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Resumen

Titulo: Andlisis metabdlico del efecto de aceites esenciales sobre la inhibicion de la formacién del
biofilm de Salmonella enterica serovariedad Enteritidis ATCC 13076"
Autor: Yuliany Torcoroma Guillin Rincon™

Palabras Clave: Salmonella; biofilm; metabolémica; aceites esenciales

Descripcion: Las especies de Salmonella no tifoidea son unas de las principales causas bacterianas
de enfermedades transmitidas por alimentos, lo cual ocasiona un problema de salud publica.
Sumado a esto, estos microorganismos tienen la capacidad de formar biofilm, que contribuye a la
multirresistencia a los farmacos tradicionales, generando asi, deficientes mecanismos terapéuticos
contra estos microorganismos. Por lo anterior, la basqueda y desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos que permitan mitigar o evadir la resistencia de patégenos de alta incidencia, como
bacterias del género Salmonella, constituyen un campo de gran interés clinico y cientifico. Entre
las alternativas, los aceites esenciales (AE) extraidos de plantas aromaticas medicinales han
generado expectativas como agentes fitoterapéuticos promisorios. En la presente investigacion, se
evalud el potencial antimicrobiano y anti-biofilm de 20 AE sobre Salmonella Enteritidis ATCC
13076, asi como el mecanismo de accion del AE de Lippia origanoides quimiotipo timol (LOT-
I1). Los AE fueron suministrados y caracterizados por el CENIVAM. El efecto antimicrobiano fue
evaluado mediante el método de microdilucion en caldo y el efecto anti-biofilm mediante el método
con cristal violeta. Finalmente, por medio de una aproximacion de metabolémica no dirigia, basada
en espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS), se dilucid6 el efecto del AE sobre el
metabolismo de células plancténicas y sésiles. De los 20 AE evaluados, cuatro presentaron
actividad antimicrobiana y tres inhibieron la formacién del biofilm de S. Enteritidis en un
porcentaje mayor al 60%, sin afectar la actividad metabdlica a concentraciones sub-inhibitorias.
El anélisis del perfil metabdlico permitié identificar cambios en la modulacién de los metabolitos
de las células plancténicas y células sésiles al ser tratadas con el AE de LOT-II. Esos cambios
demostraron la alteracion de diferentes rutas metabdlicas, entre las que se encuentran el
metabolismo central del carbono, el metabolismo de nucledtidos y aminoacidos.

“ Trabajo de Grado
“Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Maestria en Biologia. Director: William Hidalgo
Bucheli. PhD. Codirector: Marlon Yesid Céceres Ortiz. PhD.
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Abstract

Title: Metabolic analysis of the effect of essential oils on the inhibition of biofilm formation of
Salmonella enterica serovar Enteritidis ATCC 13076”
Author(s): Yuliany Torcoroma Guillin Rincon™

Key Words: Salmonella; biofilm; metabolomics; essential oils

Description: Non-typhoidal Salmonella species are one of the main bacterial causes of foodborne
diseases, which causes a public health problem. In addition, these microorganisms could form
biofilm, which contributes to multidrug resistance to traditional drugs, thus generating deficient
therapeutic mechanisms against these microorganisms. Therefore, the search and development of
new antimicrobial agents that allow mitigating or evading the resistance of high incidence
pathogens, such as bacteria of the Salmonella genus, is a field of great clinical and scientific
interest. Among the alternatives, essential oils (EO) extracted from medicinal aromatic plants have
generated expectations as promising phytotherapeutic agents. In the present investigation, the
antimicrobial and anti-biofilm potential of 20 EOs was evaluated on Salmonella Enteritidis ATCC
13076, as well as the mechanism of action of the EO from Lippia origanoides chemotype thymol
(LOT-II). The EOs were supplied and characterized by CENIVAM. The antimicrobial effect was
evaluated by the broth microdilution method and the anti-biofilm effect by the crystal violet
method. Finally, by means of a non-targeted metabolomics approach, based on high resolution
mass spectrometry (HRMS), the effect of EO on the metabolism of planktonic and sessile cells
was elucidated. Of the 20 EOs evaluated, four exhibited antimicrobial activity and three inhibited
S. Enteritidis biofilm formation by more than 60%, without affecting metabolic activity at sub-
inhibitory concentrations. Metabolic profiling analysis identified changes in the modulation of
metabolites of planktonic cells and sessile cells upon treatment with LOT-11 EO. These changes
demonstrated the alteration of different metabolic pathways, including central carbon metabolism,
nucleotide, and amino acid metabolism.

“ Degree Work

“Faculty of Sciences. School of Biology. Master’s degree in biology. Director: William Hidalgo
Bucheli. PhD. Co-director: Marlon Yesid Céaceres Ortiz. PhD
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Introduccion

En las ultimas décadas, las infecciones por Salmonella han representado una causa
importante de muertes en todo el mundo (Frost et al., 2019). Se estima que anualmente 153
millones de personas son infectadas por bacterias del género Salmonella y 57 mil mueren a causa
de este patdgeno (Quesada et al., 2016). Esto se debe principalmente a la aparicion de
microorganismos resistentes a antibiéticos convencionales (CDC, 2019). Las bacterias desarrollan
resistencia antimicrobiana (AMR, por sus siglas en inglés) mediante varios mecanismos que
incluyen: inactivacion enzimatica, modificacion en la permeabilidad de la membrana, activacion
de las bombas de flujo, modificacion de rutas metabdlicas, entre otros (Sultan et al., 2018).

Actualmente, el nuevo Sistema Mundial de Vigilancia Antimicrobiana de la OMS
(GLASS) reporto la prevalencia de resistencia a los antimicrobianos entre los paises inscritos en
el sistema evidenciando que no hay diferencias significativas en funcion del ingreso econémico
(Organizacion Mundial de la Salud, 2020). Ademas, el informe de investigacion global sobre la
Resistencia a los Antimicrobianos reporté en 2019 méas de 1.27 millones de muertes en todo el
mundo y estima para el afio 2050, 10 millones de personas moriran como resultado directo de las
infecciones bacterianas resistentes a los antibidticos. A nivel Latinoamericano, més de la mitad de
las infecciones intrahospitalarias son causadas por patdgenos resistentes a los antibidticos
convencionales, y representan pérdidas del producto interno bruto (PIB) del 0,4% -1,6%, lo cual
estd relacionado principalmente con los altos costos de tratamiento y estancias hospitalarias
(Organizacion Mundial de la Salud, 2015). En Colombia, el Instituto Nacional de Salud mediante
programas de vigilancia de resistencia antimicrobiana ha identificado la incidencia de

microorganismos resistentes principalmente sobre agentes bacterianos causantes de neumonias,
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meningitis, enfermedades gastrointestinales, infecciones de trasmision sexual e infecciones
asociadas a la atencion en salud (IAAS) (Gaviria et al., 2018). Por ejemplo, los resultados del
informe de los microorganismos transmitidos por alimentos reportaron 12.966 aislamientos para
Salmonella de los cuales, 3.575 correspondian a Salmonella Typhimurium seguido de Salmonella
Enteritidis con 3.515. Sumado a ello, Salmonella Enteritidis mostré un aumento de su resistencia
a la ampicilina, tetraciclina y trimetropin-sulfametosaxol durante 2017 (Rodriguez et al., 2019).
Ademas, en condiciones adecuadas, la mayoria de las bacterias tienen la capacidad de formar
biofilm, es decir, consorcios de bacterias embebidas en una matriz de exopolisacéridos, proteinas
y ADN (Flemming & Wuertz, 2019).

La formacidon del biofilm es bien conocida por sus propiedades fisicas y bioldgicas que
confieren resistencia contra los antibiéticos y contribuye a la cronicidad de las infecciones y a su
recurrencia, lo que lo convierte en uno de los principales desafios en la terapia antibiética actual
(Koo et al., 2017). La farmacorresistencia del biofilm se ha atribuido a varios factores: (i)
sustancias poliméricas extracelulares (EPS), las cuales actian como barrera fisica y quimica; (ii)
metabolismo celular disminuido, lo que impide que los antibidticos que acttan sobre células en
divisién no presenten ningun efecto significativo; (iii) el ADN extracelular posee carga negativa
lo que permite la unién a los antibidticos con carga positiva, disminuyendo su concentracion
efectiva, entre otros (Olsen, 2015; Singh et al., 2017).

Por esta razon, se hace indispensable promover y guiar la busqueda de nuevos compuestos
antimicrobianos que permitan contrarrestar este problema de salud publica. En este sentido, los
aceites esenciales (AE) surgen como una alternativa prometedora al uso de antibioticos
convencionales (Mohamed et al., 2018; Y. Zhang et al., 2018). Los AE son mezclas complejas de

constituyentes volatiles producidos por plantas, y constituyen una importante defensa de las
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plantas frente a diferentes patdgenos, por lo cual, a menudo poseen propiedades antimicrobianas
(Chouhan et al., 2017a; Sayeed Akthar et al., 2014; Swamy et al., 2016a). Colombia, al ser un pais
megadiverso, presenta amplias alternativas para el hallazgo, caracterizacion y aislamiento de
nuevas moléculas, sin embargo, han sido poco estudiadas (Stashenko, 2009; Villada, 2018). La
biodiversidad de Colombia puede ser aprovechada para la destilacion de AE, los cuales se han
utilizado para el tratamiento de enfermedades, fabricacion de diferentes productos cosméticos y
alimenticios, por los cuales son una fuente de subproductos de mayor valor comercial. En el afio
2021, Colombia exportdé $1.46 M en AE convirtiéndolo en el exportador nimero 88 de AE e
import6 $17.8 M en AE, siendo el importador nimero 37 de AE (OEC - The Observatory of
Economic Complexity, 2023). Sin embargo, deben implementarse técnicas de destilacion y
caracterizacion de AE a gran escala con el fin de obtener posibilidades de cultivo de esas especies
promisorias, e incentivar a la exportacion de sustancias quimicas de alto valor agregado con el fin
de impactar positivamente en la economia colombiana, a su vez fortaleciendo el conocimiento
cientifico y la conservacion de la biodiversidad (Stashenko, 2009; Villada, 2018). Las propiedades
de los AE reportadas en la literatura son muy amplias, y estan relacionadas con la composicion
quimica, por lo tanto, entre mayor sea la diversidad vegetal mayor sera la diversidad quimica
(Stashenko, 2009; Stashenko et al., 2003, 2010a). Entre las propiedades se incluyen prevencion de
formacion de biofilm, inhibicion del mecanismo de comunicacién celular (quorum sensing) e
inhibicion del crecimiento de los microorganismos resistentes (Mohamed et al., 2018; Y. Zhang et
al., 2018). El mecanismo de accion de los AE depende de la composicidn quimica, y su actividad
bioldgica no es atribuible a un Unico mecanismo, sino que es una cascada de reacciones que
involucran toda la célula bacteriana (Koo et al., 2017). Se ha planteado que los componentes de

los AE toman como punto de accion la pared celular y membrana citoplasmatica, generando
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alteracion en los acidos grasos de membrana, pérdida del potencial de membrana, incremento en
la permeabilidad celular, alteracion del ATP y ATPasas, liberacion de contenido citoplasmatico,
inhibicion de los mecanismos de comunicacién celular y alteracion en la sintesis de aminoacidos
(Zhang et al., 2020; N. Zhang et al., 2016).

Actualmente, los rapidos avances en las herramientas émicas, como la transcriptomica, la
proteémica y la metabolémica han facilitado la comprobacion de algunas de esas hipotesis y
juegan un papel importante en la identificacion de posibles dianas terapéuticas. Principalmente, la
metabolomica como herramienta sensible y prometedora que permite identificar y cuantificar
metabolitos, proporciona informacion importante sobre genémica funcional, ingenieria metabdlica
y fisiologia celular, debido a que los perfiles metabdlicos permiten una captura instantanea de la
fisiologia de la célula (Nazzaro et al., 2013; Picone et al., 2013). En el presente estudio, se evaluo
el efecto antibiofilm de 20 AE sobre Salmonella enterica serovariedad Enteritidis ATCC 13076y,
ademas para el aceite esencial Lippia origanoides quimiotipo timol (LOT-II), que exhibié la
actividad antibiofilm mas promisoria, se estudio la inhibicién de la red metabdlica involucrada en
la formacion del biofilm del microorganismo en estudio, a través de una aproximacion

quimiométrica basada en metabolémica no dirigida.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de aceites esenciales sobre la inhibicion de las rutas biosintéticas
implicadas en la formacion del biofilm de Salmonella enterica serovariedad Enteritidis ATCC
13076.
2.2 Objetivos Especificos
e Seleccionar el aceite esencial con mayor efecto inhibitorio de la formacion de biofilm de
Salmonella enterica serovariedad Enteritidis ATCC 13076.
e Identificar los principales metabolitos afectados por el aceite esencial durante la inhibicién
de la formacion del biofilm en Salmonella enterica serovariedad Enteritidis ATCC 13076.
e Establecer las rutas metabdlicas afectadas por el aceite esencial al inhibir la formacién del

biofilm de Salmonella enterica serovariedad Enteritidis ATCC 13076.
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3. Marco tedrico
3.1 Impacto econdmico de la resistencia antimicrobiana

En las Gltimas décadas, la Resistencia Antimicrobiana (AMR, por sus siglas en inglés) se
ha convertido en una amenaza global para los sistemas de salud publica en todo el mundo (Ferri
etal., 2017). La capacidad de las bacterias para resistir la accion de los antibiéticos convencionales
mediante diversos mecanismos como variabilidad genética, modificacion de permeabilidad de
membrana y excrecion del compuesto entre otros, sumado al uso indebido y excesivo de los
mismos han conducido al incremento de la resistencia antimicrobiana. A causa de esto, se ha
generado un aumento significativo de enfermedades infecciosas causadas por microorganismos
resistentes y multirresistentes, asociadas principalmente a estancias hospitalarias prolongadas y
aumento de morbilidad y mortalidad debido al fracaso terapéutico convencional (Frieri etal., 2017;
Ru et al., 2017; Tacconelli et al., 2017, 2018).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el programa Global
Antimicrobial Resistance Surveillance System (GLASS), la resistencia a los antibi6ticos en
infecciones bacterianas severas es un problema de relevancia a nivel mundial, y la resistencia para
al menos un antibiético, ha aumentado entre un 35-50% en los Gltimos afios. Segun los datos
reportados en el sistema GLASS entre las bacterias resistentes mas frecuentes se encuentran
Acinetobacter spp, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Shigella spp y Salmonella spp. Adicionalmente, reporto la prevalencia
de resistencia a los antimicrobianos entre los paises inscritos en el sistema, demostrando que no
hay diferencias significativas en funcion del ingreso economico (paises inscritos: 35 paises de
ingresos altos, 17 de ingresos medianos altos, 28 de ingresos medianos bajos y 14 de ingreso bajos)

(World Health Organization, 2021).
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Por otro lado, los reportes del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC,
por sus siglas en inglés) muestran que cada afio en los Estados Unidos, al menos ~2.8 millones de
personas contraen infecciones por microorganismos resistentes a antibiéticos y méas de 35 mil
mueren por esta causa (CDC, 2019). A nivel Latinoamericano, en paises como Brasil, Bolivia y
Per(, més de la mitad de las infecciones intrahospitalarias son causadas por patdégenos resistentes
a los antibidticos convencionales, y representan pérdidas del producto interno bruto (PIB) del 0.4%
-1.6%, lo cual esta relacionado principalmente con los altos costos de tratamiento y estancias
hospitalarias (Organizacion Mundial de la Salud, 2015). En Colombia, el Instituto Nacional de
Salud report6 12.966 aislamientos de Salmonella transmitida por alimentos desde 1997 hasta el
2018, de los cuales 3.575 correspondian a Salmonella Typhimurium y 3.515 a Salmonella
Enteritidis. Sumado a ello, Salmonella Enteritidis mostré un aumento de su resistencia a la
ampicilina, tetraciclina y trimetoprima/sulfametoxazol durante 2017 (Rodriguez et al., 2019).

Por lo tanto, es importante implementar medidas controladas de uso de antibioticos,
programas de recopilacion de datos epidemioldgicos y desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos para combatir la prevalencia de la resistencia de los microorganismos.

3.2 Descripcidn general de Salmonella enterica

Salmonella es un género de bacterias Gram negativas, anaerobias facultativas,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. EI género Salmonella se clasifica en dos especies,
Salmonella enterica y Salmonella bongori. La especie S. enterica, se puede clasificar en seis
subespecies en funcion de su relacion gendmica y sus propiedades bioquimicas. Las subespecies
son: S. enterica subespecie. enterica (l); S. enterica subespecie. salamae (Il); S. enterica
subespecie. arizona (Il1a); S. enterica subespecie. diarizonae (Illb); S. enterica subespecie.

houtenae (1V); y S. enterica subespecie. indica (V1). Entre todas las subespecies de Salmonella, S.
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enterica subespecie. enterica (I) se encuentra predominantemente en mamiferos y contribuye con
aproximadamente el 99% de las infecciones por Salmonella en humanos y animales de sangre
caliente. En contraste, las otras cinco subespecies de Salmonella y S. bongori se encuentran
principalmente en el medio ambiente y también en animales de sangre friay, por lo tanto, son raras
en humanos (Brenner et al., 2000). Ademas de la clasificacion de subespecies segun la filogenia,
el esquema estandar de Kauffman-White, ha permitido la clasificacion de alrededor de 2600
serotipos de acuerdo con los antigenos somaéticos (O), flagelares (H) y capsulares (K). La
clasificacion de Salmonella segun los patrones clinicos de salmonelosis en humanos permite
agrupar las cepas de Salmonella en Salmonella tifoidea y Salmonella no tifoidea (NTS) (Eng et
al., 2015a).

