancias

volatiles obtenidas a partir de diferentes partes de la planta: flores, tallos, brotes,
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semillas, hojas, raices, frutos, madera y corteza (Stashenko et al., 2010). Entre sus
principales componentes se encuentran terpenos y compuestos oxigenados (Solomons

et al., 1988).

Los AE se han relacionado con actividad antibacteriana, antifingica y antiviral,
asociados a la presencia de terpenoides y aldehidos en su composicién quimica (Raut
& Karuppayil, 2014; Swamy et al., 2016). Ademas, se ha demostrado que los AE

presentan actividades antioxidantes, insecticidas y repelentes (Ainane et al., 2019).

Oussalah et al., (2006) también informaron que las actividades antimicrobianas de los
AE estan predominantemente relacionadas con sus componentes fenoélicos. Asimismo,
resaltaron la presencia de terpenos en los AE, los cuales son hidrofobos. Esto, les
permite dividirse en los lipidos de la membrana celular bacteriana y las mitocondrias,
llevando eventualmente a la perturbacion de la membrana citoplasmatica, la
interrupcién de la fuerza motriz de protones, flujo de electrones, transporte activo, y la

fuga de material intracelular vital.

La actividad antibacteriana de los AE varia segun el tipo de bacteria y la composicion
del AE. En general, las bacterias grampositivas presentan mayor susceptibilidad a
compuestos antimicrobianos de los AE, en comparacién con la de las bacterias
gramnegativas; lo que se ha asociado a la falta de membrana externa en las primeras
(Shojace-Aliabadi et al., 2017). Por otra parte, respecto a la composicion, varios AE y

sus principales constituyentes han sido profundamente estudiados. EI componente
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principal del aceite de hoja de canela estudiada por Friedman et al. (2000) es el eugenol,
mientras que Ohno et al. (2003) encontraron en sus AE estudiados como compuestos
mas abundantes en aceite de limoncillo el neral y geranial, y en el aceite de albahaca el

estragol.

Segun Moreira et al. (2005), AE de eucalipto, arbol de té, romero, menta, clavo, limon,
tomillo tipo orégano, pino y albahaca tienen efecto antimicrobiano sobre E. coli

O157:H7.

Los AE, al demostrar sus significativas capacidades antibacterianas, han generado
interés en investigar mas la gran diversidad de aceites disponibles en diferentes partes
del mundo y su aplicacion contra una amplia variedad de bacterias patégenas. Entre
estos, llaman la atencion diversos tamizajes realizados para deteccion de los mejores
AE por sus actividades contra estos microorganismos de importancia clinica, midiendo

su capacidad inhibitoria mediante de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del AE.

La CMI se define como la concentracion mas baja de un antimicrobiano que inhibira
el crecimiento visible de un microorganismo después de su incubacion. Los
laboratorios de diagnoéstico utilizan la CMI principalmente para confirmar la
resistencia, pero mas a menudo como una herramienta de investigacion para determinar

la actividad in vitro de nuevos antimicrobianos (Andrews, 2001).
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Para los AE extraidos de plantas, la edad de la planta, parte de la planta de la cual se
extrae el aceite, etapa del desarrollo, lugar de origen del cultivo, periodo de la cosecha
y quimiotipo, son factores que influyen en la via biosintética de la planta (Barra, 2009;
Stashenko et al., 2010; Viuda-Martos et al., 2011) y, por lo tanto, en la actividad
antibacteriana que presentan, pudiendo entonces encontrar muy diferentes valores de

CMI para determinado microorganismo patdégeno con un mismo tipo de AE.

Ocimum basilicum L.

La albahaca (Ocimum basilicum L.), miembro de la familia Lamiaceae, es una hierba anual
que crece en varias regiones del mundo. Entre mas de 65 especies del género Ocimum, la
albahaca es el principal cultivo de AE que se produce comercialmente en muchos paises
(Sajjadi, 2006). La albahaca tiene un olor caracteristico y un sabor fuerte. La planta
probablemente tiene sus origenes en paises como India, Afganistan, Pakistan, e Iran, y hoy

en dia se cultiva en todo el mundo (Daneshian et al., 2011).

La albahaca se ha utilizado ampliamente en los alimentos como agente saborizante y en las
industrias médica y de perfumeria (Telci et al., 2006). Las hojas y las ramas floridas de la
planta se conocen en la medicina popular como carminativas, galactégogas, estomacales y
antiespasmadicas (Sajjadi, 2006). Otros usos de la albahaca como planta medicinal son el
tratamiento de dolores de cabeza, ansiedad, repelente de mosquitos y mal funcionamiento de

los rifiones. Sin embargo, también se han investigado los usos potenciales del AE de O.
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basilicum, particularmente, como agentes antimicrobianos y antioxidantes (Lee et al., 2005;

Wannissorn et al., 2005).

Los AE de O. basilicum exhiben una amplia gama de compuestos quimicos, dependiendo de
las variaciones en los quimiotipos, colores de hojas y flores, aroma y origen de las plantas
(Silva et al., 2003). Los principales constituyentes de sus quimiotipos mas comunes incluyen
chavicol metil éter o estragol, linalool y eugenol (Hussain et al., 2008; Omidbaigi et al.,
2003). Los estudios en la literatura sugieren que el linalol es el principal agente activo
responsable de la actividad antibacteriana (Ravid et al., 1997) y otros estudios sugieren que
esta planta es adecuada para usar como antibacteriano contra los microbios que corrompen

los productos alimenticios (Politeo et al., 2007).

