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Resumen

Titulo: Aproximacion metabolomica aplicada al efecto del aceite esencial de Lippia origanoides
sobre la formacion del biofilm de Staphylococcus aureus ATCC 43300.

Autor: Yurley Tatiana Rojas Medina, William Fernando Hidalgo, Marlon Yesid Céceres Ortiz.

Palabras Clave: Vias metabdlicas, Anti-biofilm; UHPLC-MS, metabolitos secundarios,
antimicrobianos.

Descripcion: Staphylococcus aureus es un patdgeno multirresistente responsable de un amplio
espectro de infecciones intrahospitalarias, se ha asociado con un elevado indice de infecciones en
dispositivos médicos gracias a su capacidad de formar biofilm. A nivel mundial se encuentra
presente en aproximadamente 30% en la poblacién humana adulta. Ante este panorama, el estudio
productos naturales como los aceites esenciales (AE) han demostrado tener efectos
antimicrobianos y anti-biofilm sobre S. aureus, la evaluacion del modo de accion de estos AE
permite mejorar nuestra compresion sobre el metabolismo adaptativo de este patégeno.

En este estudio, se evaluo la actividad del aceite esencial (AE) de Lippia origanoides quimiotipo
timol (LOT II) sobre las vias metabdlicas involucradas durante la formacion del biofilm de S.
aureus ATCC 43300. Se llevo a cabo un analisis de metabolomica no dirigida para este propdsito.
La actividad anti-biofilm se evalu6 utilizando el método semicuantitativo de tincion de cristal
violeta y, posteriormente, se realiz6 un andlisis metabolomico utilizando la técnica UHPLC-
ESI/Orbitrap-HRMS. Para el procesamiento y analisis de datos, se utilizaron los programas
XCMS, MetaboAnalyst y Xcalibur. La identificacion tentativa de metabolitos se realiz6 por el
software online CEU mass mediator junto con la base de datos MassBank, HMDB, Metlin y
Pubchem.

Los resultados mostraron que, el AE en concentracion de 125 pg/mL inhibié mas del 80% de la
formacion del biofilm. Ademas, se determind alteraciones en el metabolismo de S. aureus
especialmente en el metabolismo de aminoacidos, con modulacidn negativa en metabolitos como
la valina y la B-alanina. También, se afectd la via de las pentosas fosfato, con un incremento en los
niveles del metabolito &cido 6-fosfoglucdnico y, en la biosintesis del pantotenato y CoA, con una
disminucion para los metabolitos dihidrouracilo y pantotenato. En conclusion, el AE de L.
origanoides presentd un efecto inhibitorio sobre la formacion del biofilm de S. aureus. Cuya
actividad a nivel biolégico como el metabolismo de los aminoacidos y otras vias metabdlicas
importantes para el desarrollo del biofilm por parte del microorganismo de estudio.

*Trabajo de Grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: William Fernando Hidalgo Bucheli. Doctor en Quimica.
Codirector: Marlon Yesid Céaceres Ortiz. Doctor en Ciencias biomédicas



L. ORIGANOIDES SOBRE BIOFILM DE S. AUREUS 10

Abstract

Title: Metabolomic Approach Applied to the Effect of Lippia origanoides Essential Oil on the
Formation of Biofilm by Staphylococcus aureus ATCC 43300.

Author: Yurley Tatiana Rojas Medina, William Fernando Hidalgo, Marlon Yesid Céceres Ortiz.

Key Words: Metabolic Pathways, Anti-biofilm, UHPLC-MS, Secondary Metabolites,
Antimicrobials.

Description: Staphylococcus aureus is a multidrug-resistant pathogen responsible for a wide
spectrum of nosocomial infections. It has been associated with a high rate of infections in medical
devices due to its ability to form biofilms. It is found worldwide in approximately 30% of the adult
human population. Considering this situation, the study of natural products such as essential oils
(EOs) have shown antimicrobial and anti-biofilm effects on S. aureus. Evaluating the mode of
action of these EOs allows us to enhance our understanding of the adaptive metabolism of this
pathogen.

In this study, the activity of the essential oil (EO) from Lippia origanoides thymol
chemotype (LOT II) was evaluated on the metabolic pathways involved during the formation of S.
aureus ATCC 43300 biofilms. An untargeted metabolomics analysis was conducted for this
purpose. Anti-biofilm activity was assessed using the semiquantitative crystal violet staining
method, followed by metabolomic analysis using the UHPLC-ESI/Orbitrap-HRMS technique. The
XCMS, MetaboAnalyst, and Xcalibur programs were used for data processing and analysis.
Tentative identification of metabolites was performed using the online software CEU mass
mediator in conjunction with the MassBank, HMDB, Metlin, and Pubchem databases.