Las infecciones por este microorganismo siguen siendo uno de los problemas de salud
publica mas importantes en todo el mundo, debido a las pérdidas econdmicas generadas
anualmente y a los costos asociados con la vigilancia, prevencion y tratamiento de enfermedades
transmitidas por alimentos (Eng et al., 2015b). S. enterica serovariedad Enteritidis es uno de los
serotipos mas comunes responsable de gastroenteritis junto con S. enterica serovariedad
Typhimurium. Estos microorganismos actGan como agentes etioldgicos de la salmonelosis no
tifoidea, la cual se caracteriza por presentar enfermedades intestinales y sistémicas, siendo la
bacteriemia, las afecciones mas frecuentes, al igual que el estado portador crénico asintomatico o
infeccion localizada (Bermudez et al., 2014).

Adicionalmente, la mayoria de los microrganismos tienen la capacidad de formar biofilms
mediante mecanismos de comunicacion celular quimica, caracteristica que los hace responsables

del 80% de las infecciones bacterianas en seres humanos (Davies, 2003). El biofilm les confiere a
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los microrganismos resistencia a los antibi6ticos, por lo tanto, el control sobre los microorganismos
resulta més complejo (Hall & Mah, 2017; Nazar, 2007).
3.3 Formacién del biofilm en microorganismos

Salmonella puede vivir en estado planctonico, o en forma de agregados conocidos como
biofilm (Chylkova et al., 2017; Secor et al., 2011). El biofilm es una comunidad microbiana
compuesta de células sésiles, irreversiblemente unidas a un sustrato o a una interfaz, incrustada en
una matriz de polimero extracelular producido por sustancias sintetizadas por los propios
microorganismos y, que presentan una modificacion del fenotipo en relacion con la velocidad de
crecimiento y la transcripcion de genes (Azeredo et al., 2017). De acuerdo con estudios recientes,
la formacidn del biofilm es el producto de un sistema de comunicacién o sefializacion célula-célula
(J. Wang et al., 2018).

El proceso de formacién del biofilm ocurre en cinco etapas principales (Figura 1): (i)
Adherencia: las células bacterianas mdviles se unen a una superficie, debido a un cambio en la
expresion génica, que inicia la biosintesis de proteinas de superficie celular como adhesinas,
flagelos y pilis (Ramirez et al., 2014); (ii) formacion de una monocapa de células: las bacterias
empiezan a dividirse formando microcolonias, lo que genera una adherencia irreversible mediante
el anclaje de apéndices bacterianos y la produccion de exopolimeros (Rémling & Balsalobre,
2012); (iii) produccion de la matriz extracelular: inicia la secrecion de compontes del
exopolisacarido (EPS), tales como proteinas, ADN genomico extracelular (ADNe) y &cidos
nucleicos. ElI EPS actia como una barrera de difusion, que evita la penetracion de cualquier
sustancia que pueda afectar la integridad del agregado (Moormeier et al., 2014); (IV) maduracion
del biofilm: las microcolonias crecen de forma confluente formando macrocolonias, las cuales

colonizan de manera homogénea la superficie a la que se encuentran adheridas mediante



ANALISIS METABOLICO DEL EFECTO DE ACEITES ESENCIALES... 20

interacciones electrostaticas (Rasamiravaka et al., 2015); (V) dispersion del biofilm: proceso de
lisis controlada, en esta etapa se liberan algunas células junto con residuos metabolicos que
favorecen la nueva colonizacion. Las sefiales de dispersion pueden ser dependientes de la densidad

celular o ambientales, incluida la disponibilidad de nutrientes (Azeredo et al., 2017).

Figura 1. Etapas de la formacion del biofilm bacteriano.
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Las células en estado plancténico difieren de las células en estado sésil (biofilm) en su
morfologia, fisiologia y metabolismo, lo que refleja los cambios en la expresion génica de las
bacterias frente a las diferentes sefiales ambientales como temperatura, pH, oxigeno y nutrientes
(Ramirez et al., 2014). Estos cambios son percibidos por las células bacterianas por medio de

proteinas relacionadas con diferentes mecanismos de comunicacion celular como el quorum
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sensing y el sistema intracelular del 3”,5’-diguanilato ciclico (c-di-GMP). Sumado a ello, estos
mecanismos se encuentran vinculados con las diferentes rutas metabdlicas en los microorganismos
formadores de biofilm (Romling et al., 2013; Williams et al., 2007). Las comunidades de biofilm
contienen micronichos distintos que dan como resultado heterogeneidad metabdlica y variabilidad
de la expresion génica (Moormeier et al., 2014).

Una de las principales rutas metabolicas implicadas en la formacién del biofilm es la del
metabolismo del nitr6geno. Los compuestos que contienen nitrégeno transmiten sefiales
ambientales inorganicas y organicas que les permiten adaptarse a distintas condiciones fisiologicas
y microambientales (Rinaldo et al., 2018). Su metabolismo est4d implicado en aspectos del
metabolismo central, los cuales son cruciales como fuentes de carbono y nitrégeno para el
anabolismo de aminoé&cidos, nucledtidos y para la division celular. Ademas, estos compuestos
también son esenciales para la produccién de energia (fermentacion de aminoécidos y respiracion
del nitrégeno inorganico) y pueden controlar el metabolismo de carbono (Commichau et al., 2006).

El 4cido glutamico, la glutamina y la arginina (implicada en la formacién de adhesinas)
son los aminoécidos més representativos en la formacion del biofilm, siendo al mismo tiempo
fuentes potenciales de nitrégeno, carbono y energia (Rinaldo et al., 2018). Adicionalmente, las
reacciones metabolicas candnicas del metabolismo central y la homeostasis de hierro desempefian
un papel fundamental en la formacion del biofilm (Xu et al., 2013, 2015).

El metabolismo de los aminoacidos, el metabolismo de los carbohidratos y el metabolismo
de los glicolipidos no esta implicado unicamente en la biosintesis y almacenamiento de energia,
también juegan un papel muy importante en la sintesis de los componentes esenciales para la
formacion del biofilm, como lo son, aminoacidos, azucares, lipidos, uridinas y acidos organicos

(Figura 2). De esta manera, los carbohidratos estan estrechamente relacionados con el aumento de
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la capacidad adhesiva del biofilm, mientras que los aminoacidos son reprogramados para la
formacion del biofilm (H. Lu et al., 2019).

Figura 2. Vias metabolicas implicadas en la formacion del biofilm (azul). Se destaca
principalmente cambios en el metabolismo de aminoécidos, el ciclo de glicerolipidos y el &cido

tricarboxilico al compararse con las células planctonicas.
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A pesar de la caracterizacién de algunos aminoécidos y rutas de regulacion de la formacion
del biofilm, es necesario realizar estudios metabélicos para comprender el papel de los metabolitos
en la composicion, estructura y dinamica de las comunidades agrupadas en biofilm.
Principalmente, orientados a la identificacion de moléculas y vias biosintéticas involucradas en la
sefializacion de c-di-GMP y quorum sensing (QS), debido a que estos representan objetivos

atractivos para el desarrollo de farmacos que inhiban o destruyan la formacion del biofilm.
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3.4 Farmacorresistencia generada por la formacion del biofilm

La estructura heterogénea del biofilm confiere a los microrganismos entre cien y mil veces
mas resistencia a los antimicrobianos en comparacion con las células planctonicas (Olsen, 2015).
En el caso de las infecciones por Salmonella se ha reportado resistencia frente antibidticos de
primera linea como la ciprofloxacina (fluoroguinolona); Gonzéles y colaboradores demostraron
que las células del biofilm de S. Typhimurium y S. Typhi son més resistentes a este antibidtico en
comparacion con las células plantonicas (Gonzélez et al., 2018). Asi mismo, Tabak vy
colaboradores reportaron una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 0.125 pg/mL sobre
células planctonicas de S. Typhimurium tratada con el antibiético ciprofloxacina, mientras que, las
células del biofilm solo presentaron una ligera reduccion de recuentos de células al ser tratadas a
una concentracion de 1000 pg/mL (<0.7 log) (Tabak et al., 2009). Olson y colaboradores
compararon el efecto de los antibi6ticos gentamicina, enrofloxacina, eritromicina, tilmicosina,
ampicilina, oxitetraciclina y trimetoprima/sulfadoxina sobre células plantonicas y del biofilm,
evidenciando que las células plancténicas eran sensibles a todos los antibi6ticos, excepto a la
eritromicina y tilmicosina, mientras que las células del biofilm solo eran sensibles a enrofloxacina
y ampicilina (Olson et al., 2002). Lo anterior, genera preocupacion debido a que la ciprofloxacina,
junto con las cefalosporinas de tercera generacién, son usadas comunmente para tratar infecciones
no tifoideas de Salmonella (Sakarikou et al., 2020).

Esta resistencia ocurre debido a varios factores: (i) EI EPS actia como barrera fisica y
quimica, impidiendo el ingreso de los antibidticos, (ii) los polimeros extracelulares poseen carga
negativa, lo que permite la union de los antibidticos cargados positivamente, como los
aminoglucosidos y los polipéptidos, disminuyendo asi, su concentracion efectiva, (iii) el

metabolismo de los microorganismos se encuentra alterado, debido a la disponibilidad de
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nutrientes y oxigeno dentro del biofilm, esto implica que se expresen distintas rutas metabdlicas
en funcidn de las condiciones ambientales del biofilm, por ejemplo, las células que se encuentran
metabdlicamente inactivas son menos susceptibles a los agentes antimicrobianos (iv) los
microorganismos pueden evitar el efecto citotoxico de los antibidticos debido a tasas de
crecimiento lentas o inanicion, en este caso los antibiéticos que acttian en procesos de replicacion,
transduccion y sintesis de la pared celular no tienen efecto significativo, (v) la formacion de células
persistentes (poblacion de células tolerantes a los agentes antimicrobianos) dentro de la matriz del
biofilm favorece la resistencia antimicrobiana; (vi) intercambio de ADN extra cromosémico
(plasmidos) entre las bacterias embebidas en el EPS, lo cual contribuye a la adaptacion genética
dentro del biofilm para reducir la susceptibilidad y adoptar el fenotipo persistente, (vii) el sistema
de quorum sensing contribuye a la tolerancia antimicrobiana porque induce la formacion del
biofilm y genera resistencia al sistema inmune del huésped (Singh et al., 2017; Yan & Bassler,
2019).
3.5 Estrategias de inhibicién del biofilm

Las infecciones asociadas al biofilm, tienden a ser recurrentes y presentar largos periodos
de quiescencia, comprometiendo la efectividad de los tratamientos antibi6ticos, trayendo consigo,
un problema de salud publica (Koo et al., 2017). Debido a esto, en las ultimas décadas, ha surgido
la necesidad de encontrar nuevas estrategias terapéuticas que permitan prevenir y erradicar el
biofilm o mejorar la eficacia de los farmacos (Abdel-Aziz & A, 2014). Esencialmente, existen
cuatro estrategias conocidas para combatir el biofilm: (i) prevenir la adhesion, (ii) inhibir la
maduracion, (iii) alterar la matrix de EPS y (iv) destruir los microorganismos en el biofilm
(Plakunov et al., 2017; Silva et al., 2016). La primera estrategia mencionada, se reconoce como la

mas efectiva, cuando los microorganismos se encuentran ain en estado plantonico. Una alternativa
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es inhibir la adhesion a través de la interferencia con la produccion de adhesinas o apéndices como
pili, curli y flagelos (Toyofuku et al., 2016). La segunda estrategia se relaciona con la intervencion
de la produccion de exopolisacarido a través de la interrupcion de sefiales relacionadas con el c-
di-GMP vy el sistema de quorum sensing; compuestos capaces de intervenir esta sefializacion
afectan la maduracion del biofilm (Plakunov et al., 2017; Sadekuzzaman et al., 2015b).

Una vez el biofilm se ha establecido, se requiere un tratamiento diferente por cuanto; la
tercera estrategia permitiria romper o erradicar el biofilm a través de moléculas que degraden la
matriz extracelular o compuestos que bloquen la sefializacion por c-di-GMP y; la Gltima estrategia
se relaciona con eliminar los microorganismos al interior del biofilm mediante la combinacion de
antimicrobianos que penetren el EPS (Silva et al., 2016).

La busqueda de estrategias antibiofilm se detalla en la Tabla 1, junto con sus ventajas y
desventajas, con el fin de indicar su posible potencial clinico.

Tabla 1. Principales estrategias antibiofilm

Tivo Fase del Estado de Ventaias Desventajas
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e rse Todas las , . P -Citotoxicidad
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. limitada en el EPS
para potenciar su
efecto
-Moléculas -La carga puede
pequenas limitar el
L. diseniadas transporte dentro
Péptidos Todas las , . L . p
.. . Pre-Clinico facilmente para su  del biofilm
antimicrobianos  fases .. .
optimizacion -Potencial

-La ruptura fisica  degradacion
de la membrana proteolitica
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-Multiple modo de
accion.

Nota. Tomado de (Koo et al., 2017).
3.6 Aceites esenciales

Las plantas producen una gran diversidad de metabolitos secundarios con una funcion
bioldgica de proteccidn contra predadores y patdgenos microbianos. Algunos de estos metabolitos
estan también involucrados en mecanismos de defensa contra estrés abiotico (p. ej. exposicion a
UV-B) y son importantes en la interaccion de las plantas con otros organismos (p. ej. atraccion de
polinizadores) (Seow et al., 2014). Se estima que alrededor de 100 mil metabolitos secundarios
podrian ser encontrados en las plantas, y que la mayoria de ellos participan en sistemas de defensa
guimica. No obstante, estos metabolitos han aparecido como respuesta de las plantas a
interacciones con predadores a traves de millones de afios de co-evolucion (Jiménez et al., 2003;
Moore et al., 2014).

Entre los productos naturales sintetizados por las plantas se destacan los aceites esenciales
(AE), los cuales son mezclas complejas de constituyentes volatiles producidos por plantas
aromaticas. Los principales componentes de los AE son los terpenos (monoterpenos,
sesquiterpenos y sus derivados oxigenados, como alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres, cetonas,
fenoles y 6xidos), y también compuestos fendlicos y fenilpropanoides derivados del acido acetato-
mevalonico y vias de acido siquimico, respectivamente (Basak & Guha, 2018). La actividad
antimicrobiana de los AE se encuentra mayoritariamente en terpenoides oxidados (p. ej. alcoholes
y terpenos fenolicos), aungue otros compuestos también tienen efectos antimicrobianos como los
producidos por algunas algas (furanonas haldégenadas) (Bauer & Robinson, 2002; Gonzalez &
Keshavan, 2006; Skrinjar & Nemet, 2009). Por otro lado, las interacciones entre estos

componentes pueden llevar a efectos antagonistas, aditivos o sinérgicos. Algunos estudios han
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demostrado que los AE tienen usualmente actividad antibacteriana més alta que las mezclas de sus
componentes mayoritarios (Tabla 2), sugiriendo que los componentes minoritarios son criticos
para la actividad sinérgica (Baczek et al., 2017; Stefanakis et al., 2013; Yagi et al., 2016).

En la década del 2000, las publicaciones sobre propiedades antimicrobianas de los AE
incluian analisis mucho mas completos, los cuales permitian relacionar la actividad biologica con
algunos de los compuestos quimicos presentes en los aceites esenciales (Burt, 2004). En el caso
de Salmonella enterica los principales aceites que presentaron actividad antimicrobiana fueron
Salvia rosmarinus, Origanum vulgare, Cymbopogon, Thymus vulgaris y Lippia spp, y los
componentes principales encontrados en estos aceites fueron el a-terpineol, carvacrol, citral,
eugenol, geraniol y timol (Bakkali et al., 2008; Nostro et al., 2007). Se ha determinado que la
actividad antimicrobiana difiere de un compuesto a otro, asi como las dianas bacterianas
dependiendo del tipo de microorganismo; un ejemplo de ello es el extracto de sdndalo, que presenta
un mayor efecto antimicrobiano sobre bacterias Gram positivas que sobre Gram negativas
(Andrade, 2010). Asi mismo, algunos estudios han demostrado que los aceites esenciales de
canela, clavo, pimiento, tomillo, y romero poseen una fuerte actividad antimicrobiana contra
Salmonella Typhi, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, cuyo efecto se encuentra
relacionado con el quimiotipo presente en cada uno de los aceites o extractos, como el carvacrol,
timol, aldehido cindmico, eugenol y p-cimeno (Bazargani & Rohloff, 2016; Stashenko et al.,
2010b; Swamy et al., 2016b).

La actividad antibiofilm de los AE también ha generado resultados prometedores, un
ejemplo de esto es el estudio de Kuzma y colaboradores., en el que se demuestra la inhibicion de
la formacion del biofilm de S. aureus y S. epidermidis por el AE Salvia sclarea (Kuzma et al.,

2007). Otra de las plantas ampliamente estudiadas ha sido Rosmarinus officinalis debido a sus usos
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medicinales y a su contenido de compuestos aromaticos bioactivos (Fu et al., 2007). En un estudio
reciente, se evaludé la capacidad para inhibir la formacion del biofilm de S. epidermidis
obteniéndose una inhibicion del 57% (Jardak et al., 2017). De igual manera, el AE Lippia alba ha
presentado actividad inhibitoria del biofilm de S. aureus (Tabla 2) (Porfirio et al., 2017).