Se han reportado mas de 200 compuestos quimicos en el AE de albahaca. Los componentes
incluyen monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos aromaticos. Los principales
componentes del AE de albahaca incluyen linalool, estragol (metil chavicol), anetol, eugenol
y metil eugenol, que varian segun el quimiotipo. Los tres componentes principales de la
albahaca dulce cominmente cultivada en los Estados Unidos son linalool (7-59 %), estragol
(5-29 %) y eugenol (2-12 %). Linalool, un monoterpenol, mostré una amplia gama de
actividades bioldgicas como sedantes, alivio del estrés y efectos neuroldgicos (Li & Chang,
2016). El estragol posee un olor dulce, herbaceo, tipo anis-hinojo. Se utiliza en
composiciones de fragancias y da una agradable nota aromatica y anisada. El eugenol se
utiliza en perfumerias, saborizantes y como medicamento antiséptico local (Li & Chang,

2016).
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A continuacion, se referencian cromatogramas tipicos del aceite de albahaca reportados en la

literatura, con sus respectivas identificaciones de componentes mayoritarios (Figuras 2 'y 3):

Figura 2. Cromatograma obtenido por GC/MS de componentes volétiles encontrados en el
aceite de albahaca (1000 xg/mL en acetona). Identificacion de picos: 1) a-pineno; 2) linalool;
3) trans-anetol; 4) 4-metoxi benzaldehido; 5) estragol; 6) 1-metoxi-4-(1-metoxipropil)-
benceno; 7) trans-cariofileno; 8) 2,3-dihidro-1H-indeno-5-ol; 9) 1-(1,1-dimetil)-2-metoxi-4-

metil-3,5-dinitrobenceno. Tomado de Li & Chang, (2016).
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Figura 3. Cromatograma tipico de los componentes del AE de O. basilicum. Tomado de

Hussain et al., (2008)
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Fig. 3. Typical chromatogram of Ocinmen basilicunm essential oil components.

En cuanto a su actividad antibacteriana, OB presenta resultados prometedores. Las
concentraciones minimas inhibitorias de aceite de OB reportadas por Shirazi et al., (2014)
fueron 145,160 y 40,45 pug/mL contra las bacterias gramnegativas Salmonella typhiriumy E.
coli, y las bacterias grampositivas S. aureus y Bacillus Subtilis, respectivamente. EI AE de
OB mostré actividad contra Streptococcus pneumoniae, Hemophilus influenzae, C. albicans
y A. niger, pero no contra Pseudomonas putida y Pseudomonas aeruginosa (Srivastava et al.,
2014). Ouibrahim et al., (2013) informaron efectos bacteriostaticos del aceite de albahaca en
20 cepas bacterianas Gram-positivas y Gram-negativas. Especies de Vibrio como Vibrio

parahaemolyticus mostraron una alta sensibilidad al aceite de albahaca.

33



EFECTO DE O. BASILICUM SOBRE E. COLI

A continuacion, se presentan en la tabla 2, diversos reportes de CMI del AE de OB frente a

E. coli.

Tabla 2. Concentraciones minimas inhibitorias de Ocimum basilicum (AE) reportado por

diferentes autores en ensayos experimentales contra Escherichia coli.

Nombre botanico de la CMI contra E.
planta coli CepadeE.coli  Autores

(Thielmann et al.,
3200 mg/mL ATCC 25922 2019)

(Sienkiewicz et

8 uL/mL ATCC 25922 al., 2013)
(Ozdemir et al.,
400 pg/mL Biotype 1 2021)

(Stefan et al.,

Ocimum basilicum L. 0,364mg/mL  ATCC 25922  2013)

(Daneshian &

9 pug/mL PTCC 1535 Mikaili, 2011)
(Daneshian &
18 pg/mL PTCC 1535 Mikaili, 2011)
(Rivas et al.,
200 mg/mL CVCM 39 2015)

Metabolémica

A pesar de que existe bastante informacion en torno a la actividad antimicrobiana de los AE
reportada por diferentes autores (Aleksic Sabo & Knezevic, 2019; Atif et al., 2020; Bouyahya
et al., 2019; Esmael et al., 2020; Houdkova et al., 2018; Larrazabal-Fuentes et al., 2019;
Snene et al., 2020), aun hay mucha deficiencia en informacidn respecto a las posibles rutas

de accién que utilizan los AE para inhibir la actividad de estas bacterias patégenas;
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informacion que resulta sumamente importante para continuar avanzando en la busqueda de

diferentes alternativas antimicrobianas contra estos agentes infecciosos.

Como estrategia para la adquisicion de estos datos, se encuentran las ciencias émicas, en las
cuales se realiza el estudio integral de las interacciones moleculares complejas que tienen
lugar en los sistemas biologicos (Bedia, 2018). Entre ellas, se encuentra la metaboldmica, la
cual estudia, cuantifica e identifica compuestos de bajo peso molecular proporcionando una
imagen de lo que sucede en el metabolismo (Blow, 2008), especificamente, los procesos
quimicos que involucran metabolitos como huellas Unicas que van dejando los procesos

celulares, y asi, poder relacionarlos con cambios en la patogenicidad (Fiehn, 2002).