The results showed that the EO at a concentration of 125 pug/mL inhibited more than 80%
of biofilm formation. Furthermore, alterations in the metabolism of S. aureus were observed,
especially in amino acid metabolism, with negative modulation of metabolites such as valine and
B-alanine. The pentose phosphate pathway was also affected, with an increase in the levels of the
metabolite 6-phosphogluconic acid, and in the biosynthesis of pantothenate and CoA, with a
decrease in metabolites dihydrouracil and pantothenate. In conclusion, the EO from L. origanoides
exhibited an inhibitory effect on S. aureus biofilm formation. Its biological activity affected amino
acid metabolism and other metabolic pathways crucial for the development of the biofilm by the
studied microorganism.

*Degree Work
** Faculty of Sciences. School of Chemistry. Director: William Fernando Hidalgo Bucheli. Ph.D. in Chemistry. Co-
director Marlon Yesid Caceres Ortiz Ph.D. in Biomedical Sciences.
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Introduccion

Staphyloccocus aureus (S. aureus) es un patdgeno asociado a infecciones multirresistentes
responsable de un gran numero de afecciones cronicas como “endocarditis, infeccion
osteoarticular y neumonia” (Vermote & van Calenbergh, 2017). Ademas, se ha relacionado con
otros sindromes y afecciones, como el sindrome de shock toxico, fibrosis quistica y celulitis
(Meidania & Pratiwi, 2020; Tyll et al., 2015). En la actualidad, este patdgeno representa un
problema critico dado su importancia en las infecciones asociadas con dispositivos médicos, como
implantes médicos, catéteres, marcapasos, protesis articulares, entre otros. Estas infecciones estan
relacionadas con la formacion de biofilm (Fux et al., 2004). El biofilm es una matriz extracelular
formada por polisacaridos, proteinas y otras biomoléculas (Namivandi et al., 2019), la cual genera
una barrera quimica y fisica, dificultando la penetracién de antibioticos y dando lugar a la
formacion de bacterias con gran resistencia frente a los antibi6ticos convencionales. Ademas, esta
resistencia se ha incrementado en gran medida por el uso inadecuado de antibidticos en los ultimos
afios (Camargo, 2023). Ante este escenario, se han desarrollo nuevas estrategias terapéuticas como
“terapia anti-virulencia, terapia fotodinamica, terapia bacteriofagos, vacunas y otros” (Wu et al.,

2019) con el fin de mitigar y controlar estas infecciones.

El aumento en las infecciones relacionadas con S. aureus ha generado el interés de
organismos internacionales como la organizacion de la salud mundial (OMS) y centros para el
control y la prevencion de enfermedades (CDC) los cuales consideran a S. aureus como un
problema para la salud mundial de alta prioridad en términos de control, prevencion y tratamiento.

(Oliveira & Silva, 2008). Este patdgeno multirresistente presenta un metabolismo adaptativo que



L. ORIGANOIDES SOBRE BIOFILM DE S. AUREUS 12

le permite sobrevivir a diversas condiciones ambientales (Choueiry et al., 2022). Ademas, de
regular la produccion de factores de virulencia los cuales influyen en su patogénesis, crecimiento,
motilidad, degradacion de tejidos, adhesion al huésped y proteccién contra el sistema inmunitario
del hospedador (Defoirdt, 2013). Estudios recientes han identificado factores de virulencia
responsables de la respuesta ante el sistema inmunitario del huésped o los antibidticos, entre ellos
la sortasa A (SrtA) y a-hemolisina (Hla) (Nitulescu et al., n.d.; Surewaard et al., 2018). Por otro
lado, se ha encontrado que diferentes productos naturales inhiben la produccion de Hla y de otros

factores de virulencia mediante diferentes mecanismos de accion (Qi et al., 2023).