Adicionalmente, algunos investigadores han establecido modelos predictivos de
clasificacion, a partir de la relacion cuantitativa de la actividad y la composicion de diferentes AE,
permitiendo la identificacion de los componentes involucrados en la inhibicion de células
planctdnicas y sésiles mediante paquetes de programacion en Python, andlisis de red y bases de
datos como TCMSP (Artini et al., 2018; Miao et al., 2020). Ademas, se han propuesto hipétesis
sobre el posible mecanismo de accidon de los aceites esenciales en células planctonicas y en estado
de biofilm. En las células planctonicas, los componentes de estos AE interactian con la bicapa
lipidica de las membranas citoplasmaticas, interfiriendo en la integridad de la membrana y
ocasionando fuga de material celular como ADN, ATP o iones (Chang et al., 2014; Pusic et al.,
2016). En las células del biofilm, los posibles mecanismos de accion han sido atribuidos a la
capacidad del AE para difundir a través de la matriz de EPS, permitiendo la interaccién con las
proteinas de la membrana bacteriana, disminuyendo la unién de las células planctonicas a las
superficies mediante la reduccion de la motilidad y la interferencia de la produccion de adhesinas
0 apéndices como las proteinas curli y flagelos (Chouhan et al., 2017b; Diao et al., 2014; Miao et
al., 2020; Saad et al., 2013; Simm et al., 2004; Toyofuku et al., 2016).

Actualmente, el surgimiento de nuevas técnicas de analisis, como la transcriptomica y la
metabolomica han orientado las investigaciones al reconocimiento de las posibles dianas y

mecanismos de accion de los aceites esenciales sobre los microorganismos, con el fin de establecer
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estrategias que permitan determinar el potencial terapéutico de plantas aromaéticas y asi emplearlos

como agentes antimicrobianos (Torres et al., 2019; Xu et al., 2017).

Tabla 2. Efecto biologico de aceites esenciales sobre diferentes microorganismos de interés

clinico.
Especies de Componentes Microorganismo Efectos Ref.
plantas mayoritarios
Salvia 1,8-cineol Salmonella enterica  Efecto (Selim et al.,
officinalis (39.18%) antimicrobiano, 2022)
inhibicion de la
f-cariofileno formacion del
(12.8%) biofilm
Lippia Timol S. aureus, E. coli Efecto (Leal et al.,
origanoides antimicrobiano 2019)
(55.53%)
Carvacrol
(18.87%)
Thymus Timol  (55.3%) S. aureus Efecto (Gedikoglu
vulgaris antimicrobiano et al., 2019)
p-cimeno (11.2%)  Salmonella spp
Origanum sp, Carvacrol Salmonella Inhibicion de (Cabarkapa
(69.98%) Enteritidis formacion del et al., 2019)
biofilm e
p_cimeno inhibicion de
produccion de
(7.7%) exopolisacarido
Thymus sp Timol
(43.23%)
p-cimeno
(18.71%)
Citrus reticulate E. coli Disminucion de la  (Aumeerudd
formacion del yetal.,
Citrus hystrix ~ Limoneno S. epidermidis biofilm 2018)

(85.39%)
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Citrus Limoneno P. aeruginosa Inhibicién de (Luciardi et
reticulata (89.81%) factores QS que al., 2016)
regulan la
formacion e

inhibicion factores
de virulencia

3.7 Metabolomica

La metabolomica se define como el estudio sisteméatico de metabolitos en un sistema
bioldgico (Blow, 2008). Los metabolitos son pequefias moléculas organicas que se caracterizan
por una gran diversidad fisicoquimica en sus estructuras moleculares, entre las que se incluye, una
amplia gama de polaridades, pesos moleculares, grupos funcionales, reactividad quimica, entre
otras. Los metabolitos cambian quimicamente durante las reacciones metabdlicas y son necesarios
para el correcto crecimiento, mantenimiento y funcion de las células (Dettmer et al., 2007,
Haggarty & Burgess, 2017). A diferencia de los genes y las proteinas, cuyas funciones estan
sujetas a regulacién epigenética y modificaciones postraduccionales, respectivamente, los
metabolitos cambian como resultado directo de actividad bioguimica (Dettmer et al., 2007; Patti
etal., 2012). Por lo tanto, la correlacion de las concentraciones de los metabolitos con la actividad
metabolica proporciona una idea del fenotipo y sus cambios asociados como resultado de la
respuesta celular a estimulos genéticos o ambientales (Dettmer et al., 2007; Fiehn, 2002; Patti et
al., 2012).

El metaboloma se define como la suma de todos los metabolitos administrados en un
sistema bioldgico en condiciones fisioldgicas particulares y se puede dividir en el exometaboloma
(metabolitos fuera de la célula) y el endometaboloma (metabolitos intracelulares). El analisis del
metaboloma es posible realizarlo mediante dos enfoques, el primero mediante metabolomica

global o no dirigida, la cual tiene como objetivo proporcionar una vision imparcial del metaboloma
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a través de la deteccion y cuantificacion de tantos metabolitos como sea posible dentro de una

muestra bioldgica dada, para asi identificar las alteraciones metabodlicas y patrones que se

correlacionan con un estado fisiolégico particular. Los analisis mediante metabolémica no dirigida

son intensivos en datos y trabajo, en su mayoria generan hipétesis durante el andlisis, que deberan

ser probadas posteriormente (Witting, 2013).

El flujo general de la metaboldmica no dirigida sigue los siguientes pasos:

(1

(1

dn

(V)

Adgquisicion de datos brutos: se realiza empleando espectrometros de masas de alta
resolucion como tiempo de vuelo (TOF, por sus siglas en ingles) y trampa de iones, e
instrumentos hibridos como cuadrupolo/Q-TOF y cuadrupolo/trampa de iones;
almacenamiento y conversion de datos: generalmente se analizan los datos en los
softwares correspondientes al proveedor, luego se realiza una conversion a formatos
basados en XML (mzXML, mzData y mzML);

importacién y construccion de matrices: una vez los archivos han sido convertidos a
formatos de datos abiertos, se utilizan software como XCMS, para la construccién de
matrices, este software realiza correccion del tiempo de retencién, alineacion y
anotacion;

normalizacion, escalado y transformacion: la normalizacion de muestras permite
ajustar las diferencias entre las muestras. Se pueden emplear dos estrategias de
normalizacion: quimicas 0 matematicas. Las primeras se basan en la utilizacion de
estandares internos y muestras de control de calidad (QC, por sus siglas en inglés)
mientras que las matematicas emplean normalizacion de intensidades por suma o por
mediana. Por otro lado, el escalado consiste en un pretratamiento de datos que divide

cada variable por un factor, el factor escala, el cual es diferente para cada variable,
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V)

puede ser mediante una medida de dispersion como la desviacion estandar, o como una
medida de tamafio como la media. Por ejemplo, los métodos de escalado que utilizan
una medida de dispersion para el escalado incluyen el escalado automatico, el escalado
de Pareto y el escalado de rango. Finalmente, las transformaciones son conversiones
no lineales de los datos, como el logaritmo y la transformacion de potencia;

deteccion e identificacion de biomarcadores: se basa en la aplicacion de pruebas de
hipotesis estadisticas, por ejemplo, analisis por componentes principales (PCA), el cual
es un analisis exploratorio que permite reducir la dimensionalidad de un conjunto de
datos y resumirlos en un grafico de dos o tres dimensiones (Karamizadeh et al., 2013);
El mapa de calor (heatmap, en inglés), el cual consiste en una visualizacion
bidireccional de una matriz de datos en la que las celdas individuales se muestran como
rectangulos de colores, la finalidad es encontrar patrones o grupos (cluster) dentro de
un conjunto de observaciones (Wilkinson & Friendly, 2009); analisis del fold-change
(FC), este analisis compara el valor absoluto del cambio entre las medias de los grupos.
Las caracteristicas importantes son aquellas caracteristicas cuyos FC estan mas alla del
umbral de FC dado (ya sea modulados positiva o negativamente); prueba uni-variada
como el t-test, permite identificar si hay diferencias significativas entre las medias de
los grupos control y tratamiento; volcano-plot, este grafico de dispersién muestra la
significancia estadistica (valor p) frente a la magnitud del FC; analisis discriminante de
minimos cuadrados parciales (PLS-DA) el cual es un analisis supervisado del analisis
de componentes principales para determinar los valores de proyeccion VIP
significativos, entre otros. La iniciativa de Estandares en Metabolomica (Metabolomics

Standard Initiative, MSI), establece cuatro niveles en los que se puede identificar un
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metabolito. El nivel uno se asigna a los compuestos identificados de manera inequivoca
mediante el aislamiento y la caracterizacion estereoquimica. El nivel dos se asigna a
compuestos putativamente anotados (por ejemplo, sin estdndares de referencia
quimicos, basados en propiedades fisicoquimicas y/o similitud espectral con
bibliotecas espectrales publicas/comerciales). El nivel tres corresponde a clases de
compuestos putativamente caracterizados (por ejemplo, basados en propiedades
fisicoquimicas caracteristicas de una clase quimica de compuestos, o por similitud
espectral con compuestos conocidos de una clase quimica). El nivel cuatro asociados
con compuestos desconocidos, aunque no identificados o clasificados, estos
metabolitos aln se pueden diferenciar y cuantificar en funcién de los datos espectrales
(Sumner et al., 2007a);

(VI) interpretacion bioquimica: se emplea bases de datos de referencia como KEGG y
Metaboanalyst para la construccion de los mapas metabdlicos (Gorrochategui et al.,

2016).

El segundo enfoque corresponde a metabolémica dirigida, la cual tiene como objetivo
detectar y cuantificar un grupo predefinido de compuestos quimicamente caracterizados de rutas
metabolicas de interés (W. Lu et al., 2008; Roberts et al., 2012). Los experimentos de
metaboldmica dirigida generalmente tienen como objetivo analizar decenas a cientos de
metabolitos de manera cuantitativa o semicuantitativa mediante estandares internos (Witting,
2013). Los compuestos analizados son conocidos y definidos quimicamente, por lo tanto, los
métodos de preparacion de muestra para su extraccién y purificacion pueden ser optimizados en
la plataforma analitica empleada para su separacién y deteccion. Los pasos para realizar analisis

mediante metabol6mica dirigida son los siguientes: (i) adquisicion de datos sin procesar, (ii)
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generacion de una base de datos de referencia, (iii) aislamiento e identificacion de metabolitos,
(iv) normalizacién de datos, (v) cuantificacion e interpretacion bioquimica (Gorrochategui et al.,
2016).

La capacidad de utilizar la metabolomica para describir cuantitativamente el estado celular
de un sistema biol6gico ha llevado a su reconocimiento como una herramienta importante en la
biologia celular y de sistemas (Patti et al., 2012). EI conjunto de datos obtenido por medio de la
metabolomica ha permitido asociar los niveles y perfiles de modulacién de los metabolitos
involucrados en la adherencia a superficies, patogénesis, factores de virulencia, y mecanismos de
comunicacion celular bacteriana con el efecto producido por diferentes agentes antimicrobianos,
como la inhibicién de la formacion de biofilm (Grimm et al., 2018; Qin et al., 2015). Diversos
estudios han demostrado la aplicacion de técnicas metabolomicas para entender el metabolismo
microbiano y los cambios producidos al interactuar con diferentes compuestos naturales (He et al.,
2022; Liu et al., 2022; Rempe et al., 2017; Tang et al., 2021).

Por ejemplo, Chen y colaboradores, evaluaron el posible mecanismo de accion del AE
Cinnamomum camphora sobre Staphylococcus aureus mediante un enfoque metabolémico. Los
resultados evidenciaron una CMI de 0.8 mg/mL y la modulacién diferencial de 74 metabolitos de
interés, de los cuales, 29 fueron modulados positivamente y 45 metabolitos modulados
negativamente. Las rutas afectadas por el AE estaban asociadas con el metabolismo de
aminoacidos y el metabolismo energético dependiente del ciclo de Krebs, lo cual, fue corroborado
mediante ensayos enzimaticos. Adicionalmente, se realizd la evaluacion de integridad de
membrana, evidenciando fuga de material celular. Finalmente, permitieron inferir que el
mecanismo de accion del AE se relaciona con dafios en la integridad de la membrana celular

bacteriana y perturbacion de la regulacion del metabolismo del grupo amino (Chen et al., 2020a).
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En otro estudio realizado por Lu y colaboradores, se analizo el perfil metabdlico de una
cepa de Escherichia coli asociada con infecciones urinarias en su estado de crecimiento
planctonico y sesil; para ello, se utilizd un enfoque de metaboldémica dirigida y no dirigida
mediante espectrometria de masas. Los resultados obtenidos permitieron evidenciar claras
diferencias en la morfologia fenotipica como en el metabolismo de los dos patrones de crecimiento
evaluados. En esta investigacion, se identificaron y caracterizaron 38 metabolitos diferenciales y
se detectaron cambios metabdlicos en la formacion del biofilm principalmente, en tres vias
metabdlicas asociadas con el metabolismo de glicerolipidos, aminoacidos y carbohidratos (Lu et
al., 2019).

Por lo anterior, el enfoque metabolémico del presente estudio proporciona una vision de la
adaptacion y el comportamiento de las bacterias al ser tratadas con un aceite esencial, con un

posible efecto sobre las vias de comunicacion celular y formacion de biofilm.
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4. Metodologia
4.1 Microorganismo y medios de cultivo

El microorganismo empleado fue Salmonella enterica Enteritidis ATCC 13076 la cual fue
obtenida del American Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, USA). Los medios de
cultivo M63 y Mueller Hinton (MH) fueron obtenidos de OXOID (Hampshire, UK). EI Dimetil
Sulfoxido (DMSO) utilizando como disolvente fue grado HPLC. Todas las reacciones y ensayos
de actividad antibiofilm se realizaron empleando agua MilliQ de resistividad 18.2 Q, obtenida del
Equipo Smart 2 Pure (Thermo Fisher Scientific, MA, USA).

4.2 Material vegetal y caracterizacion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales empleados en este estudio fueron caracterizados y suministrados por
el Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales
Aromaticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM), Universidad Industrial de Santander
(Bucaramanga, Colombia).

Se evaluaron 20 aceites esenciales los cuales fueron destilados de las siguientes especies
vegetales: Steiractinia aspera (SA), Turnera diffusa (TD-I), Lippia origanoides quimiotipo
felandreno (LOP), Calycolpus moritzianus (CM-I), Piper aduncum (PA), Elaphandra
quinquenervis (EQ), Hyptis dilatate (HD), L. origanoides quimiotipo carvacrol (LOC), L.
origanoides quimiotipo B-cariofileno-timol (LOCpT), L. origanoides quimiotipo timol (LOT-I),
T. diffusa (TD-II), Satureja viminea (SV), Psidium sartorianum (PS), Varronia curassavica (VC),
Ocimum basilicum (OB), C. moritzianus (CM-II), T. diffusa (TD-I1I), L. origanoides quimiotipo

timol-p-cimeno (LOTC), L. origanoides quimiotipo timol (LOT-11) y L. micromera (LM).



ANALISIS METABOLICO DEL EFECTO DE ACEITES ESENCIALES... 38

4.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales in vitro sobre
celulas planctonicas

El efecto antimicrobiano de 20 aceites esenciales fue determinado mediante el método de
microdilucion en caldo (CLSI, 2015). La evaluacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB) se realizd de acuerdo con el protocolo descrito
y estandarizado en el Laboratorio de Bioquimica y Microbiologia (Paredes et al., 2014).

Para esto, se prepar6 un preinoculo de Salmonella enterica serovariedad Enteritidis ATCC
13076 en medio M63 cultivado durante 12 horas a 37 °C y a 200 rpm. El preindculo fue diluido
en medio de cultivo hasta alcanzar una concentracion bacteriana de 10°-10° unidades formadoras
de colonia por mililitro (UFC/mL) para posteriormente ser usado en los estudios de efecto de
aceites esenciales sobre los cultivos bacterianos. Seguidamente, se sembré 100 pL de cultivo
bacteriano y 100 puL de AE disueltos en Dimetil sulféxido (DMSO, 100%) a diferentes
concentraciones, en un rango de 0.18 mg/mL-1.5 mg/mL, el porcentaje de DMSO en las
concentraciones probadas de los AE fue menor al 1%. Las microplacas se incubaron a 37 °C con
agitacion constante (200rpm) y se realizaron medidas del crecimiento microbiano en un
espectrofotometro lector de microplaca ELISA (Biorad, imarck, Hercules, CA, USA) a 595 nm
cada hora durante 24 h. La concentracion minima inhibitoria (CMI) se definié como la menor
concentracion del AE a la cual se produce una inhibicion en el crecimiento de la bacteria. Los
valores de CMI correspondieron a las dosis que inhibid el crecimiento microbiano. Como control
positivo se empleo el antibidtico ofloxacina.