Los metabolitos son los sustratos, productos intermedios y productos finales del
metabolismo. En metaboldémica, un metabolito generalmente se define como una molécula
de menos de 1,5 kDa de masa (Wishart et al., 2007), aunque no siempre se cumple esto, al
encontrar excepciones dependiendo del tipo de muestra y los métodos de deteccion a utilizar.
El metaboloma entonces, se define como la suma de todos los metabolitos presentes en un
sistema bioldgico en condiciones fisiologicas particulares (Witting, 2013). El andlisis del
metaboloma se puede realizar mediante dos enfoques: el primero, mediante metabolémica
global o no dirigida, el cual tiene como objetivo proporcionar una vision general del
metaboloma a través de la deteccidn y cuantificacion de tantos metabolitos como sea posible
en un solo experimento, dentro de una muestra biologica dada. Esta, tiene un alcance global,
y una forma de generacion de hipétesis (Nalbantoglu, 2019). En el segundo, se habla de
metaboldmica dirigida, cuyo objetivo es detectar y cuantificar moléculas especificas
conocidas, metabolitos quimicamente caracterizados de rutas metabdlicas y

bioquimicamente anotados (Ghosson et al., 2018; Lu et al., 2008; Roberts et al., 2012),
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pudiendo centrarse en una 0 mas rutas metabodlicas relacionadas que sean consideradas
relevantes. Generalmente esta Ultima es una prueba de hipétesis y se utiliza para la validacion

de un andlisis no dirigido (Nalbantoglu, 2019).

Los meétodos quimicos analiticos son importantes en el estudio de metabolitos, pues permiten
detectar, identificar y cuantificar las variaciones metabolémicas en una condicion dada (Zhan
etal., 2021). Inicialmente, los analitos contenidos en una muestra metabolémica suponen una
gran y compleja mezcla, la cual puede ser simplificada antes de la deteccion mediante
métodos de separacion. Sin embargo, este paso no es obligatorio y puede omitirse en algunos
analisis. Posteriormente, se realiza la deteccion de las variaciones metabolomicas y
finalmente se utilizan métodos de analisis estadisticos multivariados para establecer modelos

matematicos e interpretar los resultados obtenidos (Kitteringham et al., 2009).

Los métodos de deteccion que se utilizan mas cominmente en metabolomica son los métodos
basados en espectrometria de masas (en inglés, MS) o resonancia magnética nuclear (en
inglés, NMR) (Zhan et al., 2021). MS se utiliza para identificar y cuantificar metabolitos
después del paso opcional de separacién de la muestra, aprovechando los distintos patrones
en los que se fragmentan los analitos. Los patrones de fragmentacion son considerados como
una huella dactilar Unica espectral de masas, y existen bibliotecas espectrales que permiten
la identificacion de un metabolito de acuerdo con su patron de fragmentacion, como, por

ejemplo, MassBank o NIST.

La cromatografia de gases (en inglés, GC), cuando se encuentra acoplada a la espectrometria
de masas (en inglés, GC/MS), es una técnica ampliamente utilizada para analisis
metaboldmicos (Ogbaga et al., 2016). La cromatografia de gases ofrece una alta resolucion

cromatografica y se puede acoplar tanto a un detector de ionizacion de llama (en inglés,
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GC/FID) como a un espectrometro de masas (GC/MS). Este método se considera un
“estandar de oro” para detectar moléculas pequefias y volatiles (Deda et al., 2019). GC/MS
consiste en utilizar la cromatografia de gases para la separacion de moléculas, seguida del
andlisis de MS. Este método es adecuado para compuestos no polares y volétiles, cuyas
ventajas son la disponibilidad de una base de datos para identificacion, alta sensibilidad y alta
reproducibilidad, y cuyas desventajas son solo deteccion de compuestos no polares y
volatiles, requerimiento de derivatizacion de compuestos no polares y requerimiento de
mayor cantidad de muestras (Zhan et al., 2021). GC-MS puede medir variables de tiempo,

m/z e intensidad (Mastrangelo et al., 2015; Naz et al., 2014).

La cromatografia liquida de alta eficiencia (en inglés, HPLC) es una de las técnicas mas
comunes en metabolémica, y puede ser acoplada a espectrometria de masas (en ingleés,
LC/MS). HPLC tiene una resolucion cromatografica mas baja que GC, pero puede detectar
un rango mucho mas amplio de analitos (Gika et al., 2007). LC/MS permite usar
cromatografia liquida para la separacion de moléculas, seguida de analisis MS. Este método
es adecuado para compuestos polares y apolares. Sus ventajas son el requisito de una cantidad
minima de muestras, alta sensibilidad y flexibilidad en la quimica de la columna que amplia
la gama de compuestos que se logran separar; y cuyas desventajas son la falta de suficientes
bases de datos de metabolitos y el requisito de condiciones cromatograficas especificas para
moléculas muy polares (Zhan et al., 2021). LC/MS puede medir el tiempo de retencion (tr),

m/z e intensidad (Kohler & Giera, 2017; Mizuno et al., 2017; Naz et al., 2014).

La cromatografia liquida de ultra alta eficiencia (en inglés, UHPLC) es una técnica de
cromatografia liquida de alta resolucion, que ha ganado popularidad en los Gltimos afios

debido a su capacidad para separar y analizar compuestos en muestras complejas con una alta
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eficiencia y velocidad. Sin embargo, una de las diferencias mas claras entre HPLC y UHPLC
es que la primera puede manejar una unidad interna de presion de hasta 6000 psi, mientras
que UHPLC puede manejar hasta 15000 psi. Debido a su mayor sensibilidad, UHPLC se
puede usar para muestras mas complejas, que pueden tener cantidades méas bajas de varios

componentes, por ejemplo, muestras bioldgicas (Alwsci Technologies, 2022).