Los productos naturales, como por ejemplo los aceites esenciales (AE), representan una
alternativa prometedora para contrarrestar infecciones causadas por agentes patdgenos, tales como
el microorganismo objeto de estudio. Los AE estan conformados por una gran variedad de
metabolitos secundarios como el timol, carvacrol, terpinenos, felandrenos, entre otros (Stashenko
et al., 2014), estos compuestos presentan diferentes propiedades bioldgicas, como actividad
antibacteriana, antiviral, fungicida. EI AE de L. origanoides, por ejemplo, ha llamado especial
atencion debido a su potencial uso como antimicrobiano, pues se ha usado a lo largo del tiempo
en tratamientos gastrointestinales y respiratorias (Sarrazin et al., 2015). Estudios previos han
destacado que los quimiotipos del aceite esencial (AE) de L. origanoides, con una composicién
rica en timol y carvacrol, exhiben notables propiedades antimicrobianas (Hernandes et al., 2017a),
y un efecto inhibidor en la formacién del biofilm en varios patdgenos, entre ellos Streptococcus
mutans, Candida albicans, Lactobacillus rhamnosus y Staphyloccocus aureus (Loaiza et al.,

2023).
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Los recientes progresos tecnolégicos han permitido la evolucion de las ciencias “Omicas”
aportando la capacidad de comprender el funcionamiento de los organismos a nivel molecular y
ofreciendo una vision mas completa de los procesos biologicos (Schelli et al., 2017a). La
metaboldmica, como parte de las ciencias “Omicas”, se enfoca en el estudio de metabolitos, que
actuan como la huella digital de los procesos bioquimicos (Chen et al., 2022). Estos metabolitos
permiten estudiar los procesos metabdlicos y la regulacion de las vias metabdlicas bajo ciertas
condiciones ambientales y de estrés (Turi et al., 2018), otorgando la posibilidad de obtener un
perfil metabolico exclusivo asociado a las condiciones presentes (Dunphy et al., 2021). En el
contexto de la investigacion antimicrobiana, la metabolémica se presenta como una herramienta
valiosa. Un ejemplo concreto de su utilidad es el estudio del aceite esencial de L. origanoides en
su accion contra patdgenos como S. aureus. Esta metodologia detecta cambios en metabolitos
clave y sus vias metabdlicas, proporcionando informacion esencial sobre varios aspectos cruciales,
entre ellos, la adhesion bacteriana, la formacién del biofilm y la degradacion de la matriz
extracelular (Guo et al., 2023). Esta herramienta posibilita el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas dirigidas a contrarrestar la generacion de patdgenos multirresistentes, ya que permite
evaluar a nivel biologico el efecto de agentes antimicrobianos como los productos naturales

(Schrimpe et al., 2016).

Con la finalidad de aportar en el conocimiento dirigido al desarrollo de prototipos
fitoquimicos capaces de erradicar o inhibir la formacion del biofilm en Staphyloccocus aureus, la
presente investigacion estudio, a partir de un enfoque metabolémico el efecto del AE de Lippia
origanoides sobre el patdgeno S. aureus. Dentro de este entorno, los estudios realizados por el

grupo de investigacion en bioquimica y microbiologia (GIBIM) mostraron que el AE L.
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origanoides quimiotipo timol (LOT-I1) presenté efectos anti-biofilm en diferentes patdgenos como
Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida auris, Escherichia coli, Salmonella entérica,
Seudomona aeruginosa, entre otras (Ruiz et al., 2023). No obstante, para comprender el
mecanismo de accion de este, y los procesos bioldgicos relacionados con la formacion del biofilm,
el presente trabajo de investigacion abordd el estudio detallado de las rutas biosintéticas afectadas
en el metabolismo y formacién de biofilm de S. aureus, por la accién bioldgica de la mezcla
compleja de metabolitos secundarios presentes en el AE de L. origanoides, cuyos resultados
generaron un aporte valioso en el conocimiento metabolico de este microorganismo, que podria
utilizarse en un corto o mediano plazo, para el disefio, desarrollo y formulacion mas eficiente de

prototipos farmacoldgicos a base del AE utilizado en esta investigacion.