Posterior a la cinética de crecimiento, se tomé una alicuota de 100 pL de cada pozo que
contenian diferentes concentraciones de AE y se incub6 en 900 uL de medio de infusion cerebro

corazon (BHI) en tubos eppendorf a 37°C durante 24 horas. Luego se tomo una alicuota de 10 pL
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y se transfirio a placas de agar BHI con el fin de confirmar el efecto bactericida. EI valor de la
concentracion minima bactericida (CMB) se determind como la concentracion donde el 100% del
crecimiento bacteriano se inhibe completamente en comparacion con el control positivo de
crecimiento de los microorganismos (sin tratamiento con los AE). Todos los experimentos fueron
llevados a cabo por triplicado.

4.4 Evaluacion de la formacion e inhibicion del biofilm

Para evaluar la formacién del biofilm se sigui6 la metodologia reportada por (O’Toole,
2011). Para esto, se realiz6 un cultivo overnight de Salmonella enterica Enteritidis ATCC 13076
en 3 mL de medio M63 a 37 °C y 200 rpm. Seguidamente, se agreg6 100 pL de un cultivo
bacteriano overnight diluido 1:10 (~1x106 UFC/mL) en medio fresco a una microplaca fondo
redondo que contenia 100 pL de AE (los AE que presentaron actividad antimicrobiana fueron
evaluados a concentraciones subinhibitorias). Las microplacas fueron incubadas a 37° C por 24 h
sin agitacion.

La biomasa del biofilm se cuantifico mediante el método semicuantitativo de tincion con
cristal violeta. La microplaca se lavo tres veces con agua peptonada al 0.1% (p/v), con el fin de
remover las células planctonicas. Luego, 200 pL de cristal violeta al 0.4% (p/v) fueron adicionados
a cada uno de los pozos durante 15 min. El exceso de cristal violeta fue eliminado mediante tres
lavados consecutivos con agua peptonada al 0.1% (p/v). Seguidamente, se agregaron 200 uL de
acido acetico al 30% (v/v) para remover el colorante adherido y se cuantificé la absorbancia a 595
nm en un lector de microplacas de elisa (Biorad, imarck, Hercules, CA, USA) (O’Toole, 2011). El

porcentaje de inhibicion de la formacion del biofilm fue calculado mediante la siguiente ecuacion:
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AC_ m
—x 100
Ac

PF =
Pl =100 — PF

Donde:

-Ac= Absorbancia del control positivo

-Am= Absorbancia de la muestra

- PF= Porcentaje de formacién

-PI= Porcentaje de inhibicion
4.5 Cuantificacion de la viabilidad celular de células plancténicas y células sésiles

Se realizd la cuantificacion de las células planctdnicas y células del biofilm mediante
recuento en placa de acuerdo con la metodologia de la CLSI y Kart y colaboradores,
respectivamente (CLSI, 2015; Kart et al., 2020). Para esto, se agrego 100 uL de un cultivo
bacteriano overnight diluido 1:10 (~1x10® UFC/mL) en medio fresco a una microplaca que
contenia 100 pL de AE a concentraciones subinhibitorias. Se emplearon concentraciones
subinhibotorias debido a que se buscaba determinar el posible efecto de AE sin afectar la viabilidad
celular en la bacteria. Las microplacas fueron incubadas durante 24 h a 37 °C. Transcurrido el
tiempo se colectaron las células plancténicas y se realizé el conteo de unidades formadoras de
colonia (UFC/mL). Seguidamente, se realizaron tres lavados consecutivos. Luego, se agreg6 200
ulL de agua peptonada al 0.1% (p/v) a cada pozo, y se removi6 el biofilm utilizando espatulas
estériles. Se realizaron diluciones seriadas y se sembraron en medio de cultivo Miller-Hinton
(MH). Las placas se incubaron durante 12 horas a 37 °C. Posteriormente, se realizo el conteo de
unidades formadoras de colonia (UFC/mL). Todos los experimentos fueron realizados por

triplicado. Las barras de error representan la desviacion estandar de los datos.
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4.6 Evaluacion de actividad metabolica del biofilm

Para evaluar la viabilidad celular y la actividad metabdlica del biofilm se realizo el ensayo
de reduccién de 2,-3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino) carbonil]-2H-tetrazolio
hidroxido (XTT) (Misba et al., 2016). Para ello, se prepard una solucién de 1 mg/mL de XTT
disuelto en buffer fosfato 0.1 M pH 7 y una solucion de menadiona a una concentracion 0.4 mM
en etanol, estéa solucién fue preparada antes de cada ensayo. Luego, se mezcl6 en una proporcion
20:1 (v/v) XTT y menadiona respectivamente.

Después de las 24 h de crecimiento del biofilm, se removieron las células plancténicas y se
agreg6 42 pL de XTT-menadiona junto con 158 pL de buffer fosfato 0.1 M pH 7 en cada pozo de
la microplaca, se incub6 a 37° C bajo oscuridad durante 4 h. Transcurrido el tiempo, se cuantificd
la absorbancia a 490 nm en un lector de microplaca ELISA (Biorad, imarck). La formacion del
compuesto formazan (de color naranja), es una variable cuantitativa respecto a la capacidad de las
células sésiles (metabdlicamente activas) para reducir la sal de tetrazolio (XTT) Figura 3. Las
barras de error representan la desviacion estandar de los datos. Todos los experimentos fueron

realizados por triplicado.

Figura 3. Reduccién del XTT para formar el derivado de formazan.
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4.7 Anélisis por microscopia electronica de barrido (SEM)

Para visualizar el efecto del AE LOT-II, el cual present6 el mayor porcentaje de inhibicion
de la formacién del biofilm de S. Enteritidis ATCC 13076, se realiz6 un anélisis por microscopia
electrénica de barrido (SEM). El biofilm fue formado en cupones de vidrio de 1x1.5 cm durante
24 h a 37°C. Para esto, se agreg6 el indculo bacteriano diluido 1:10 (~1x10% UFC/mL) de un
cultivo overnight a un vial que contenia cupones de vidrio esmerilado, medio de cultivo y AE a
una concentracion de 0.13 mg/mL. Los cupones fueron lavados tres veces con agua peptonada al
0.1% (p/v) para eliminar las células plancténicas. Seguidamente, se realizo el proceso de fijacion
con glutaraldehido al 2.5% (v/v) por 60 min y la deshidratacién con un gradiente de isopropanol
(10-95% (v/v)) por 10 min a temperatura ambiente (Fischer et al., 2012). Finalmente, los cupones
fueron observados en un microscopio electrénico Quanta 650 FEG (FEI, Hillsboro, OR, USA), y
se tomaron las micrografias en un detector de imagenes Everhart Thornley detector ETD.

4.8 Evaluacion de la integridad de la membrana celular de Salmonella Enteritidis

La integridad de la membrana de Salmonella fue determinada mediante la cuantificacion
de la liberacién de constituyentes celulares de acuerdo con Diao y colaboradores, con algunas
modificaciones (Diao et al., 2014). Brevemente, se prepard un pre-inéculo de Salmonella
Enteritidis en medio M63 cultivado durante 12 horas a 37 °Cy 200 rpm. El pre-indculo fue lavado
dos veces mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 10 min y resuspendido en buffer fosfato
0.1 M pH 7.4. Seguidamente, el pre-indculo fue diluido hasta alcanzar una concentracion
bacteriana de ~1x10% UFC/mL. Luego, se sembr6 500 pL de cultivo bacteriano y 500 pL de aceite
esencial disuelto en buffer fosfato 0.1 M pH 7.4 a unas concentraciones de 2*MIC, MIC y %2 MIC.
Los microrganismos fueron incubados durante 24 h a 37 °C. Transcurrido el tiempo, las muestras

fueron centrifugadas a 11000 g por 5 min. El sobrenadante fue separado y utilizado para determinar
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la concentracion de &cidos nucleicos y proteinas a 260 nm y 280 nm, respectivamente, en un
nanofotometro NP80 (IMPLEN, Munich, Alemania). Las células sin tratamiento con el AE fueron
empleadas como control negativo.
4.9 Preparacion de muestras de metabolitos y andlisis metabolémico
4.9.1 Extraccién de metabolitos de células plancténicas y del biofilm

Los metabolitos microbianos fueron extraidos mediante el método de Zhou y colaboradores
(Zhou et al., 2019) con algunas modificaciones. La extraccion de metabolitos en células
planctdnicas en presencia y ausencia del AE que presento el mayor efecto inhibitorio, se realizé a
la tercera hora de la cinética de crecimiento microbiano, durante la fase exponencial. En el caso
de las células sésiles, se realizé la formacion del biofilm en microplacas que contenian cupones de
vidrio de 1x1.5 cm. Posteriormente, se agrego el inoculo de ~1x10°® UFC/mL y el AE de LOT-1l a
una concentracion subinhibitoria de 0.13 mg/mL. La extraccion inicié con el desprendimiento de
células adheridas después de 24 h. El biofilm fue deprendido mediante el uso de espatulas estériles.
Adicionalmente, se incluy6 un control de células sésiles no tratadas con el aceite esencial.

Posteriormente, los cultivos bacterianos se lavaron 3 veces con agua peptonada al 0.1 %
(p/v) y se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Luego, se adicionaron 500 pL del
solvente de extraccion, en este caso metanol al 75% (v/v) seguido de 500 uL de acetonitrilo (ACN)
(grado HPLC) al 100%. Después, la muestra se sonico durante 15 min en bafio con hielo y luego
se centrifugd a 14000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se deposito en un tubo
Eppendorf y se evapor0 el disolvente utilizando un concentrador de vacio Savant Speed Vac
SPD120 (Thermo Fisher Scientific, Asheville, NC 28804, EE.UU). Las muestras fueron
almacenadas a -80 °C para su posterior analisis por UHPLC-Orbitrap/HRMS. Finalmente, el

residuo se reconstituyé en 400 pL de metanol acuoso al 70% (v/v) que contenia los estandares
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internos Z-Gly-Tyr-OH y cafeina a una concentracion de 5 uM. Se prepararon muestras de control
de calidad (QC, por sus siglas en inglés, Quality Control) a partir de las extracciones obtenidas,
con el objetivo de garantizar que las diferencias obtenidas entre las muestras control y tratadas
ocurre por cambios bioldgicos (Sadiq et al., 2020; Witting, 2013). Los ensayos fueron realizados
por nonuplicado (n=9).
4.9.2 Analisis de extractos metabdlicos por UHPLC-Orbitrap/HRMS

Los metabolitos extraidos fueron analizados mediante cromatografia liquida de ultra alta
eficiencia acoplada a espectrometria de masas de alta resolucién (UHPLC-ESI-Orbitrap/HRMS)
utilizando el equipo OrbitrapTM Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Sunnyvale, CA, USA).
Se empled un UHPLC DionexTM Ultimate TM 3000 (Thermo Fisher Scientific, Sunnyvale, CA,
EE.UU), equipado con un desgasificador (SRD-3400), una bomba binaria de gradiente
(HPG3400RS), un inyector automético de muestras (WPS 300 TRS) y una unidad termostatada
para la columna (TCC 3000). Columna Hypersil GOLD TM aQ (Thermo Fisher Scientific,
Sunnyvale, CA, EE. UU.; 100 x 2.1 mm, 1.9 um de tamafio de particula) se us6 a 30°C. Se utiliz6
como fase movil acido férmico al 0.2% en agua (A) y acido formico al 0.2% en acetonitrilo (B).
La condicion inicial de gradiente fue la siguiente: 100 % de A cambiando linealmente a 100% de
B en 8 min, se mantuvo constante 4 min, se regresé a 100% A en 1 min y se mantuvo en equilibrio
durante 3 min. El flujo de la fase moévil fue de 300 pL/min y el volumen de inyeccion, 1 pL. El
UHPLC se acopl6 a un espectréometro de masas de alta resolucidn con un sistema de deteccion de
corrientes de iones tipo Orbitrap (Exactive Plus, Thermo Scientific, Sunny, CA, EE. UU), a través
de una interfaz de electronebulizacion con calefaccion (HESI-II), operada en modo de iones
positivos, a 350 °C, voltaje capilar +3500V, temperatura del capilar 320 °C. El analizador Orbitrap

opero en modo de barrido completo (Full MS Scan) con resolucion 70000. Los iones se enviaron
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para su fragmentacion a la celda de colisiones HCD (High-Energy Collisional Dissociation), a
diferentes energias (10'y 20 eV) en el modo de barrido por pasos (Stepped Scan). Para cada energia
de colision, se utilizé una resolucion RFWHM de 35000, usando AGC de 3x106 y un tiempo de
inyeccion en la camara C-trap de 50 ms. Todos los espectros de masas se obtuvieron en el rango
de m/z 50-750 u.m.a. Una metodologia similar fue utilizada para el modo de iones negativo.
4.9.3 Procesamiento de datos

Los archivos de datos sin procesar se convirtieron a archivos de formato mzXML mediante
la herramienta MSconvert (software ProteoWizard 3.0x) y se cargaron en la plataforma interactiva
en linea XCMS version 3.7.1 (Tautenhahn et al., 2012). La configuracién de pardmetros para la
alineacion de cromatogramas y normalizacion de datos fue la siguiente: se ejecutd un analisis
multigrupo en el modo centWave para la deteccion de caracteristicas (A= 5 ppm, ancho de pico
minimo= 5 sy ancho de pico maximo= 20 s); la correccidon del tiempo de retencion se realizé con
un método obiwarp (profStep= 1); y la alineacion del cromatograma: mzwid= 0.025 y bw=5). Se
obtuvo como salida la matriz de datos con las intensidades de las caracteristicas detectadas.

La matriz de datos fue filtrada de acuerdo con el coeficiente de variacion (CV) de las
muestras control de calidad (QC). Los datos que presentaron mayor dispersion en la media fueron
eliminados (CV >25%). Seguidamente, para determinar los cambios en los perfiles metabélicos
entre las células control y tratadas con el AE, la matriz de datos fue sometida a un analisis uni-y
multivariado con el software MetaboAnalyst 5.0 (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 analisis de importancia de variables en la proyeccion (VIP). Las
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caracteristicas (m/z) con un VIP>1 y una tasa de descubrimiento falso (FDR)<O0.05.
Adicionalmente, se realiz6 un heatmap, con el fin de determinar patrones o grupos (cluster), un
andlisis del fold change (FC) para obtener una cuantificacion relativa de los metabolitos, cuyos
valores de 0-0.5 corresponden a metabolitos que presentaron un incremento en su concentracion,
y valores mayores de 2 indican metabolitos con disminucion en su concentracion. Luego, se realizo
un t-test para determinar la variacion estadistica de las medidas de los dos grupos y un volcano
plot el cual permite relacionar la significancia estadistica (valor P) frente a la magnitud del cambio
(FC). Finalmente, se realiz6 la identificacion putativa de los metabolitos estadisticamente
significativos utilizando la base de datos CEU Mass Mediator version 3.0
(http://ceumass.eps.uspceu.es/), la base de datos del metaboloma humano (https: //hmdb.ca/),
PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) y MassBank (https://massbank.eu/MassBank/).

Los analisis de via y enriquecimiento se realizaron con MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/). Se integraron los resultados obtenidos y se construyeron las
posibles rutas metabdlicas afectadas a causa del efecto por el AE, con ayuda de herramientas
bioinformaticas como MetaboAnalyst 3.0 y KEGG (Enciclopedia de genes y genomas de Kioto).
El analisis fue realizado seleccionando la biblioteca apropiada para S. entérica.
4.0 Analisis estadistico

Para determinar el efecto de los AE sobre células planctonicas y células sésiles sobre el
porcentaje de inhibicion como variable dependiente, se evalu6 la normalidad de los datos mediante
el test de Shapiro-Wilk y se verifico la homocedasticidad. Seguidamente se uso la prueba
paramétrica de analisis de varianza (ANOVA). La comparacion de las medias entre los diferentes
niveles dentro de cada tratamiento fue realizada empleando la prueba de comparacion multiple de

Bonferroni. Las barras de error en los graficos representan la desviacion estandar de la media para
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cada uno de los ensayos. Todos los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado (y n=9 para
el anélisis metabolico). En todos los casos, el nivel de significancia fue de p<0.05.
5. Resultados

5.1 Material vegetal y caracterizacion de los aceites esenciales

La caracterizacion quimica de los AE realizada por el CENIVAM permitio la identificacion
de 81 compuestos diferentes. Al analizar la abundancia de los compuestos individualmente se
encontrd que los constituyentes mayoritarios de los AE fueron hidrocarburos sesquiterpénicos
(43%, SH), seguido de hidrocarburos monoterpénicos (17%, MH), monoterpenos oxigenados
(16%, OM), sesquiterpenos oxigenados (16%, OS) y compuestos oxigenados (8%, OC).
5.2 Determinacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales in vitro sobre
células planctonicas

Se determind la actividad antimicrobiana de los 20 AE mediante el método de
microdilucion en caldo. Los resultados de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMlsg) y la
Concentracion Minima Bactericida (CMB) se presentan en la Tabla 3.