Para el analisis por espectrometria de masas, los analitos deben recibir energia y transferirse
a la fase gaseosa. La ionizacion electronica (en inglés, EI) es la técnica de ionizacion mas
comun que se aplica a las separaciones de GC al ser ambas compatibles con compuestos
volatiles (Dass, 2007). La ionizacion por electrospray (en inglés, ESI), es la técnica de
ionizacion mas comun aplicada en LC/MS (Dass, 2007). Esta ionizacion suave es idonea para
moléculas polares con grupos funcionales ionizables. La ionizacion quimica a presion
atmosférica (en inglés, APCI) es un método de ionizacién en fase gaseosa, que proporciona
una ionizacion ligeramente mas potente que ESI, y es adecuada para compuestos menos
polares y térmicamente estables (Dass, 2007). Otro método de ionizacion es la
desorcion/ionizacion por laser asistida por matriz (en inglés, MALDI); sin embargo, MALDI
se aplica tradicionalmente a biopolimeros de alta masa molecular, pues una matriz MALDI
puede agregar un fondo excesivo a <500 Da que interfiere en el anélisis de analitos de baja
masa (Dass, 2007), como los metabolitos. Otros tipos de técnicas que pueden utilizarse para
este fin son ionizacion por electrospray secundaria (en inglés, SESI), espectrometria de masas
de iones secundarios (en inglés, SIMS), ionizacion por desorcion con electrospray (en inglés,
DESI), etc. (Dass, 2007). Mas recientemente, las técnicas de trampa de iones, como la
espectrometria de masas orbitrap, también se aplican a la investigacion en metabolémica

(Ghaste et al., 2016).
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La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una técnica de deteccion que no se
basa en la separacion de los analitos y, por lo tanto, la muestra puede recuperarse para analisis
posteriores. Todo tipo de metabolitos de moléculas pequefias se pueden medir
simultaneamente. Existen métodos de NMR unidimensionales, bidimensionales vy
tridimensionales (1D-NMR, 2D-NMR y 3D-NMR) (Kruk et al., 2017), que se basan en
utilizar la interaccion de los espines nucleares en campos electromagnéticos para obtener
informacion del entorno estructural, quimico y molecular (Kruk et al., 2017; Mizuno et al.,
2017). Sus ventajas son la no destruccion de la muestra, preparacion minima de la muestra,
rendimiento relativamente alto, alta reproducibilidad y precision cuantitativa (Markley et al.,
2017; Nagana Gowda & Raftery, 2015). Sin embargo, en la préactica, es relativamente
insensible en comparacion con las técnicas basadas en espectrometria de masas (Beckonert
et al., 2007; Griffin, 2003). En efecto, NMR y MS son las técnicas mas utilizadas en

metaboldmica.

Se han empleado otros métodos de deteccidon para llevar a cabo analisis metabolomicos. Estos
incluyen resonancia de ciclotron de iones por transformada de Fourier (Habchi et al., 2018),
espectrometria de movilidad de iones (King et al., 2019), espectroscopia Raman y marcaje

con radioisotopos (Jayan et al., 2022), entre otros.

Actualmente, la metabolémica se ha convertido en un enfoque ampliamente utilizado en el
descubrimiento de farmacos. El analisis metabolomico ayuda en la definicion de la respuesta
fisioldgica, los marcadores de interaccion directa con el target molecular, y en la elucidacion
del modo de accion de los farmacos candidatos bajo investigacion (Alarcon-Barrera et al.,

2022).
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Diversos estudios han demostrado la aplicacion de técnicas metabolomicas para entender el
metabolismo microbiano y los cambios producidos al interactuar con diferentes compuestos
naturales (Chen et al., 2020; Liu et al., 2020; Rempe et al., 2017; Shu et al., 2020; Tang et

al., 2021).

La Sociedad de Metaboldémica, propone establecer unos determinados niveles de certeza en
la identificacién de metabolitos cuando se realizan estudios no dirigidos de la siguiente

manera:

Figura 4. Diagrama de niveles de certeza en la identificacion de metabolitos propuestos por la

Sociedad de metabolémica. Tomado de Gil-De-La-Fuente et al. (2018).

Estructura 3D inequivoca, incluida la estereoquimica completa: Determinacion de la estructura
3D siguiendo las pautas de productos naturales.

Estructura 2D confiable, utilizando estandar de referencia o elucidacion de estructura
2D completa: Al menos dos caracteristicas ortogonales, como patrdn de fragmentacion
MS/MS, tiempo de retencion (tR) o seccion transversal de colisién (CSS)

. Estructura probable usando datos de literatura y/o espectros de fragmentacion
vael 2 y/o conocimiento de tR: Al menos dos caracteristicas ortogonales coincidentes
y evidencias por excluir al resto de candidatos.

Posible estructura, isdmeros o clase: Mas de un candidato, sélo

.

N |VEI 3 se requiere una caracteristica coincidente para escoger al candidato
propuesto.

N ivel 4 Desconocido: Caracteristica cuantificable en una muestra.

En el presente estudio metabolomico no dirigido, se realizé una identificacién con un alcance

del nivel 3: Posible estructura.
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Materiales y métodos

Materiales

Cepas y condiciones de ensayos

Se obtuvieron cepas de Escherichia coli ATCC 11775 de LabCare Medellin, Colombia.
Como medio de cultivo se utilizé caldo Luria Bertani (LB) obtenido de Oxoid (Hampshire,
Reino Unido). El dimetilsulfoxido (DMSO) utilizado como disolvente fue grado HPLC y
adquirido en Merck (Darmstadt, Alemania). Las microplacas de 96 pozos de polipropileno
de fondo plano con tapa fueron marca Biologix. Todos los ensayos de actividad
antimicrobiana se realizaron con agua Milli-Q de 18,2 Q de resistividad, extraida del kit

Smart 2 Pure (Thermo Fisher Scientific, Helsinki, Finlandia).

Material vegetal y caracterizacion de aceites esenciales

El AE utilizado fue caracterizado y suministrado por el Centro Nacional de Investigacion en

Agroindustrializacion de Plantas Aromaticas Medicinales Tropicales (CENIVAM), de la

Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga, Colombia).
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Métodos

Determinacién de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Ocimum basilicum

frente a Escherichia coli.