1. Objetivos

1.2. Objetivo general

Determinar y evaluar la actividad del aceite esencial Lippia origanoides sobre las rutas

metabolicas que estan involucradas en la formacion del biofilm del patégeno Staphylococcus

aureus

1.3. Objetivos especificos

e Determinar el perfil metabolico de Staphylococcus aureus en la formacion del biofilm
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e ldentificar las rutas metabdlicas alteradas del patdgeno S. aureus expuesto al tratamiento con

el aceite esencial Lippia origanoides

2. Cuerpo del trabajo

2.1. Estado del arte

Los avances en las tecnologias analiticas han permitido la identificacion y cuantificacién
de una amplia variedad de metabolitos. La metodologia metabolémica ha servido como
herramienta para el estudio del impacto de diversos agentes antimicrobianos y antibidticos en
patdgenos multirresistente. Los patdgenos multirresistentes han presentado en las Gltimas décadas
impactos negativos en la salud pablica, generando dificultades en el tratamiento, lo cual genera un
mayor riesgo para la salud de los pacientes. Ademas de presentar mayores costos, dados a los
tratamientos prolongados. En ese contexto, la problematica global de cepas cada vez mas
resistentes, se extiende al estudio de nuevos agentes antimicrobianos que tenga la capacidad de

inhibir o erradicar la formacion de estos (Kamali et al., 2020) .

En los dltimos afios, se ha observado un creciente interés en los productos naturales, como
los aceites esenciales (AE), como posibles estrategias innovadoras para influir en una variedad de
patogenos, como se ilustra en la Tabla 1. Esta actividad antimicrobiana se debe principalmente a
la presencia de terpenos y alcoholes como el linalool, el carvacrol, el timol entre otros (Hou et al.,
2022). El estudio del modo de accion de estos AE sobre patdgenos a partir de estrategias como la
metaboldmica, nos brinda informacidn sobre aquellas vias metabdlicas que son desreguladas por

efecto del AE, esto permite desarrollar enfoque terapéutico mas preciso.
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Tabla 1. Estudios recientes sobre el efecto biologico de aceites esenciales sobre diferentes

microorganismaos.

Especies de

Microorganismo Efectos biologicos Referencia
plantas
S. . . Ruiz & Salazar,
Citrus paradisi S epiZZ:Zl;lis Efecto antimicrobiano ; 0121112) atazat
S. aureus, S.
’ (Desam et al.,
Melal , MRSA, . .
. y a.euca PYOSenes . Efecto antimicrobiano 2019; Wahab et
cajuputi Powell K. pneumoniae y E.
. al.,2022)
coli
Afectaciones en el metabolismo
Zingiber E. coliy S. aureus ' energett.ico, ciclo del .t:’lcido (Wang et al.,
officinale tricarboxilico y metabolismo del 2020)
ADN
Mentha x S. aureus, Bacillus .. . (Desam et al.,
. . Efecto antimicrobiano
piperita L subtilis 2019)
Ci Hakim et al.
lnamombfl‘n S. aureus Efecto antimicrobiano (Hakim et al,
burmannii 2020)

La aplicacion de metodologias como la metabolémica han revelado como S. aureus ajusta
su metabolismo para adaptarse a las condiciones del entorno (Aros et al., 2015). Choueiry y
colaboradores (2022) evaluaron a través de un enfoque metabolémico no dirigido, el impacto que
presenta sustratos energéticos como la glucosa y la dextrina en el metabolismo de S. aureus,
encontrandose que para la cepa S. aureus sensible a la meticilina (MSSA) hay nueve vias
metabolicas desreguladas. Entre estas vias, se destacan el metabolismo de purinas, cisteina y
metionina, entre otros (Choueiry et al., 2022). Del mismo modo, Schelli y colaboradores (2017) a

partir de un enfoque metaboldmico dirigido sobre cepas MSSA y MRSA, evaluaron el impacto de
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diferentes antibioticos como ampicilina, kanamicina, y norfloxacino. Los resultados obtenidos
mostraron un impacto significativo de estos antibidticos en el metabolismo de aminoacidos,
metabolismo de purinas y en el metabolismo de piridinas para ambas cepas (Schelli et al., 2017a).
Estudios recientes han demostrado que estos metabolitos desempefian un rol importante en la
formacion del biofilm, en la resistencia a los antibidticos y en la respuesta del sistema inmunitario

del hospedador (Aros et al., 2019; Lei et al., 2014).