De los 20 AE evaluados, tres AE (L. origanoides quimiotipo carvacrol (LOC), L.
origanoides quimiotipo timol-p-cimeno (LOTC) y L. origanoides quimiotipo timol (LOT-II)
presentaron actividad antimicrobiana sobre la cepa microbiana en estudio. Los valores de CMI se

encuentran en un rango de 0.37 mg/mL a 0.75 mg/mL y los de CMB desde 0.75 a 1.5 mg/mL.
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Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida de los 20 AE

frente a S. Enteritidis ATCC 13076. Los valores estan expresados en mg/mL y cada experimento

fue llevado a cabo por triplicado

Cadigo Especie de planta Salmonella Enteritidis ATCC 13076
CMlso (mg/mL) CMB (mg/mL)
SA Steiractinia aspera Cuatrec. >1.5 >15
TD-1 Turnera diffusa Willd >1.5 >1.5
Lippia origanoides H.B.K quimiotipo
LOP >15 >1.5
felandreno
CM-I Calycolpus moritzianus Burret >1.5 >15
PA Piper aduncum Lam >15 >15
EQ Elaphandra quinquenervis H.Rob >15 >15
HD Hyptis dilatate Benth >15 >15
LOC L. origanoides H.B.K quimiotipo carvacrol 0.75 £ 0.0041 1.5
L. origanoides H.B.K quimiotipo - >15 >15
LOCpT
cariofileno-timol
LOT-I L. origanoides H.B.K quimiotipo timol >1.5 >15
TD-1I T. diffusa Willd >1.5 >1.5
SV Satureja viminea (L.) Kuntze >1.5 >1.5
PS Psidium sartorianum (O.Berg) Nied >1.5 >1.5
VvC Varronia curassavica Jacq. >1.5 >1.5
OB Ocimum basilicum L. >1.5 >15
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Cadigo Especie de planta Salmonella Enteritidis ATCC 13076

CMlso (mg/mL) CMB (mg/mL)

CM-II C. moritzianus Burret >1.5 >15
TD-HI T. diffusa Willd >1.5 >1.5
L. origanoides H.B.K quimiotipo timol-p-  0.37 £ 0.0070 0.75
LOTC
cimeno
LOT-II L. origanoides H.B.K quimiotipo timol 0.37 £ 0.0043 0.75
LM L. micromera Schauer >1.5 >1.5

5.3 Evaluacion de la formacion e inhibicion del biofilm

Se evalud la actividad antibiofilm de los 20 AE frente a S. Enteritidis ATCC 13076. Las
concentraciones de los AE evaluados dependieron de la actividad del AE frente a las células
planctonicas, por lo tanto, los AE que presentaron actividad antimicrobiana fueron evaluados a
concentraciones sub-inhibitorias. Los resultados fueron expresados en porcentaje de inhibicion
(Tabla 4).

Los AE que presentaron mayor actividad antibiofilm fueron L. origanoides quimiotipo timol-p-
cimeno (LOTC) y L. origanoides quimiotipo timol (LOT-II), los cuales inhibieron la formacion
del biofilm de S. Enteritidis en un porcentaje mayor al 60% a una concentracién de 0.13 mg/mL.
Asi mismo, los AE L. origanoides quimiotipo carvacrol (LOC) y L. origanoides quimiotipo timol
(LOT-1), inhibieron la formacion del biofilm en un 58% y 52% respectivamente, a una
concentracion de 0.18 mg/mL. Los AE L. origanoides quimiotipo fS-cariofileno-timol (LOCpT) y

L. micromera (LM) inhibieron el biofilm en un 44 y 25% respectivamente, a una concentracion de
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0.75 mg/mL. Otros AE presentaron porcentajes de inhibicién de la formacion del biofilm en un
rango de 15-57% a una concentracion de 1.5 mg/mL.
Tabla 4. Actividad antibiofilm de los AE sobre S. Enteritidis ATCC 13076. Se calculé el

porcentaje de inhibicion respecto al control (sin tratamiento con AE).

Cadigo Especie de planta Inhibicion del Concentracion
biofilm (%) del AE
(mg/mL)

SA Steiractinia aspera Cuatrec. 57.69 £ 0.18°¢ 1.5

TD-I Turnera diffusa Willd 33.27 £0.37° 15

LOP Lippia origanoides H.B.K quimiotipo 67.40 £0.11° 1.5

felandreno

CM-I Calycolpus moritzianus Burret 66.66 = 0.10° 1.5

PA Piper aduncum Lam - >1.5

EQ Elaphandra quinquenervis H.Rob - >15

HD Hyptis dilatate Benth 54.06 £ 0.07¢ 1.5

LOC L. origanoides H.B.K quimiotipo carvacrol 58.47 £ 0.08° 0.18
LOCpT L. origanoides H.B.K quimiotipo /- 44.00 £ 0.19¢ 0.75

cariofileno-timol

LOT-I L. origanoides H.B.K quimiotipo timol 52.19 £ 0.28° 0.18
TD-lI T. diffusa Willd - >1.5
SV Satureja viminea (L.) Kuntze - >1.5

PS Psidium sartorianum (O.Berg) Nied - >1.5
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Cadigo Especie de planta Inhibicion del Concentracion
biofilm (%) del AE
(mg/mL)

VC Varronia curassavica Jacq. - >1.5

OB Ocimum basilicum L. 15.25 + 0.37° 15
CM-IlI C. moritzianus Burret 45.84 +0.07° 15
TD-1II T. diffusa Willd - >1.5
LOTC L. origanoides H.B.K quimiotipo timol-p- 61.14 £ 0.07°¢ 0.13

cimeno
LOT-II L. origanoides H.B.K quimiotipo timol 63.24 £ 0.06° 0.13
LM L. micromera Schauer 25.00 £ 0.01° 0.75

Nota. La prueba ANOVA mostrd diferencias estadisticamente significativas con respecto al

control (p<0.05) con un nivel de significancia del 95% y una prueba de comparacion multiple de

Bonferroni. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos de prueba.

5.4 Cuantificacion de la viabilidad celular de células plancténicas y células sésiles

El conteo de células plancténicas (Figura 4) y sésiles (Figura 5) tratadas y sin tratamiento con el

AE permiti6 determinar que existen diferencias significativas al ser tratadas con las

concentraciones suhbinihibitorias mas altas de los AE (0.25 mg/mL y 0.18 mg/mL). EI AE LOC

a una concentracion de 0.13 mg/mL y los AE LOTC y LOT-II a una concentracion de 0.09 mg/mL

no presentan cambios significativos en la viabilidad celular de células plantonicas y sésiles.
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Figura 4. Conteo de células planctdnicas posterior al tratamiento con el AE L. origanoides
quimiotipo carvacrol (LOC), L. origanoides quimiotipo timol-p-cimeno (LOTC) y L. origanoides

quimiotipo timol (LOT-11).
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Nota. La prueba ANOVA mostr6 diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control (p<0.05) con un nivel de significancia del 95% y una prueba de comparacion multiple de
Bonferroni. Las barras de error en los graficos representan la desviacién estandar de la media para

cada uno de los ensayos (n = 3) (***p<0.001, ****p<0.0001).
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Figura 5. Conteo de células del biofilm posterior al tratamiento con el AE L. origanoides
quimiotipo carvacrol (LOC), L. origanoides quimiotipo timol-p-cimeno (LOTC) y L. origanoides

quimiotipo timol (LOT-11).
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Nota. La prueba ANOVA mostrd diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control (p<0.05) con un nivel de significancia del 95% y una prueba de comparacion mdltiple de
Bonferroni. Las barras de error en los graficos representan la desviacion estandar de la media para
cada uno de los ensayos (n = 3) (***p<0.001, ****p<0.0001).

4.5 Evaluacion de la actividad metabolica del biofilm

Las células sésiles presentaron diferencias significativas cuando fueron tratadas con el AE LOC a
una concentracion de 0.25 y 0.18 mg/mL, mientras que el tratamiento con los AE LOTC y LOT-
Il solo presentaron diferencias significativas a una concentracion de 0.18 mg/mL, el tratamiento
con concentraciones sub-inhibitorias no genera cambios significativos en la viabilidad celular.

Finalmente, el porcentaje de viabilidad celular fue mayor al 70% en todos los casos (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la viabilidad celular de células sésiles de S. Enteritidis al ser tratadas con

diferentes concentraciones de aceites esenciales.
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Nota. La prueba ANOVA mostrd diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control (p<0.05) con un nivel de significancia del 95% y una prueba de comparacion mdltiple de
Bonferroni. Las barras de error en los graficos representan la desviacion estandar de la media para
cada uno de los ensayos n = 3) (**p< 0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

4.6 Analisis por microscopia electronica de barrido (SEM)

Las células del biofilm de S. Enteritidis exhibieron diferencias en la densidad celular al ser tratadas
con el AE LOT-IIl. En las micrografias del biofilm no tratado de S. Enteritidis, se observaron
microrganismos de forma bacilar, lisos, embebidos en una matriz extracelular de polisacaridos
densa (Figura 7a-b). Mientras que las bacterias tratadas con el AE presentaron una disminucion de
la matriz de exopolisacaridos y células mas dispersas (Figura 7c-d), evidenciando la propiedad

antibiofilm del AE LOT-II.
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Figura 7. Micrografias del biofilm de S. Enteritidis sobre cupones de vidrio esmerilado obtenidas
mediante microscopia electronica de barrido (SEM). Biofilm de S. Enteritidis sin tratamiento (a,
b) y con tratamiento con el AE LOT-II (c, d) a diferentes magnitudes. Las flechas resaltan areas

de matriz extracelular.

4.7 Efecto de los AE evaluados sobre la integridad de la membrana celular de S. Enteritidis
Se determind la integridad de la membrana celular mediante la medicién de liberacion de
biomoléculas como proteinas (Figura 8) y acidos nucleicos (Figura 9). Los resultados mostraron

un incremento en la liberacion de constituyentes celulares a medida que aumenté la concentracion
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de los AE. En comparacidn con el control, la concentracion de proteinas y &cidos nucleicos en las

suspensiones tratadas con 2xMIC presentaron diferencias significativas.

Figura 8. Liberacion de proteinas en S. Enteritidis al ser tratadas con diferentes concentraciones

del AE LOC, LOTCy LOT-II.
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Nota. La prueba ANOVA mostré diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control (p<0.05) con un nivel de significancia del 95% y una prueba de comparacion multiple de
Bonferroni. Las barras de error en los graficos representan la desviacion estandar de la media para
cada uno de los ensayos (n = 3). (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Liberacion de é&cidos nucleicos en S. Enteritidis después del tratamiento con diferentes

concentraciones del AE LOT, LOTCy LOT-lI
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Figura 9. Liberacion de &cidos nucleicos en S. Enteritidis después del tratamiento con diferentes

concentraciones del AE LOT, LOTCy LOT-II
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Nota. La prueba ANOVA mostré diferencias estadisticamente significativas con respecto
al control (p<0.05) con un nivel de significancia del 95% y una prueba de comparacion multiple
de Bonferroni. Las barras de error en los graficos representan la desviacién estandar de la media

para cada uno de los ensayos (n = 3). (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

4.8 Analisis metabolomico

4.8.1 Analisis metabolico del efecto del AE LOT-I sobre células plancténicas de S. Enteritidis
Se llevo a cabo una estrategia de metabolomica no dirigida en células planctonicas para

determinar el efecto del aceite esencial de LOT-11 en el metaboloma celular. Por lo tanto, se utilizd

LC-MS operada en modos de adquisicion de iones positivos (PI) y negativos (NI). La matriz de

datos analizada contenia 3312 y 5706 caracteristicas para los modos NIy PI, respectivamente. Los

gréficos de analisis de componentes principales (PCA) mostraron una separacion bien definida de
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celulas planctdnicas no tratadas (control) y tratadas (con AE) con la matriz de datos obtenida por
ambos modos de ionizacion (Figura 10). Los dos componentes principales (PC1y PC2) explicaron
el 31,3%y el 45,3% de la variabilidad total de los conjuntos de datos para los modos de adquisicion
NIy PI, respectivamente (Figura 10a, b). Segun los resultados, el AE LOT-II indujo cambios en
el metaboloma de S. Enteritidis. Para investigar con més detalle tales cambios, se aplicd un analisis
discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) como se muestra en la Figura 10c y 10d.
Los pardmetros R2 y Q2 mostraron un modelo ajustado de alta predictibilidad y confiabilidad (0.99
y 0.86, paramodo NIy 0.98 y 0.91 para modo PI, respectivamente). En general, nuestros resultados
demostraron el efecto significativo del AE LOT-I1I sobre el metabolismo de S. Enteritidis.

De acuerdo con la importancia de las variables en la proyeccion (VIP) , se encontrd que un
total de 106 compuestos putativamente identificados (nivel 2 de identificacion de metabolitos, de
acuerdo con Metabolomics Standards Initiative) fueron responsables de la separacién de grupos
en el analisis PLS-DA vy su identificacion fue realizado mediante la comparacion de espectros de
masas, iones de fragmentos y masa exacta con los informados en la literatura y las bases de datos
(Tabla 5) (Fiehn et al., 2007; Sumner et al., 2007). Entre los metabolitos diferenciales
identificados, 42 fueron modulados positivamente y 64 modulados negativamente. Por ejemplo,
en el modo NI, los metabolitos como citidina, acido formiminoglutamico, 2',3'-AMP ciclico, 5-
hidroxiisourato se modularon positivamente en células de cultivo tratadas con el AE LOT-II;
mientras que la inosina, guanosina, adenina, 2-oxoglutarato, timidina fueron moduladas
negativamente. Para el modo PI, la muestra tratada contenia acido trednico, biotina, citosina,
ribosa, acido citrico y acido oxoglutarico, y metabolitos como metionina, lisina, alanina, glutation,
acido 4-imidazolina-5-propanoico disminuyeron en términos de concentracion. El nivel de

expresion de los metabolitos se visualizo a través de volcano-plot (Figura 11). Adicionalmente,
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los metabolitos diferenciales mas representativos se trazaron en un mapa de calor, lo que permitié
una mejor visualizacion de los datos relacionados con la abundancia quimica entre las células
bacterianas de control y tratadas (grupos) (Figura 12). Los resultados evidenciaron que la mayoria
de los metabolitos fueron modulados negativamente por el AE LOT-II.

Finalmente, para comprender los cambios en las rutas metabdlicas, se realizé un analisis
de enriquecimiento en la base de datos KEGG. Ocho vias metabdlicas posiblemente se vieron
afectadas por el tratamiento con el AE en células planctonicas de S. Enteritidis (p<0,05) entre las
rutas metabdlicas afectadas por accion del AE se encuentra el metabolismo de la arginina y la
prolina, el metabolismo central del carbono, el metabolismo de las purinas y pirimidinas. La Tabla
6 contiene los hits de los metabolitos modulados diferencialmente en las rutas metabdlicas y la
Figura 13 representa una descripcion general de estas rutas metabdlicas.

Figura 10. Graficos de puntuacion que representan los resultados de PCA y PLS-DA basados en
datos de LC/MS en células plancténicas de S. Enteritidis con y sin tratamiento con aceite esencial

LOT-1l. (a 'y b) PCA con datos obtenidos en modos de adquisicion negativo y positivo,
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respectivamente; (c y d) PLS-DA con datos obtenidos en los modos de adquisicion negativo y

positivo, respectivamente. Control (color rojo) y células tratadas (color azul).
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Tabla 5. Metabolitos identificados por estar significativamente afectados después del tratamiento

con el AE LOT-II sobre células planctonicas de S. Enteritidis.