La determinacion de la actividad antimicrobiana se realizé mediante pruebas de inhibicion
de crecimiento bacteriano determinando la concentracién minima inhibitoria (CMI) causada
por el AE en la bacteria E. coli ATCC 11775. Para determinar el efecto antimicrobiano del
AE se empleo el método de microdilucién en caldo, estandarizado en el laboratorio (Cruz et
al., 2014) del Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia (GIBIM) de la
Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga, Colombia), y la determinacion de los

valores de CMI se realizé utilizando placas de 96 pozos de polipropileno y fondo plano.

Para evaluar la actividad antimicrobiana del AE se prepard inicialmente un cultivo bacteriano
en estado planctonico del microorganismo durante 24 h. Posteriormente, se verificd la
viabilidad del cultivo y, a partir de este, se realiz6 un preindculo de la bacteria en caldo Luria
Bertani (LB), durante 12 h a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una concentracion bacteriana
adecuada (entre 105 y 106 UFC/mL). Se realizd la cinética de crecimiento empleando
microplacas que contenian 100 pL del in6culo bacteriano junto con 100 pL de diluciones
seriadas a diferentes concentraciones del AE disueltas en dimetilsulfoxido (DMSO). Las
mediciones del ensayo se realizaron durante ocho horas a 37 °C con una agitacion de 200
rpm en un lector de microplaca ELISA (Biorad, Imarck, California, EE. UU), utilizando una

longitud de onda de 595 nm.
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Se realizd una evaluacion de la concentracion minima bactericida (CMB), la cual es la
concentracion en la que el crecimiento bacteriano fue inhibido completamente en
comparacion con el control de crecimiento que se encontraba sin tratamiento de AE; para
esto en los pozos en los que la absorbancia fue inferior a 0,2 se tomé una alicuota de 100 pL
de cada pozo de la microplaca y se adicioné a tubos Eppendorf que contenian 900 uL de
BHI. Posteriormente, se llevé a incubacion a 37 °C durante 24 h. Més adelante, se colocaron

10 pL de cada tubo en placas de agar BHI con el fin de corroborar el efecto bactericida.

Extraccion de metabolitos de células de cultivo

Para la extraccion de metabolitos bacterianos se realiz6 un pre-indculo de la bacteria. Se
realiz6 la cinética de crecimiento microbiano y a la cuarta hora el medio de cultivo fue
retirado y el microorganismo aislado mediante centrifugacién a 5000 rpm durante diez
minutos; seguidamente, se adicionaron 500 L de agua peptonada al 0,1% v/v y se centrifugd
nuevamente. Luego, se llevd a cabo la lisis quimica con metanol y acetonitrilo al 50% v/v,
mediante sonicacion en hielo utilizando un sonicador de punto Cole Parmer, con una
metodologia de trabajo con pulsos de 10 s en encendido y 45 s en apagado por triplicado.
Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 12.000 rpm durante 20 min a 4 °C. El
sobrenadante obtenido fue transferido a tubos Eppendorf de fondo en U, cuidando de no
arrastrar los desechos celulares precipitados. Luego, los solventes fueron evaporados en un
equipo Savant Speed Vac SPD120 (Thermo-Fisher Scientific, Asheville, EE. UU) y las
muestras conservadas en un refrigerador a -20 °C. Finalmente, el residuo fue reconstituido
en 300 pL de una mezcla de metanol frio grado HPLC al 50 % v/v, que contenia los

estandares internos Z-GlyTyr-OH y cafeina a una concentracion de 5 ppm, y fue almacenado
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a -80 °C para su analisis por UHPLC-MS. Se utilizaron muestras de control de calidad (QC)
preparadas a partir de las extracciones obtenidas elaborando una solucion que contenia una
mezcla de 50 uL de extracto de cada una de las diferentes muestras control y tratadas que se
utilizarian en el montaje, con el objetivo de garantizar que los resultados obtenidos se debian
a diferencias entre las muestras de control y tratamiento. Todos los experimentos se llevaron

a cabo con nueve réplicas bioldgicas (n = 9).

Andlisis de extractos metabolicos por UHPLC-ESI-Orbitrap-HRMS

Los metabolitos extraidos se analizaron mediante cromatografia liquida de ultra alta
eficiencia acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion (UHPLC-ESI-Orbitrap-
HRMS) utilizando un equipo OrbitrapTM Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific,
Sunnyvale, CA, EE. UU.) equipado con con una columna Hypersil GOLD TM aQ (Thermo
Fisher Scientific, Sunnyvale, CA, EE. UU.; 100 x 2,1 mm, tamafio de particula de 1,9 um).
La espectrometria de masas de los metabolitos separados se realizd utilizando un sistema de
deteccion de corriente ionica Orbitrap (Exactive Plus, Thermo Scientific, Sunny, CA, EE.
UU.), equipado con una interfaz de ionizacién por electronebulizacion con calentamiento
(Heated ESI). El Orbitrap se hizo funcionar en modo de escaneo MS completo (Fullscan) con
unaresolucion de 70.000. Los iones se enviaron para su fragmentacion a la celda de colisiones

activadas (HCD) a diferentes energias (10 eV y 20 eV) en modo stepscan.
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Anadlisis de los datos

Los datos sin procesar de MS obtenidos se convirtieron en archivos de formato mzXML
utilizando la herramienta MSconvert (software ProteoWizard 3.0x) y se cargaron en la
plataforma interactiva en linea XCMS (Tautenhahn et al., 2012). La configuracion de
pardmetros para el procesamiento de datos XCMS fue la siguiente: se ejecutd un analisis
multigrupo en el modo centWave para la deteccion de caracteristicas (Appm < 5 ppm, ancho
de pico minimo =5 s 'y ancho de pico maximo = 20 s); la correccion del tiempo de retencion
se realiz6 con un método obiwarp (profStep = 1) para la alineacién del cromatograma,
minfrac = 5, bw =5, mzwid = 0,025. Como salida se obtuvieron tablas con las intensidades

de las caracteristicas (relacion m/z), con el perfil mencionado anteriormente.

La matriz de datos se filtrd segun el coeficiente de variacion (CV) de las muestras de control
de calidad (QC). Se eliminaron los datos con mayor dispersion en la media (CV > 30%).
Luego, para determinar los cambios en los perfiles metabdlicos entre el control y las células
tratadas con AE, la matriz de datos se sometié a analisis estadistico uni y multivariado usando

el software Metaboanalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/) (JavaServer Faces

Technology, CA) [Acceso abierto] (Pang et al., 2021).

Se aplico el analisis de componentes principales (PCA) para discriminar grupos con
diferentes perfiles metabolicos. Para respaldar los resultados del PCA, se realiz6 un analisis
discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA). Las caracteristicas mas
significativas se filtraron utilizando el andlisis de importancia variable en la proyeccion

(VIP). Las caracteristicas con un VIP > 1.5 y una tasa de descubrimiento falso (FDR) < 0,05
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se identificaron utilizando CEU Mass Mediator version 3.0 (http://ceumass.eps.uspceu.es/)

[Acceso abierto] (Gil-De-La-Fuente et al., 2018), la base de datos del metaboloma humano

https: //hmdb.ca/), PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) (NIH, EUA) [Acceso

abierto] y MassBank (https://massbank.eu/MassBank/)(MassBank consortium, EU) [Acceso
abierto]. Los andlisis de enriquecimiento y via se realizaron utilizando MetaboAnalyst 5.0

(https://www.metaboanalyst.ca/) (JavaServer Faces Technology, CA) [Acceso abierto] (Pang

etal., 2021).

Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como la desviacion estandar de la media para cada uno de los

ensayos. Todos los experimentos se realizaron por triplicado (n=9 para el analisis de

metabolémica no dirigida).
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Resultados y discusion

Determinacién de la CMI del aceite esencial de O. basilicum sobre E. coli

Se determin6 la CMlso del AE de O. basilicum sobre E. coli obteniendo:

Tabla 3. Composicion quimica del AE de OBy su CMI sobre E. coli

E. coli ATCC 11775

Planta Composicion quimica (%) CMI50 (mg/mL)

Linalool (42.7), estragol (18.6), 1,8-
cineol (8.1), germacreno D (4.9), epi-
a-cadinol (4.2), y-cadineno (3.7), a-
humuleno (2.5), B-elemeno (2.2),
biciclogermacreno (2.2) y trans-o-
bergamoteno (1,1).

Ocimum basilicum 0,3

Dicha concentracion fue utilizada posteriormente para realizar la extraccién de metabolitos

de células de cultivo.

Analisis metabolico del efecto del AE sobre el crecimiento de E. coli ATCC 11775 con un enfoque
no dirigido.
Para el andlisis mediante metabolémica no dirigida del efecto del AE de O. basilicum sobre
el crecimiento de E. coli ATCC 11775, se realiz6 un andlisis por componentes principales
(PCA) de las sefiales obtenidas luego del alineamiento y deconvolucion de los
cromatogramas del grupo control y tratamiento (Figuras 5 ay 5 b). Los resultados mostraron

una varianza analizada en, el componente 1y 2 de 7.9%y 7.6%, respectivamente, en el modo

47



EFECTO DE O. BASILICUM SOBRE E. COLI

de iones negativo (Figura 5a) y una varianza analizada en el componente 1y 2 de 8.9% y

8.0%, respectivamente, en el modo de iones positivo (Figura 5b).

Se evidenci6 la necesidad de realizar un analisis por un método supervisado como el PLS-
DA del grupo control y tratamiento (Figuras 5 c y 5 d). Los resultados mostraron una varianza
analizada en el componente 1y 2 de 7.3% y 5.8%, respectivamente, en el modo de iones
negativo (Figura 5C) y una varianza analizada en el componente 1y 2 de 8.2% y 6.8%,

respectivamente, en el modo de iones positivo (Figura 5d).

48



EFECTO DE O. BASILICUM SOBRE E. COLI

Figura 5. Analisis de componentes principales (PCA) y de cuadrados minimos parciales
discriminante PLS-DA de los resultados obtenidos por UHPLC-Orbitrap-MS de muestras
control versus muestras con tratamiento en el enfoque no dirigido. a-b ESI en modo de

adquisicion de iones positivos y c-d ESI en modo de adquisicion de iones negativos. Las

muestras control se presentan en color azul y las de tratamiento en color rojo.
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A continuacion, se realiz6 un diagrama de VVolcano Plot para observar de manera mas sencilla

la modulacion de las sefiales tratamiento/control, siendo las de color rojo, aquellas moduladas
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Figura 6. Gréfico de volcano de los datos obtenidos por LC/MS en modo de adquisicion: A)

lones negativos . B) lones positivos.
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A las relaciones masa/carga (m/z) que fueron estadisticamente significativas, se les determind
los valores p y FDR. Las comparaciones de estas caracteristicas con las reportadas en base
de datos de espectrometria de masas (HMBD, CEU Mass Mediator, Metlin), permitié la
identificacion tentativa (nivel 3 de identificacion) de los metabolitos. De lo anterior, se
identificaron 33 metabolitos con diferencias significativas en su expresion (Tabla 3), los
cuales se utilizaron para la busqueda de las vias metabdlicas posiblemente afectadas en E.