Metabolito Formula Aducto m/z Appm tR Ml M
Disulfuro de glutation C20Ha:2NsO12S2  [M-H] 611.143447 111 108 ESI(-) |
Glutation C10H17N306S [M-H] 306.076014 0.11 1.16  ESI(-)
Citidina CoH13N305 [M-HT 242.077583  0.43 085 ESI(-) 4
2'-desoxiuridina CoH12N205 [M-HT 227.066500 1.27 204 ESI(-)
2,5-dioxopentanoato CsHsO4 [M-H] 129.018163 4.77 049  ESI() 4
Gly Asp Val C11H19N30s [M-HT 288.119633  0.25 096 ESI() |
2',3-AMP ciclico C10H12N506P [M-H] 328.044713  0.07 200 ESI(-) 4
Timidina C10H14N20s [M-HT 241.082345  0.39 278 ESI() |
Pantoato CeH1204 [(M-H)- 129.054564 4.61 3.06 ESI()

H.OJ
Acido mélico C4HsOs [(I2\/I-]H)- 115002471 572 049 ESI(-) |
H20]
Serilcisteina CeH12N204S [(IZ\/I-]H)- 189.032975 2.14 053 ESI(-) 4
H20]
Cis Thr Cis C10H19N305S2 Elz\/cl)-]H)- 306.057370  2.77 1.16  ESI(-) il
Uridina CoH12N206 [I\jl-lll]' 243.061602 0.44 1.36  ESI(-)
O-succinil-homoserina CgH13NOe EI\/CI)-H)- 200.055546 1.71 1.16  ESI(-) il
GIn-Pro C10H17N304 [l\jl-lll] 242.113933  0.60 093 ESI(-) ¢4
’ CsH7NO4 [2M-H] 289.067269  0.30 1.36  ESI(-)
Acido a-cetoglutarico
Pro Gly GIn C12H20N40s [M-HT 299.135537  0.01 053 ESI() |
3'-ceto-3'-desoxi-AMP C10H12N507P [M-HT 344.039479  0.35 1.80 ESI(-) 4
Malato de 2-fosfinometilo  CsH9O7P [M-H] 211.000418 1.62 0.42 ESI(-) v
3-hidroxi_-2-meti| piridina-  C7H7NO3 [M-H] 152.034191 3.74 1.40 ESI(-) I
5-carboxilato
Adenina CsHsNs [M-H] 134.046074 444 081 ESI() +
Acido CeH10N204 [(M-H)- 155.045069 3.81 0.73  ESI(-) 4
formiminoglutamico H20J
Asn Leu Asp C14H24N407 [M-H] 359.156679  0.02 287 ESI)
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Metionina CsH11NO2S [M-H] 148.042572  4.37 069 ESI(-)
N-3-(oxohexanoil)- C11H17NOsS [M-H] 242.085616  2.21 2.08  ESI(-) il
homoserina lactona
Asp-Lys Pro Ci5H26N40s [M-H] 357.177418  0.05 3.07  ESI(-) v
Leu His Val C21H33N304 [(M+Na)-  412.219488 4.20 355 ESI(-) 4
2H]-

2-hidroxietanosulfonato C2H604S 124.990257 4.74 051 ESI() il
[M-HJ

Treonato C4HgOs [M-H] 135.028746  4.39 0.65 ESI(-) v

Acido eritronico C4HsOs [(M-H)- 117.018130 5.54 1.08  ESI(-) v
H.0]

3-fosfoadenililselenato C10H15NsO13P2  [M-3H] 183.969294  1.23 0.85 ESI(-) A

Se

Glutamilglicina C7H12N205 [(M-H)- 185.055796 2.34 0.77 ESI(-) §
H.0]

Val-Asn CoH17N304 [M-HT 230.113931  0.64 1.36  ESI(-) '

Fosfato de 2-(2-carboxi-4- C7H1o0NOgPS [M-H] 265.988346 1.74 1.11  ESI(-) i

metiltiazol-5-il)etilo

Asn Leu Asp C14H24N4O7 [(M-H)- 341.146024  0.22 053 ESI(-)
H.0]

Acido leucinico CeH1203 [M-H] 131.070207 460 430 ESI() |

Inosina C10H12N4Os [M-HT 267.072955  0.05 235 ESI(-) §

Guanosina C10H13Ns0s [M-HT 282.083870  0.10 2.40  ESI(-) v

gamma-glutamilvalina C10H18N205 [M-HT 245.113596  0.58 132 ESI()

Glutaminileucina C11H21N304 [M-HT 258.145430 0.19 2.87  ESI(-) 4

Carboxilato de 5-ureido-4- CsHsN4O3 [(M-H)- 151.024953 4.28 1.12  ESI(-) 3

imidazol H.0J

Acido C3H40s [M-HT 118.997404 5.34 1.76  ESI(-)

hidroxipropanodioico

Acido 3,4- CgHgOs [(M-H)- 165.018259  3.15 353 ESI(-)

dihidroximandélico H.0J

Fenilalanina CoH11NO2 [M-H] 164.070639 3.11 244  ESI(-)

5-hidroxiisourato CsHaN4O4 [(M-H)- 165.004353  3.07 0.88 ESI(-) 4
H.OJ

Thr Gly Pro C11H19N30s [(M+H)- 256.128740  3.86 050 ESI(+) 4
H.O01"

N1-acetilespermidina CoH21N30 [M+H]* 188.175670  3.24 0.47 ESI(+) *

Acido 12-amino- C12H2sNO2 [(M+H)- 198.185147  3.19 555 ESI(+) |

dodecanoico H.O]"

N-acetilputrescina CeH1aN20 [M+H]* 131.118026  3.07 051 ESI(+) 4
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Biotina C10H16N203S [M+H]* 245.095832  0.60 082 ESI(+) *

Citosina C4HsN30 [M+H]* 112.050808 2.43 051 ESI(+) *

Isoleucina CsH13NO2 [(M+H)- 114.091548 2.90 051 ESI(+) 4
H.O]"

Glutation C10H17N306S [M+H]* 308.090624  3.26 054 ESI(+)

2-fenilpropanal CoH100 [2M+Na]*  291.137643 5.33 0.96 ESI(+)

Acido 2-hidroxi-2- CeH100s [M+H]* 163.061381 4.54 1.17  ESI(+) 4

etilsuccinico

Acido 12-amino- C12H2sNO2 [M+H]* 216.195710 2.95 556 ESI(+)

dodecanoico

Ribosa CsH1005 [(M+H)- 133.049537 4.07 051 ESI(+) 4
H,O]*

Pantotenato C9H17NOs [M+H]* 220.117850 2.90 294 ESI(+) §

1- C24H51NO7P [M+2Na]*  271.159059 3.19 054 ESI(+) |

palmitoilglicerofosfocolin

a

N6,N6,N6-trimetil-lisina ~ CoH20N20- [((M+H)- 171.149131  3.49 0.47 ESI(+) 4
H.O]"

Histidinil-hidroxiprolina C11H16N4O4 [M+H]* 269.124056  3.43 0.78 ESI(+) 4

Acido citrico CeHsgO7 [((M+H)- 175.023566  3.96 077 ESI(+) 4
H.O]"

Citidina CgH13N30s [M+H]* 244092565 3.17  0.82 ESI(+) 4

Glutaminilglutamina C10H18N40s [M+H]* 275.134636  3.28 1.05 ESI(+) 4

Glicerol CsHsgO3 [M+Na]* 115.036981 1.12 0.86 ESI(+) 4

Citrato de acetil tributilo C20H340s [M+H]* 403.232039  2.85 8.64 ESI(+) 4

Arbutina C12H1607 [M+H]* 273.096551  3.18 8.63 ESI(+) 4

N-acetilcadaverina C7H16N20 [M+H]* 145133529 379  0.88 ESI(+) *

N-ciclohexilformamida C7H13sNO [M+H]* 128.107084  3.47 6.19 ESI(+) 4

5-hidroxiquinurenina C10H12N204 [M+2H]* 113.047763  0.77 082 ESI(+) 4

Arg Val Ser C14H28N6Os [M+H]* 361.221533 441 8.64 ESI(+) 4

4-Dimetilamino- C11H16N202 [M+H]* 209.128227  3.69 051 ESI(+) ¢

fenilalanina

Acido bencilsuccinico C11H1204 [M+H]* 209.080786 2.84 6.70 ESI(+)

1-(beta-D-ribofuranosil)-  C11H16N20s [M+H]* 257.112715 3.98 2.32  ESI(+) il

1,4-dihidronicotinamida

Ser Arg Tyr C18H28N6O6 [M+H]* 425213885  2.27 8.64 ESI(+) *4

Acido oxoglutarico CsHeOs [(M+H)- 129.018303  3.69 8.65 ESI(+) 4
H.O01"

Xantina CsH4N4O2 [M+H]* 153.040657  3.87 113 ESI(+) 4
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2-furancarboxaldehido CsH40O2 [M+H]* 97.028751 2.04 0.47  ESI(+)

Acido 3-(3,4- CoHgO4 [M+H]* 181.049448  3.49 6.70 ESI(+) il

dihidroxifenil)prop-2-

enoico

dTDP-forosamina C18H31N3O12P2  [M+3H]" 182.052866  5.76 6.70 ESI(+) |

Adenina CsHsNs [M+H]* 136.061737  4.28 370 ESI(+) §

Arginil-Tirosina C15H23Ns504 [M+H]* 338.181817  2.96 1.09 ESI(+) |

5-hidroxiectoina CesH10N203 [M+H]* 159.076384  3.61 0.49 ESI(+) v

Gentisaldehido C7H603 [(M+H)- 121.028600 2.88 9.87 ESI(+) |
H,O]*

Fenilalanil-arginina C15H23N503 [M+H]* 322.186829  3.35 228 ESI(+) §

Acido 4-acetamido-2- CeH12N203 [M+H]* 161.092036  3.55 051 ESI(#) 4

aminobutanoico

5-hidroxiquinurenina C10H12N204 [M+2H]* 113.047858 1.65 051 ESI(+) v

Metionina CsH11NO2S [M+H]* 150.058253 4.11 0.70 ESI(+) |

Acido aconitico CsHeOs [(M+H)- 139.002575 3.99 8.64 ESI(+) 4
H.O]"

Histamina CsHoNs [M+H]* 112.087177 2.61 046 ESI(+) 4

Acido 5-oxo-pentanoico ~ CsHgOs [M+H]* 117.054817  2.92 0.50 ESI(+) 4

Piridoxamina 5'-fosfato CsH13N20sP [M+2H]* 125.036567  5.17 0.51 ESI(+) ¢

Gamma-glutamil-gamma-  CoH1sN204 [M+H]* 217.118157  3.09 460 ESI(+) il

aminobutiraldehido

Gamma-glutamil- CoH19N303 [(M+H)- 200.139236  3.31 0.70  ESI(+) il

putrescina H.07*

Acido piroglutamico CsH7NOs3 [M+H]* 130.049977  3.32 082 ESI(+) |

Acido urocanico CeHsN202 [(M+H)- 121.039806  3.08 1.04 ESI+) 4
H,O]*

GMP ciclico C10H12Ns07P [M+H]* 346.054268 2.83 1.77 ESI(+) *#

2-fenilacetamida CsH9NO [M+H]* 136.075700  3.89 3.77 ESI(+) |

Acido 4-imidazolona-5- CeHsN203 [M+H]* 157.060765  3.46 050 ESI(+)

propanoico

Lisina CeH14N202 [(M+H)- 129.102357  3.27 050 ESI(+)
H.O]"

Prolina CsHoNO2 [M+H]* 116.070792  3.08 051 ESI(+) v

Alanina C3H7NO2 [M+H]* 90.055369 1.44 047 ESI(+) v

Acido fenilpiravico CoHsO3 [M+H]* 165.054598  3.40 1.09 ESI(+) +

Piridoxamina CgH12N202 [M+H]* 169.097072 3.71 2.71 ESI(+) +

2'-desoxiadenosina C10H13NsO3 [M+H]* 252.108958 2.78 257 ESI(+) |
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Creatinina C4H7N3O [M+H]* 114.066471 227 050 ESI(+)

Nota. tR: Tiempo de retencion. *MI: Modo de ionizacion. *M: Modulacién
Figura 11. Figura 11. Volcano-plot de los metabolitos putativamente identificados. (a) modo de
iones negativo. (b) modo de iones positivo. Color azul indica metabolitos regulados

negativamente; color rojo indica los metabolitos regulados positivamente.
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Figura 12. Gréafico de mapa de calor de los metabolitos mas representativos que se
encontraron afectados en las células plancténicas después del tratamiento con el AE LOT-I1 EO.

Fila: metabolitos; columnas: muestras.
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Figura 12. Gréfico de mapa de calor de los metabolitos mas representativos que se encontraron
afectados en las células planctonicas después del tratamiento con el AE LOT-II EO. Fila:

metabolitos; columnas: muestras.
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Tabla 6. Clasificacion de los metabolitos identificados putativamente de acuerdo con el analsis de

enriquecimiento de las vias KEGG.

Ruta metabdlica Hits Valor p Metabolitos
Metabolismo de la 5 4.73E-3 Creatinina; gamma-glutamilputrescina; N-
argininay la prolina acetilputrescina; prolina; gamma-glutamil-gamma-

aminobutiraldehido
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Ciclo del citrato 6.79E-3 Malato; acido citrico; aconitato; 2-oxoglutarato
(ciclo TCA)
Biosintesis de 7.30E-3 Fenilalanina; metionina; alanina; lisina; isoleucina;
aminoacil-tRNA prolina
Metabolismo de purinas 2.23E-2 5-hidroxiisourato; 3',5-GMP ciclico; guanosina;
inosina; adenina; desoxiadenosina;
xantina
Degradacion de lisina 2.75E-2 Lisina; 5-oxopentanoato; 2-oxoglutarato
Metabolismo de 4.85E-2 Citosina; citidina; desoxiuridina; timidina; uridina
pirimidinas
Metabolismo de 5.42E-2 Alanina; 2-oxoglutarato; 2-oxoglutaramato
alanina, aspartato vy
glutamato
Metabolismo del 5.42E-2 Glutatién; 5-oxoproline; disulfuro de glutation

glutation




ciclico
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Figura 13. Ruta general de los metabolitos afectados por el AE LOT-II sobre las células planctonicas de S.

Enteritidis. Los metabolitos en azul fueron modulados positivamente en la muestra tratada, mientras que los rojos

fueron modulados negativamente.
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4.8.2 Andlisis metabolico del efecto del AE LOT-II sobre la inhibicion de la formacién del
biofilm de S. Enteritidis

El analisis metabolomico se realizo en células sésiles de S. Enteritidis, de manera similar
a la descrita para las células planctonicas. Para este caso, la matriz de datos analizada contenia
1631y 3051 caracteristicas para los modos NI y PI, respectivamente. Los graficos PCA mostraron
separacion entre células sésiles no tratadas (control) y tratadas (con AE) por ambos modos de

ionizacion (Figura 14). Los dos componentes principales (PC1 y PC2) explicaron el 31,5% vy el
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38% de la variabilidad total para los conjuntos de datos o modos de adquisicién NI y PI,
respectivamente (Figura 1ay b). También se aplicé un método supervisado (PLS-DA) a los datos
(Figura 1c y d). Los valores de los pardmetros R2 'y Q2 (0.99 y 0.81, para modo NIy 0.99 y 0.89
para modo PI, respectivamente) indicaron un modelo ajustado a alta predictibilidad y
confiabilidad.

Como resultado, un total de 115 metabolitos putativamente identificados fueron
estadisticamente significativos (VIP >1) (Tabla 7). Entre los metabolitos identificados, se encontro
que 30 estaban modulados positivamente y 85 negativamente. Los metabolitos como el acido
formiminoglutamico, arbutina 6-fosfato, asparaginil-isoleucina, malato, guanina, 6-desoxi-
glucosa, N-acetilputrescina, cadaverina, putrescina y arginina se modularon positivamente en las
células de cultivo tratadas con el AE LOT-II; mientras que la adenosina monofosfato ciclica,
guanosina 2',3'-fosfato ciclica, citrato, inosina, uridina 5'-difosfato, adenosina 2'-fosfato,
glutamato, adenina, citosina, valina y uracilo fueron moduladas negativamente. EI nivel de
expresion de los metabolitos se visualizd a través de volcano-plot (Figura 15). Adicionalmente,
los metabolitos diferenciales méas representativos se trazaron en un mapa de calor, lo que permitid
una mejor visualizacion de los datos relacionados con la abundancia quimica entre las células
bacterianas de control y tratadas (grupos) (Figura 16). Los resultados evidenciaron que la mayoria
de los metabolitos fueron afectados negativamente por el tratamiento con el aceite esencial.

Finalmente, para comprender los cambios en las rutas metabolicas, se realizo un analisis
de enriquecimiento en la base de datos KEGG. Doce vias metabdlicas fueron posiblemente
afectadas por el AE en celulas sésiles de S. Enteritidis (p<0.05). Las principales rutas metabolicas
afectadas por el tratamiento con el aceite esencial estan relacionadas con el metabolismo de la

argininay prolina, el metabolismo de las purinas y pirimidinas, el metabolismo de los aminoacidos
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como la valina, leucina, isoleucina, glutamato y glutamina. La Tabla 8 contiene los aciertos que se
refieren a metabolitos modulados diferencialmente alterados en rutas metabdlicas y la Figura 17
representa una descripcion general de estas rutas metabdlicas.

Figura 14. Graficos de puntuacion que representan los resultados de PCA y PLS-DA basados en
datos de LC/MS en células sésiles de S. Enteritidis con y sin tratamiento del AE LOT-II. (ay b)
PCA con datos obtenidos en modos de adquisicion negativo y positivo, respectivamente; (c y d)
PLS-DA con datos obtenidos en los modos de adquisicion negativo y positivo, respectivamente.

Control (color rojo) y células tratadas (color azul).
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Tabla 7. Metabolitos identificados por estar significativamente afectados después del tratamiento

con el AE LOT-II sobre la inhibicién de la formacién del biofilm de S. Enteritidis.