coli O157:H7 por el efecto del AE de OB.
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Tabla 4. Metabolitos (presuntivamente identificados) significativamente alterados por el efecto

del AE sobre el crecimiento de E. coli ATCC 11775

Metabolito . Molecula R
Formula m/z Appm_protonada (min) Modulado
5-Pentilresorcinol CuHi1s0, 1811222 369  [M+H]* 7,57  Positivo 1
Miristamida CuaHNO 2282320 331  [M+H]* 885 Positivo 1
Acido octadecatrienoico
isobutilamida C2H3oNO 334,3101 2,71 [M+H]" 9,66 Negativo |
Acido Hidroxieicosadienoico  CpHs0; 3252733 3,03 [M+H]* 941  Positivo 1
N-Isobutildecatrienamida CisHzsNO 2221851 3,17  [M+H]* 6,15 Negativo |
Arg Trp Ala CZOH?N?O 4322374 3,37 [M+H]* 7,13 Positivo 1
Fenilacetaldehido CgHsO  121,0650 2,93 [M+H]* 9,21  Negativo |
Acido hidroxieicosenoico CaoH3sOs 327,2892 2,25 [M+H]* 9,62  Positivo 1
2-(3-Fenilpropil)piridina CuHisN  198,1277 2,98 [M+H]* 4,74  Positivo 1
Thr Arg Glu ClSHiBNGO 4052096 0,46 [M+H]* 7,12 Positivo 1
Lys His Cys ClsiszNGO 3871797 456  [M+H]* 713  Positivo 1
Acido urocénico CeHsN20O, 139,0501 4,80  [M+H]* 148 Negativo |
N-Palmitoil alanina CioH37NO3 328,2842 3,00 [M+H]* 8,96  Positivo 1
Oleoil etil amida CaH3sNO 310,3101 2,92 [M+H]* 9,76  Negativo |
Pro lle Pro C16H27N3O 3262071 2,75 [M+H]* 4,03 Positivo 1
1-Fenil-2-hexanona Ci2Hi6O  177,1273 3,70  [M+H]* 5,68 Negativo |
Bis(hidroxifenil)metano CisH1202 2010909 3,33  [M+H]* 7,12  Negativo |
Estearamida CisHyNO 284,2945 301  [M+H]* 9,66  Positivo 1
Glutamil-Hidroxiprolina ClonNzo 2611094 277 [M+H]* 657  Positivo |
2-Metoxinaftaleno CuH100 159,0804 3,80 [M+H]* 7,13  Positivo 1
Celubiosa CusH26011  388,1830 2,87 [M+NH4]* 7,12  Negativo |
Metionina CsHuNO, .
S 172,0402 3,60 [M+Na]* 1,10 Negativo |
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Linoleamida

CisHzNO 2802632 305  [M+H]" 9,16 Negativo |
N-Acetilputrescina CeHu4N2O 131,1180 3,45  [M+H]* 1,11  Positivo 1
. . CsH14NOg
Glicero-3-fosfoetanolamina P 214.0475 249 [M-H] 0,92 Negativo |
e s CoH14N30s
3-Citidinamonofosfato P 3220438 066 [M-H] 104 Negativo |
Glucosa 6-fosfato CeH1300P 259,0217 0,69 [M-H] 0,87 Negativo |
N-(3-
Acetamidopropil)pirrolidin-2-
ona CoHisN2O, 185,1284 3,33 [M+H]* 4,17 Negativo |
Acido fenilpirdvico CoHsOs 1650546 3,30  [M+H]* 7,94 Negativo |
N-Acetilprolina C/HuNOs; 158,0811 375 [M+H]* 2,89 Negativo |
Acido oxopentan6ico CsHgO; 117,0548 2,94  [M+H]* 7,13  Positivo 1
Deoxirribosa [(M+H)- .
CsH100s  134,0580 296  H.0]' 7,13  Positivo 1
Adenina CsHsNs  136,0618 3,64  [M+H]* 375 Negativo |

Un analisis univariado Heatmap fue realizado con los metabolitos de interés (Tabla 3), lo que

permitio una mejor visualizacion de los datos relacionados con la abundancia quimica entre la

muestra control y las muestras tratadas de las células bacterianas.
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Figura 7. Mapa de calor (Heatmap) de los metabolitos mas representativos que se vieron

significativamente afectados en E. coli después del tratamiento con OB.
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Anélisis de las vias metabolicas posiblemente alteradas por efecto del AE sobre el

crecimiento de E. coli ATCC 11775

Para comprender los cambios en las rutas metabdlicas, se realizd6 un andlisis de
enriquecimiento utilizando la base de datos KEGG

(https://www.genome.jp/kega/compound/) (Kanehisa, 2016) [Acesso abierto]. El analisis de

las principales vias metabdlicas posiblemente afectadas en E. coli ATCC11775 por el efecto


https://www.genome.jp/kegg/compound/
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del AE se llevo a cabo utilizando los metabolitos detectados con diferencias estadisticamente

significativas, los cuales se encuentran listados en la Tabla 3.

Estos metabolitos fueron asociados con sus respectivas vias metabolicas y se realizd el

andlisis de los posibles efectos metabdlicos producidos por el AE (Tabla 4).

Tabla 5. Andlisis de enriquecimiento de vias metabolicas afectadas por el AE de OB sobre el

crecimiento de E. coli con metabolitos presuntivamente identificados.