Metabolito Formula Aducto m/z Ml M
Acido formiminoglutdmico ~ CsH10N204 [(M-H)-H20]  155.04506 ESI(-) *
AMP ciclico C10H12N506P [M-H] 328.04478 ESI() v
N-(3,4-diclorofenil)- CoH7CI2NO3 [(M+Na)-2H]  267.95443 ESI(-) il

malonato
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Guanosina 2',3'-fosfato  C10H12NsO7P [M-H] 344.03957 0.08 1.78 ESI(-) +
ciclico
Serilcisteina CeH12N204S [(M-H)-H.O]  189.03301 1.95 051 ESI(-)
Palmitato de araquidilo CasH7202 [M-3H] 177.84367 247 042 ESI(-) 4
Adenosina 5'-monofosfato  C1oH14Ns07P [M-H] 346.05517 0.21 050 ESI(-) v
1-desoxi-ribitol CsH1204 [(M-H)-H.0]  117.05445 0.44 237 ESI(-)
Arbutina 6-fosfato C12H17010P [(M+HCOOH)- 397.05362 0.10 5.37 ESI(-) 4

-

(1,2-Diclorovinil)glutation ~ C12H17CI2N306S [(]I\/I+Na)-2H]‘ 421.99864 2.27 538 ESI(-) 4
1-pirrolina-4-hidroxi-2- CsH7NO3 [M-H] 128.03418 4.48 0.47 ESI(>) 4
carboxilato
Acido galactonico CeH1207 [M-H] 195.05014 1.65 047 ESI(-) &
Aspartil-prolina CoH14N20s [M-H] 229.08219 1.06 133 ESI(-) &
2-oxoarginina CeH11N303 [M-H] 172.07164 3.30 047 ESI(-) v
Acido 2-ceto-glutaramico CsH7NO4 [2M-H] 289.06724 0.30 137 ESI() |
Cetoleucina CeH1003 [(M-H)-H.O]°  129.05456 4.61 7.69 ESI(-) v
O-succinil-homoserina CsH13NOs [(M-H)-H.O]  200.05548 1.71 047 ESI(-) +
Uridina CoH12N206 [M-H] 243.06162 0.44 129 ESI(-) v
Citrato CeHsOy [M-HT 191.01882 1.79 078 ESI(-) |
Acido trednico C4HsOs [(M-H)-H.0]  117.01812 554 109 ESI(-) |
Gamma glutamil ornitina C10H19N305 [M-HT 260.12458 0.20 0.50 ESI() v
Acido yodhidrico HI [M-H] 126.90385 4.74 046 ESI(-)
Leu Thr C10H20N204 [M-HT 23113433 0.62 161 ESI(-) |
Val Pro Ala C13H23N304 [(M-H)-H.O]"  266.15091 171 811 ESI(-) |
Guanosina 2',3'-fosfato  C10H12NsO7P [M-H] 344.03943 0.35 185 ESI(-)
ciclico
N2-acetil-ornitina C7H14N203 [M-H] 173.09211 2.83 098 ESI(-)
Glu Ala CgH14N205 [(M-H)-H:0]"  199.07150 1.86 141 ESI() |
Val Ala Arg C14H28N6O4 [M-H] 34320940 0.09 225 ESI(-) v
Gly Pro Val C12H21N304 [M-HT 270.14542 0.16 165 ESI(-) v
Gln Leu C11H21N304 [M-H] 258.14549 0.44 284 ESI() |
Acido 2-picolinico CsHsNO; [M-H] 122.02357 5.10 074 ESI(-) v
Leu Ala CoH18N203 [M-H] 201.12361 146 209 ESI(-)
N6-acetil-lisina CsH16N203 [M-H] 187.10778 252 0.90 ESI(-) &
Timidina C10H14N20s [M-H] 241.08237 025 209 ESI(-) v
Fosfato de 2-(2-carboxi-4- C7H10NOePS [M-H] 265.98834 1.74 1.13  ESI(-) v
metiltiazol-5-il)etilo
Inosina C10H12N40s [M-H] 267.07295 0.05 2.37  ESI(-) il
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Acido trednico C4HgOs [M-H] 135.02875 431 062 ESI(-) v
Asn lle C10H19N304 [M-H] 24412981 032 272 ESI(-)
Glutamilglicina C7H12N205 [(M-H)-H.O]°  185.05584 2.06 050 ESI(-) *
2'-desoxiuridina CoH12N205 [M-H] 227.06665 0.59 0.98 ESI(-) +
Uridina 5'-difosfato CoH14N2012P> [(M-H)-H.0]"  384.98185 5.05 7.14 ESI(-) |
Acido malico C4H60s [(M-H)-H.0]  115.00247 567 050 ESI(-) |
O-acetilserina C13H21N207PS  [M+2H]* 191.04840 1.18 0.70 ESI(+) 4
1- C24H4900P [M+H]* 513.31916 0.14 6.18 ESI(+) v
Estearoilglicerofosfoglicerol
N5-acetil-N2-gamma- C12H21N306 [(M+H)-H,O]* 286.13940 3.09 050 ESI(+)
glutamil-ornitina
G,uie}nosina 2',3'-fosfato  C10H12NsO7P [M+H]* 346.05428 2.79  1.80 ESI(+) v
ciclico
Adenosina 2'-fosfato C10H14Ns07P [M+H]* 348.06987 294 0.86 ESI(+) v
N5-hidroxi-ornitina CsH12N203 [(M+H)-H.O0]* 131.08167 2.85 047 ESI(+)
Guanina CsHsNsO [M+H]* 152.05664 4.14 078 ESI(+) 4
Adenosina 2',3'-fosfato  C10H12NsO6P [M+H]* 330.05936 2.94 198 ESI(+) 4
ciclico
Piridoxina CsH11NOs3 [M+H]* 170.08117 3.14 054 ESI(+) |
Pantotenato C9H17NOs [M+H]* 220.11785 2.90 294 ESI(+) *
6-desoxi-glucosa CeH1205 [M+H]* 165.07572 3.43 537 ESI(+)
Asn Arg C10H20N6O4 [(M+H)-H.O]" 271.15292 393 183 ESI(+) 4
Etanolamina C2H7NO [M+H]* 62.060602 0.35 047 ESI(+)
Acido indolacético C10H9NO2 [M+H]* 176.07052 3.56 508 ESI(+) |
5-Metiltetrahidropteroiltri- ~ C2sHzsNgO12 [M+2H]* 321.13042 0.10 537  ESI(+)
glutamato
Glutamina CsH10N203 [(M+H)-H.O]* 275.13463 3.03 1.05 ESI(+) 4
Glutamato CsHoNO4 [M+H]* 148.06038 4.01 047 ESI(+) |
Malil-N-acetil-glucosamina  C12H19NO1o [M+H]* 338.10763 3.21 536 ESI(+)
2-hidroxi-2- CsHoNO [(2M+H)- 181.13370 218 392 ESI(+) 4
metilbutanonitrilo H.O]"
N-acetil-hexosamina CsH15NOs [(M+H)-H.0]* 204.08663 2.73 048 ESI(+) |
Leu Phe C15H22N203 [(M+2Na)-H]* 323.13589 3.54 533 ESI(+)
7-metiladenina CeH7Ns [2M+H]* 299.14852 1.42 536 ESI(+) 4
Gamma-glutamil-2- CoH16N205 [(M+H)-HO]" 21510237 3.74 051 ESI(+) 4
aminobutirato
Acido  2-acetil-2-hidroxi- CgH1004 [(M+H)-H.O]" 129.05471 3.44 7.16 ESI(+) 4
butanoico
Piroglutamil valina C10H16N204 [M+H]* 229.11806 3.33 050 ESI(+) 4
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Hidroxiacetona Cs3HesO2 [M+K]* 113.00012 3.17 047 ESI(+) 4
Met-Val-OH C15H20N206S [(M+H)-H.0]* 339.10188 124 536 ESI(+) v
Pantotenamida CoH18N204 [M+H]* 219.13376 324 050 ESI(+) 4
4-aminobutanoato C4aHgNO2 [(M+H)-H0]" 86.060484 1.11  9.44  ESI(+) 4
N-acetilprolina C7H11NO3 [M+H]* 158.08118 3.34  0.47 ESI(+) {
N-palmitoil tirosina C25H41NO4 [(M+H)+2K]"  166.07902 3.42 536 ESI(+) 4
2-oxoarginina CeH11N303 [M+H]* 174.08727 3.35 0.54 ESI(+) 4
Pantoato Ce6H1204 [(M+2Na)-H]* 193.04429 5.04 0.70 ESI(+) 4
5-hidroxiquinurenamina CoH12N202 [M+H]* 181.09708 3.40 253 ESI(+)
Aminoacetona CsH/NO [(M+H)-H.0]* 56.05009  1.30 12.77 ESI(+) v
N-acetilcadaverina C7H16N20 [M+H]* 14513358 3.79  0.87 ESI(+)
Trietilamina CeHisN [M+H]* 102.12796 2.77 10.02 ESI(+)
Asn-Arg C10H20N604 [(M+H)-H,0]" 271.15176 041 051 ESI(+) |
Acido imidazolpropionico CeHsN202 [(M+H)-H0]" 123.05543 3.30 117 ESI(+) v
N-acetilputrescina CeH14N20 [(M+H)-HO]" 113.10756 2.72  0.47 ESI(+)
Homoserina lactona C4H7NO2 [(M+H)-H.0]"  84.044834 113 047 ESI(+) 4
Adenina CsHsNs [M+H]* 136.06174 420 3.70 ESI(+) v
Citosina C4HsNsO [M+H]* 112.05080 243 0.82 ESI(+) |

Cadaverina CsH14N2 [M+H]* 103.12328 2.24 043 ESI(+) +

LisoPA(i-19:0/0:0) C22H4507P [M+2H]* 227.15219 340 223 ESI(+) 4

3-butin-1-al C4H40O [M+H]* 69.034038 0.12 537 ESI+) 4

Monofosfato de tiamina C12H17NsO4PS  [M+2H]* 173.04204 6.84 047 ESI(+) *

Homofenilalanina C10H13NO [M+H]* 180.10186 3.27  3.70 ESI(+)

Putrescina CsH12N2 [M+H]* 89.10775 1.34 043 ESI(+) |

N-carbamoilputrescina CsH13N30 [(M+H)-HO]" 114.10284 2.41  0.47 ESI(+) 4

Acido 5-amino-pentanoico ~ CsH1:NO: [(M+H)-H.O]* 100.07600 2.20  0.50 ESI(+)

Gamma-glutamil-beta- CgH13N303 [M+Na]* 222.08471 336 070 ESI(+) +

aminopropionitrilo

4-hidroxifenilglicina CsHoNO3 [M+H]* 168.06547 3.46  0.90 ESI(+) 4

Uracilo C4HaN202 [M+H]* 113.03476 299  2.05 ESI(+) 4

Acido fenilpiravico CoHsgO3 [M+H]* 165.05456 3.59  8.01 ESI(+)

Guanosina C10H13N50s [M+H]* 284.09845 3.64 243 ESI(+) v

Valina CsH11NO2 [M+H]* 118.08642 3.18 047 ESI(+)

L-3-Cyanoalanine C4HsN20: [(2M+H)- 211.08268 2.08 050 ESI(+)

H.O]"
Ala Ala CeH12N203 [M+:||—I]+ 161.09206 3.37 050 ESI(+) |
Treonina C4HoNO3 [(M+H)-H.O]* 102.05526 2.26  0.47 ESI(+)
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5-aminopentanamida CsH12N20 [M+H]* 117.10239 3.27 049 ESI(+) |
Alanil-leucina CoH18N203 [M+H]* 203.13897 2.87 275 ESI(+) |
Lisina CeH14N202 [M+H]* 147.11277 3.89 043 ESI(+) |
N-butiril-homoserina CsH11NO [(M+H)-H0]" 136.07569 3.96 3.74 ESI(+) |
lactona
Sulfoxido de biotina C10H16N204S [M+H]* 261.08995 3.62 2.09 ESI(+) |
Timina CsHsN202 [M+H]* 127.05031 3.44 2.75  ESI(+) f
Arginina CeH14N402 [(M+H)-HO]" 157.10836 356 0.70 ESI(+) |
N2-succinil-ornitina CoH16N20s [(M+H)-H.0]* 197.09200 3.05 330 ESI(+) 4
Tiramina CsH11NO [(M+H)-H.O]* 120.08091 3.34 294 ESI(+) 4
Ala Arg CoH19Ns03 [(M+H)-H.O]* 228.14533 3.07 0.98 ESI(+) +
Betaina CsH1:NO2 [(2M+H)- 217.15451 3.26 239 ESI(+) |

H.0]*
Ornitina CsH12N202 [(MJEH)-Hzo]+ 115.08673 341 047 ESI(+)
gamma-glutamil glutamina ~ C10H17N30s [(M+H)-H.O]* 258.10816 3.20  0.87 ESI(+)

Nota. tR: Tiempo de retencion. *MI: Modo de ionizacion. *M: Modulacién

Figura 15. Volcano-plot de los metabolitos putativamente identificados. (a) modo de iones

negativo. (b) modo de iones positivo. Color azul indica metabolitos regulados negativamente;

color rojo indica los metabolitos regulados positivamente.

a

-log10(p)

.« v
[ LR

Status

DowWN

oSG

* UF

) log2(FC)

-laglo(p)

log2(FC}

Status

Rl



ANALISIS METABOLICO DEL EFECTO DE ACEITES ESENCIALES...

76

Figura 16. Grafico de mapa de calor de los metabolitos mas representativos que se encontraron

afectados en las células sesiles después del tratamiento con el AE LOT-II EO. Fila: metabolitos;

columnas: muestras.
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Tabla 8. Clasificacion de los metabolitos identificados putativamente de acuerdo con el analisis

de enriquecimiento de las vias KEGG.

Ruta metabdlica Hits Valorp Metabolitos

Metabolismo de la arginina 9 2.52E-4 Arginina; putrescina; 4-aminobutanoato;  N-

y la prolina acetilputrescina; ornitina; N2-succinil ornitina;
glutamato; oxo-arginina; 1-pirrolina-4-hidroxi-2-
carboxilato

Biosintesis de arginina 5 5.84E-4  Arginina; Ornitina; N-acetilornitina; Glutamina;
glutamato

Metabolismo de pirimidinas 7 1.96E-3 Citosina; UDP (uridina difosfato); uridina; uracilo;
timidina; timina; glutamina

Metabolismo del glutatién 4 1.75E-2  Glutamato; ornitina; putrescina; cadaverina

Biosintesis de valina, 3 1.75E-2 Treonina; valina; acido 2-acetil-2-hidroxi-butanoico

leucina e isoleucina

Metabolismo de la alanina, 3 1.75E-2  2-oxoglutaramato; glutamato; glutamina

el aspartato y el glutamato

Metabolismo de purinas 8 1.83E-2 Glutamina; guanosina; guanosina 2'3'-fosfato
ciclico; inosina; adenina; adenosina 5'-
monofosfato; adenosina 2',3'-fosfato  ciclico;
guanina

Metabolismo beta-alanina 3 2.06E-2  Uracilo; pantotenato; 4-aminobutanoato

Biosintesis de Pantotenato 4 2.37E-2  Uracilo; valina; pantoato; pantotenato

y CoA

Metabolismo de la 2 3.99E-2 Glutamina; glutamato

glutaminay el glutamato

Metabolismo de 3 4.29E-2 3-cianoalanina; 2-hidroxi-2-metilbutanonitrilo;

cianoaminoacidos gamma-glutamil-beta-aminopropiononitrilo

Biosintesis de aminoacil- 5 5.73E-2  Glutamina; valina; treonina; glutamato; arginina

tRNA




ANALISIS METABOLICO DEL EFECTO DE ACEITES ESENCIALES...

78

Figura 17. Ruta general de los metabolitos afectados por el AE LOT-II sobre la inhibicion de la formacion del

biofilm de S. Enteritidis. Los metabolitos en azul fueron modulados positivamente en la muestra tratada, mientras

que los metabolitos en rojo indican metabolitos modulados negativamente.
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6. Discusion

Este estudid evalud el efecto antibiofilm de 20 AE y el posible mecanismo de accién del

AE L. origanoides quimiotipo timol (LOT-Il) mediante metabolémica no dirigida. La actividad

biolégica de los AE estuvo determinada por la composicién quimica, los grupos funcionales

presentes en los componentes bioactivos y las interacciones sinérgicas entre los compuestos

(Chouhan et al., 2017b). La composicién quimica de los AE depende de varios factores como
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origen geogréafico, macro y micronutrientes del suelo, factores genéticos, tiempo de cosecha, parte
de la planta de la cual se extrae el AE, método de extraccién, entre otros (Viuda-Martos et al.,
2011). Lo anterior, influye en las vias biosintéticas de los metabolitos secundarios, y por lo tanto
genera diferentes quimiotipos, con diferentes propiedades antimicrobianas.

Los AE con mayor actividad biologica fueron extraidos de la especie L. origanoides ,
perteneciente a la familia VVerbenaceae biofilm (Escobar et al., 2020; Kachur & Suntres, 2020;
Marchese et al., 2016; Nostro et al., 2007). Al comparar la composicion quimica de los AE
destilados de la especie L. origanoides se evidencié que los hidrocarburos monoterpénicos como
el p-cimeno estaba presente en la mayoria de los AE en proporciones similares (~11.9%) al igual
que y-terpineno (~5%). Por otro lado, los hidrocarburos sesquiterpénicos como el trans- B-
cariofileno y el a-humuleno (7.91 y 8, respectivamente) se reportan en la mayoria de los AE
destilados de esta especie (Bueno-Sanchez et al., 2009; Quintero Ruiz et al., 2017; Stashenko et
al., 2003). Sin embargo, los compuestos mayoritarios representativos de este AE son los
compuestos oxigenados como el timol y el carvacrol, los cuales han sido reportados en la literatura
por presentar propiedades antimicrobiana y antibiofilm. (Escobar et al., 2020; Kachur & Suntres,
2020; Marchese et al., 2016; Nostro et al., 2007). La diferencia en la composicién quimica de los
AE permite clasificar las especies de plantas en quimiotipos. Los quimiotipos que presentan entre
un mayor porcentaje de compuestos oxigenados presentan una mayor actividad antimicrobiana y
anti-biofilm (Caceres et al., 2020; GoOmez-Sequeda et al., 2020; Martinez et al., 2021). El estudio
de Caceres y colaboradores evidencié que el AE de L. origanoides quimiotipo timol-carvarol con
un porcentaje de timol y de carvacarol de (32% y 18%) inhibian el crecimiento microbiano de S.
epidermidis y E. coli, al igual que inhibian el mecanismo de formacion del biofilm y el quorum

sensing (Caceres et al., 2020). Sarrazin et al., reportaron la actividad antimicrobiana del AE L.
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origanoides quimiotipo carvacrol sobre Staphyloccocus aureus y E. coli a una concentracién de
1.25 y 0.31 pL/mL, respectivamente, asociando la actividad antimicrobiana del AE con la
presencia de los constituyentes mayoritarios, carvacrol (47.2%) y timol (10.65%) (Sarrazin et al.,
2015). De igual manera, Ribeiro et al., demostraron el potencial antimicrobiano de L. origanoides
contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, relacionando la actividad bioldgica con el alto
contenido de carvacrol y 1,8-cineol (Ribeiro et al., 2021).

El mecanismo de accion de estos compuestos ha sido atribuido a la capacidad de interactuar
con la membrana celular debido a su propiedad hidrofébica, lo cual les permite acumularse,
perturbar las estructuras celulares y causar un aumento en la permeabilidad, ocasionando fuga de
iones y macromoléculas, deterioro de sistemas enzimaticos microbianos y finalmente muerte
celular (Bajpai et al., 2013; Bouyahya et al., 2019; Kwon et al., 2019). Wang et al., comprobaron
la alteracién en los componentes de la membrana de S. aureus al ser expuesto a bajas
concentraciones de timol. La proporcion de &cidos grasos como el acido 12-metiltetradecanoico y
acido 14-metilhexadecanoico, componentes de la membrana lipidica de S. aureus disminuyeron,
mientras el tratamiento con altas concentraciones de timol alterd la integridad de la membrana,
reduciendo la viabilidad celular (L. H. Wang et al., 2017). El carvacrol también modificé la
composicion de los acidos grasos de la membrana citoplasmatica de diferentes microorganismos
como E. coli O157:H7, S. Typhimurium, Pseudomonas fluorescens, Brochothrix thermosphacta y
S. aureus cuando fueron expuestos a concentraciones subletales, aumentando el contenido de
acidos grasos insaturados (Nostro & Papalia, 2012).

Ademas, se comprobo que el timol interactia con el ADN gendémico mediante la union al
surco menor, generando una leve desestabilizacion en la estructura secundaria del ADN, lo cual

dificulta la agregacion de las moléculas de ADN (L. H. Wang et al., 2017) También se comprobd
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que el timol afecta la membrana celular bacteriana de S. Typhimurium, suscitando la liberacion de
iones indispensables para el metabolismo celular (Chauhan & Kang, 2014). Lo cual concuerda con
los resultados obtenidos en este estudio (Figura 8 y 9) donde se evidencié alteracién en la
permeabilidad de la membrana de S. Enteritidis, al ser tratada con el AE LOT-II. La integridad de
la membrana citoplasmatica es un factor muy importante para la viabilidad celular, por eso, la
evaluacion de &cidos nucleicos mediante cuantificacion a 260 nm y cuantificacion de proteinas,
son indicadores de la homeostasis de la célula, pues son los encargados de la transferencia de
informacion y de importantes funciones celulares y estructurales en las bacterias.

La actividad bioldgica del AE de LOT-II no puede ser atribuida solo a los componentes
mayoritarios, se ha comprobado que los componentes minoritarios potencializan la accion del AE
(Nazzaro et al., 2013). Por ejemplo, el p-cimeno, precursor bioldgico del carvacrol, provoca mayor
permeabilidad en la membrana citoplasmatica en comparacion con el carvacrol, sin embargo, la
actividad antimicrobiana es menos eficiente, las mezclas con carvacrol o 4-terpineol generan un
efecto sinérgico, mejorando la actividad bioldgica (Andrade-Ochoa et al., 2015; Marchese et al.,
2017). Es probable que la mayor eficiencia del p-cimeno al incorporarse en la bicapa lipidica
facilite el transporte de carvacrol a través de la membrana citoplasmatica (Burt, 2004). Otros
componentes como el y-terpineno y el trans-g-cariofileno presentes en el AE, han presentado
propiedades biol6gicas amplias, antioxidantes, antimicrobianas, a concentraciones inhibitorias
mayores en comparacion a las del timol y carvacrol (Giweli et al., 2012).

Estudios recientes han demostrado que no solo el dafio de las membranas celular provoca
la muerte celular de los microorganismos, sino también la alteracién metabolica generada por los
AE (Chen et al., 2020b; Miao et al., 2020). Para comprender mejor las respuestas metabolicas de

los microorganismos por accion de los AE, se evalué mediante metabolémica no dirigida el efecto
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del AE LOT-II sobre células planctonicas de S. Enteritidis al ser tratada con concentraciones
subinhibitorias. Los resultados mostraron que los principales metabolitos diferenciales estaban
involucrados en las vias del metabolismo del carbono central, metabolismo de amino&cidos,
metabolismo de purinas y metabolismo de pirimidinas. Ademas, se incluyeron la biosintesis de
aminoacil-tRNA y metabolismo del glutation (Tabla 6, Figura 13).

El metabolismo del carbono central es indispensable para el crecimiento celular y la
biosintesis de macromoléculas como nucleétidos, lipidos y proteinas. Ademas, es responsable del
mantenimiento de la homeostasis celular debido a que responde a estimulos ambientales
(Martinez-Reyes & Chandel, 2020). Este estudio mostré cambios en la via del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (TCA, por sus siglas en inglés) metabolitos como el citrato, el aconitato, y el a-
cetoglutarato fueron modulados positivamente, mientras que el malato fue modulado
negativamente, lo cual evidencia que el metabolismo energético podria verse interrumpido (Chen
et al., 2020b). Una acumulacion de metabolitos en los primeros pasos del TCA podria indicar que
la bacteria estaria impulsando la produccion de energia para mantener la homeostasis celular,
debido a que rutas como la del metabolismo de aminodcidos estaba siendo afectada por el
tratamiento del AE , por ejemplo, el aumento del a-cetoglurato no solo podria estar relacionado
en el TCA, sino también en rutas alternas como la biosintesis de arginina, el metabolismo de
alanina, aspartato y glutamato, y el metabolismo de amino&cidos. Por su parte, la reduccion del
malato podria estar relacionada con la actividad de la enzima fumarasa, que cataliza la reaccion
reversible de hidratacion/deshidratacion del fumarato a malato, sin embargo, para corroborarlo
seria necesario evaluar la actividad enzimatica (Xu et al., 2017).

El metabolismo de los amino&cidos esta estrechamente relacionado con el TCA debido a

que proporciona esqueletos de carbono para ingresar en el ciclo (Y. Wang et al., 2022) esta podria
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ser otra de las razones por las cuales incrementd la concentracion de algunos de los metabolitos
del TCA disminuyendo la concentracién de los aminoacidos (Figura 13). En el metabolismo de la
arginina y la prolina, la creatinina, gamma-glutamil-gamma-aminobutiraldehido, prolina y
gamma-glutamil-putrescina fueron modulados negativamente mientras la N-acetilputrescina
estuvo modulada positivamente. La prolina desempefia un papel multifuncional, es una fuente
importante de carbono y nitrégeno, y un regulador osmotico indispensable (Goswami et al., 2022;
G. Wang et al., 2014). La disminucion de la concentracion estaria impidiendo la activacion de
varias respuestas de estrés para proteger las células del efecto del AE. Por otro lado, en el
metabolismo de la alanina, aspartato y glutamato, la alanina y el 2-oxoglutarato fueron modulados
negativamente, al igual que otros aminoacidos como lisina, fenilalaninay metionina. La glutamina,
alanina y lisina, son componentes principales del peptidoglicano, el cual hace parte de la pared
celular bacteriana, cuya funcion es proteger los componentes celulares internos y brindar apoyo a
la estructura celular, la disminucion en la concentracion de estos metabolitos indicaria
posiblemente que el microrganismo agotd esos aminoacidos intentando sintetizar peptidoglucano
para proteger la célula (Park et al., 2019). La metionina es un aminoécido proteinogénico de vital
importancia para iniciar la sintesis de proteinas, ademas, el grupo sulfhidrilo transportado por la
metionina ayuda a las células a luchar contra las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Ezraty et
al., 2017; He et al., 2022). La disminucion en las concentraciones de metionina dificultaria la
sintesis de proteinas, pero posiblemente protegeria la célula contra los radicales libres producidos
por el efecto del AE. Metabolitos como el glutation y el disulfuro de glutation relacionados con
respuesta al estrés oxidativo también fueron modulados negativamente, lo cual indica que el

microorganismo estaba tratando de contrarrestar el efecto generado por el AE LO.
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En el metabolismo de los &cidos nucleicos, la concentracion de 5-hidroxiisourato,
guanosina, inosina, adenina, deoxiadenosina disminuyo significativamente, mientras el guanosin
3’5’-monofosfato ciclico, guanosin- 2’3’-monofosfato ciclico y xantina aumentaron en el
metabolismo de las purinas. Las purinas desempefian un papel integral en diversos procesos,
incluido el metabolismo energético, la sefializacion celular y la codificacion de la composicion
genética (Chua & Fraser, 2020). Ademas, en el metabolismo de las pirimidinas, timidina, uridina
y deoxiuridina disminuyeron su concentracion, mientras citidina y citosina aumentaron
significativamente. ElI metabolismo de las pirimidinas esta relacionado con funciones de
reparacion y supervivencia bajo estrés ambiental en bacterias (He et al., 2022). Por lo tanto, la
alteracion del equilibrio metabdlico de las purinas y pirimidinas tuvo un efecto adverso sobre las
actividades fisiolégicas de las bacterias, como la sintesis y el metabolismo del ADN.

En cuanto a la actividad antibiofilm, los AE extraidos de L. origanoides (LOTC)y (LOT-
I1) inhibieron la formacion del biofilm de S. Enteritidis en un porcentaje mayor al 60% (Tabla 5).
Resultados similares fueron reportados por Somrani et al., donde el AE de clavo (Syzygium
aromaticum) inhibi6 la adhesion celular de S. Enteritidis en 49.8% a una concentracion de 0.10
mg/mL (Somrani et al., 2022). Liu et al., evaluaron el efecto de los AE de clavo y de orégano sobre
un aislado de Salmonella Derby. Los resultados mostraron que los AE inhibieron
significativamente la formaciéon del biofilm en un 90.29% y 48.79% respectivamente, concluyendo
que los AE inhibian la actividad metabdlica y la produccidn de exopolisacaridos (Liu et al., 2022).

Uno de los posibles mecanismos de accion de los AE sobre el biofilm ha sido asociado
principalmente a la inhibicion de la matriz de EPS, el cual es secretado por los microorganismos
durante las etapas iniciales de la formacion del biofilm, el EPS mejora la adhesion celular a la

superficie y permite pasar de la union reversible a la irreversible (Zhao et al., 2017). Este
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mecanismo fue corroborado en este estudio mediante las micrografias de SEM (Figura 7) donde
se evidencia disminucion de la matriz de EPS cuando S. Enteritidis fue tratada con concentraciones
subinhibitorias del AE LOT-II.

Otros de los mecanismos de accion de los AE estan relacionados con modificaciones en la
expresion de genes y proteinas, los cuales inhiben la produccion de adhesinas, y mecanismos de
formacion del biofilm como el ¢c-di-GMP y el quorum sensing. Asi como cambios en la modulacion
del metabolismo, lo cual genera alteraciones en la integridad y viabilidad celular. Ademaés de sus
caracteristicas antimicrobianas intrinsecas (Lahiri et al., 2019; Ouhayoun, 2003; Rossi et al.,
2022).

Con el fin de comprender el mecanismo de accion de los AE sobre las células sésiles, se
evalu6 mediante metaboldmica no dirigida el efecto del AE LOT-II sobre la formacién del biofilm
de S. Enteritidis al ser tratada con concentraciones subinhibitorias. Los resultados mostraron que
los principales metabolitos diferenciales estaban involucrados en el metabolismo de aminoacidos
y nucledtidos y en el metabolismo del pantotenato (Tabla 8, Figura 17).

El metabolismo de aminoéacidos es un sistema complejo que contribuye en numerosas
reacciones bioldgicas, siendo al mismo tiempo fuentes potenciales de nitrogeno, carbono y energia,
ademas juega un papel muy importante en la formacion del biofilm (H. Lu et al., 2019). Los
resultados de este estudio indicaron cambios significativos en la modulacion de la arginina,
glutamato, treonina, valina y glutamina. El acido glutamico, la glutaminay la arginina (implicados
en la formacion de adhesinas) son los aminoacidos mas representativos en la formacion del biofilm.
El glutamato (modulado negativamente) es uno de los metabolitos clave para la generacion de
energia mediante la gluconeogenesis, asi como el punto de partida para la anaplerosis de los

metabolitos que contienen nitrogeno, su funcion esté relacionada con el control de la division
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celular en condiciones de estrés. La glutamina (modulado negativamente) es un metabolito
necesario para la biosintesis de nucledtidos y proteinas, su funcion esta relacionada con la
configuracién de la morfologia del biofilm. La arginina (modulado positivamente), regula el ciclo
del nitrégeno y la comunicacién celular del c-di-GMP (Rinaldo et al., 2018). Ademas, estos
metabolitos transmiten sefiales ambientales para que los organismos se adapten a distintas
condiciones fisioldgicas, la alteracion en el equilibrio metabolico de los aminoacidos afecto la
formacion del biofilm de S. Entertidis.

Este estudio también demostrd que la exposicion de las células sésiles de S. Enteritidis al
AE LOT-II gener0 alternaciones en el metabolismo del carbono central. La concentracion de
citrato disminuyo significativamente, lo cual indica que la actividad del ciclo TCA estuvo
interrumpida. El citrato se regenera en cada ciclo por condensacién de un acetil-CoA con una
molécula de oxaloacetato. La reduccion de la concentracion de este metabolito no solo estaria
afectando el ciclo del TCA sino también la biosintesis de acidos grasos, los cuales son esenciales
en la elaboracion de fosfolipidos de la membrana celular. Otro metabolito modulado
negativamente fue el pantotenato, un intermediario necesario para el metabolismo del TCA y
precursor clave para la sintesis de coenzima A (relacionada con el metabolismo de &cidos grasos)
ademas, regula la sintesis de glutation, metabolito encargado de contrarrestar la apoptosis y
destruccion celular (Guo & Tao, 2018; He et al., 2022).

El metabolismo de nucledtidos también fue afectado por el tratamiento del AE, se
detectaron modificaciones en la concentracion de siete metabolitos asociados con el metabolismo
de las pirimidinas, la citosina, UDP (uridina difosfato glucosa), uridina, uracilo, timidina, timina,
y glutamina fueron modulados negativamente. La disminucion en esta ruta metabolica afecta la

produccidn de fibras curliy celulosa, componentes importantes de la matriz del biofilm bacteriano.
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Adicionalmente, la interrupcion en la biosintesis de pirimidinas puede actuar como una sefial de
inanicidn severa de nutrientes, lo que a su vez puede generar inhibicién en la formacion del biofilm
y promover la dispersion de este (Garavaglia et al., 2012). EI metabolismo de las purinas también
fue alterado, se identificaron 8 metabolitos modulados diferencialmente de los cuales la glutamina,
guanosina, guanosina 2',3'-fosfato ciclico, inosina, adenina, adenosina 5’-monofosfato, adenosina
2',3'-fosfato ciclico disminuyeron su concentracion, mientras la guanina fue modulada
positivamente. Estos resultados evidencian cambios en la sintesis de novo de adenina a partir del
precursor AMP, esta disminucion podria afectar la produccion de ATP, molécula fundamental para
la adhesién inicial del biofilm (Sharma et al., 2016; Spari & Beldi, 2020). Por lo tanto, la alteracion
del metabolismo de los nucle6tidos tiene un efecto adverso sobre las actividades fisioldgicas de S.
Enteritidis como la sintesis de ADN y el metabolismo.

Finalmente, se evidenciaron cambios en el metabolismo de las poliaminas, metabolitos
como la cadaverinay la putrescina fueron modulados positivamente, lo cual podria estar indicando
que la célula estd tratando de reducir la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
generadas por efecto del AE y, por lo tanto, prevenir el dafio a las biomoléculas por estrés oxidativo

(Miao et al., 2020).



ANALISIS METABOLICO DEL EFECTO DE ACEITES ESENCIALES... 88

7. Conclusion

Los AE extraidos de la especie Lippia origanoides presentaron el mayor efecto
antimicrobiano y antibiofilm sobre S. Enteritidis. EI posible mecanismo de accion del AE Lippia
origanoides quimiotipo timol (LOT-II) sobre células planctonicas tratadas con concentraciones
2*MIC estuvo relacionado con alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular debido a
fuga de biomoléculas como ADN Yy proteinas, mientras que el tratamiento con concentraciones
subinhibitorias generd variaciones en el metabolismo de aminoécidos, el metabolismo central del
carbono y el metabolismo de &cidos nucleicos. Por otro lado, el efecto sobre las células del biofilm
tratadas con concentraciones subinhibitorias visualizado mediante micrografias de SEM,
evidencio la diminucién en la produccion de EPS, lo cual esta estrechamente relacionado con la
alteracion en el metabolismo de aminoécidos. Adicionalmente, el AE LOT-I1 generé cambios en
el metabolismo de las purinas y pirimidinas, el metabolismo de las poliaminas y la biosintesis se
pantotenato. Estos hallazgos brindan nuevos conocimientos sobre los mecanismos antimicrobianos
y antibiofilm de los AE y promueven el estudio de la actividad farmacolégica de los AE como

producto antibacteriano natural.
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