Ruta metabdlica

Metabolitos

Metabolismo de arginina 'y
prolina

N-(3-acetamidopropil)pirrolidin-
2-ona, N-acetilprolina, acido
fenilpiravico, N-acetilputrescina,
Glutamil-idroxiprolina

Metabolismo de cisteina y
metionina

Metionina

Glucolisis/Gluconeogénesis

Glucosa 6-fosfato

Metabolismo de
pirimidinas

3'-Citidinamonofosfato

Metabolismo de
glicerofosfolipidos

glicero-3-fosfoetanolamina

Metabolismo de sacarosa y
almidén

Celubiosa, Glucosa 6-fosfato

Degradacion de lisina

Acido 5-0xo-pentandico

Ruta de la pentosa fosfato

Deoxirribosa

Metabolismo de purinas

Adenina

Metabolismo de
fenilalanina

Fenilacetaldehido
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Figura 8. Posibles rutas metabdlicas alteradas en E. coli tras tratamiento con OB. Los

metabolitos de color rojo y azul indican metabolitos modulados positiva y negativamente,

respectivamente, en muestras tratadas.
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El modo de accién de los AE destilados de plantas se ha asociado principalmente con

toxicidad a nivel de la membrana celular, debido a que los componentes caracteristicamente

hidrofobicos del AE se acumulan en la superficie de la membrana celular afectando su

estructura y funcion (Lambert et al., 2001).
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Se debe tener en cuenta que, las bacterias gramnegativas tienen una envoltura celular méas
compleja que las grampositivas, que comprende una membrana externa unida a la capa
interna de peptidoglicano a traves de lipoproteinas. La membrana externa contiene proteinas
y lipopolisacaridos, lo que la hace mas resistente a las moléculas hidréfobas del AE (S. G.

Griffin et al., 1999).

Uno de los posibles mecanismos de accion que se han planteado para el estragol, hace
referencia a que este fenilpropeno tiene la capacidad de penetrar la membrana externa de las
bacterias Gram negativas. Auezova et al. (2020) y Gharib et al. (2017) examinaron el
mecanismo de los fenilpropenos propenilicos (estragol y anetol) en la pared celular de E. coli
y Staphylococcus epidermidis. En su estudio, demostraron la capacidad distintiva del estragol
y el anetol para penetrar la membrana externa de E. coli. La potencia antimicrobiana es
conferida por la mayor naturaleza lipofilica del estragol (log P valor de 3,5). Esto resulta
importante considerando que en el caso del aceite de OB utilizado para el presente trabajo,
en general, el componente mayoritario es el estragol, lo que podria estar indicando que puede
producirse un dafio irreversible en la membrana de E. coli ATCC 11775 en el estudio

realizado, provocando la pérdida de constituyentes celulares.

Estudios recientes no solo han demostrado que el dafio de la membrana celular provoca la
muerte celular de los microorganismos, sino también que los AE generan alteraciones
metabolicas (Chen et al., 2020; Miao et al., 2020). En las células de E. coli, los resultados
obtenidos muestran que los posibles metabolitos diferenciales correspondieron

principalmente al metabolismo de arginina y prolina.

56



EFECTO DE O. BASILICUM SOBRE E. COLI

En el metabolismo de arginina y prolina, la N-(3-acetamidopropil)pirrolidin-2-ona, el acido
fenilpiravico, y la N-acetilprolina fueron modulados negativamente, mientras que la
glutamil-hidroxiprolina y N-acetilputrescina fueron moduladas positivamente. La prolina
juega un papel fundamental en el metabolismo celular ya que es una importante fuente de
carbono y nitrégeno y se desempefia como regulador osmaético (Goswami et al., 2022; Wang
et al., 2014). La modulacion negativa de las células tratadas evitaria la activacion de varias

respuestas de estrés para protegerse de los efectos del AE.

En el metabolismo de sacarosa y almiddn, la glucosa 6-fosfato y la celubiosa estuvieron
moduladas negativamente. El metabolismo de la sacarosa juega un papel fundamental en el
desarrollo, la respuesta al estrés y la formacion del rendimiento, principalmente mediante la
generacion de azlcares como metabolitos para impulsar el crecimiento y sintetizar
compuestos esenciales, y como sefiales para regular la expresion de microARN, factores de
transcripcion, y otros genes, y para comunicacion intracelular con sefializacion hormonal,

oxidativa y de defensa (Ruan, 2014).

Los resultados mostraron también una disminucion en la presencia de metionina, que afecta
directamente la sintesis de proteinas, pero posiblemente protege a la célula contra los
radicales libres producidos por los efectos del AE. La metionina es un aminoacido
proteinogénico de gran importancia para iniciar la sintesis de proteinas y contribuye a

mantener el equilibrio de especies reactivas de oxigeno (Guillin et al., 2023).
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Conclusiones

El aceite esencial destilado de O. basilicum presentd efecto antibacteriano sobre Escherichia
coli ATCC 11775 a una MICsg de 0,30 mg/mL. Es posible que el mecanismo de accién del
AE de O. basilicum en células tratadas de E. coli se encuentre asociado principalmente con
alteraciones en el metabolismo de arginina y prolina, siendo la ruta con mayor nimero de
metabolitos encontrados. También, se evidenciaron cambios en el metabolismo de cisteina 'y
metionina, lo cual podria estar relacionado con presuntas alteraciones en el sistema celular
de sintesis de proteinas. Adicionalmente, se observaron variaciones en los metabolismos de
pirimidinas, purinas, lo cual estaria relacionado con posibles alteraciones en la sintesis de
acidos nucleicos. EI metabolismo de glicerofosfolipidos, sacarosa y almidon, fenilalanina y
rutas como la glucélisis/gluconeogénesis, la ruta de pentosa fosfato y degradacién de lisina,

fueron otras en las que se encontraron alteraciones con el tratamiento del AE.

Los resultados obtenidos brindan un panorama general sobre el posible mecanismo de accion
del aceite esencial de Ocimum basilicum sobre Escherichia coli y promueven el estudio de

la actividad farmacolégica de los AE como productos antibacterianos de origen natural.
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