2.2.  Marco referencial

2.2.1. Staphylococcus aureus

S. aureus es un patdgeno multirresistente responsable de un amplio espectro de infecciones
intrahospitalarias, puede causar una extensa variedad de infecciones cronicas y agudas
representando un problema critico para la salud. Su descubrimiento se remonta a 1880, gracias a
los esfuerzos de Alexander Ogston, (Cervantes et al., 2014). El género de Staphylococcus
pertenece a la familia Staphylococceae y esta dentro del orden Bacillales el cual cuenta con 45
tipos, donde S. aureus es la especie mas infecciosa (Gherardi et al., 2018). La capacidad de este
microorganismo para causar infecciones se debe principalmente a los diferentes mecanismos de
virulencia que presenta, como, por ejemplo, la liberacion de toxinas como la a-hemolisina, la cual
desempefia un papel importante en la virulencia de S. aureus, dado que esta tiene la capacidad de
causar dafio en tejidos, generar lisis en globulos rojos, entre otras afectaciones (Gordon et al.,
2013). Los genes relacionados con la virulencia de S. aureus estan mediados en su mayoria por
factores ambientales y nutricionales. La disponibilidad de los nutrientes es importante para la

sintesis de macromoléculas. Por esta razon, los patdgenos como S. aureus requieren la regulacion
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de los factores de virulencia como respuesta a los cambios en el entorno (Somerville & Proctor,

2009).

S. aureus es un patogeno de gran versatilidad, capaz de desarrollarse tanto en ambientes
aerobicos como anaerdbicos. Este es un patdgeno grampositivo, catalasa y coagulasa positiva, es
de forma esférica con didmetro promedio entre 0.5 a 1.5 pm, se agrupa en forma de racimos y es
de color dorado (Guo et al., 2020). En términos taxonomicos, S. aureus pertenece al filo
fermicutes, y se puede encontrar en forma plancténica o formando biofilm. El biofilm es una matriz
extracelular que le otorga caracteristicas, como rigidez estructural y resistencia. Ademas, participa
en la regulacion de los factores de virulencia (Hobley et al., 2015). La formacion de biofilm
conlleva a una reducida penetracion de los antibidticos, ya que estos no logran alcanzar las areas
internas donde residen las células bacterianas. Esta caracteristica ha llevado a considerar al S.
aureus como un patogeno de resistencia notable (Pinto et al., 2019). Ademas, S. aureus permite a
través de la transferencia horizontal de genes la creacién de bacterias mas resistentes (Willems et
al., 2011). Por otro parte, la estructura de S. aureus tiene un papel importante en la viabilidad
celular y en la integridad celular, al ser un patégeno gram-positivo este presenta pared celular con
un grosor que oscila entre 20 y 40 nm (Giesbrecht et al., 1998), Esta pared celular esta mayormente
compuesta por peptidoglucanos, que funcionan como puntos de unién para proteinas y polimeros,
ademas de facilitar la interaccién con el huésped. El peptidoglucano esta formado por N-
acetilglucosaminas y &cidos N -acetilmuramicos, los cuales estan unidos mediante enlaces -1-4

(Turner et al., 2014).
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En otra linea, es importante destacar que la pared celular del S. aureus incluye acidos
teicoicos, que se encuentran unidos tanto a glicanos como a la membrana lipidica. Esta union forma
los conocidos acidos teicoicos de pared (WTA) y &cidos lipoteicoicos (LTA), respectivamente.
Los WTA desempefian una funcion esencial, ya que estan relacionados con la secrecion y el
plegamiento de proteinas extracelulares, ademas de estar vinculados con la colonizacion en tejidos
y células, asi como con la formacion de biofilm (Wang et al., 2022). Del mismo modo, los LTA
estan involucrados con el crecimiento y divisién celular, asi como de la capacidad de infeccién.
Los &cidos teicoicos muestran propiedades zwitterionicas como resultado de la presencia de un
grupo fosfato y del aminoacido D-alanina. Asimismo, los &cidos teicoicos son responsables de la
resistencia de S. aureus a los antibidticos, dado que ayudan a prevenir el paso de moléculas

antimicrobianas a través de la pared celular (Xia et al., 2010).

Los patdgenos multirresistentes desencadenan tanto infecciones agudas como cronicas,
incrementando significativamente su complejidad terapéutica y costos asociados, lo cual
representa una amenaza para la salud publica. Esta problematica se agudiza debido al continuo
decrecimiento del repertorio de compuestos antimicrobianos efectivos frente a estos patdgenos
oportunistas (Vermote & van Calenbergh, 2017). Entre estos patdgenos, destaca S. aureus como
un agente principal en infecciones relacionadas con el tracto respiratorio, ademas de su implicacion
en infecciones relacionadas con protesis, infecciones cardiovasculares y bacteriemia, entre otras
(Cheung et al., 2021). La bacteriemia causada por S. aureus, es una infeccion grave con un
porcentaje alto de incidencia y mortalidad (Arientova & Holub, 2021). Un estudio realizado por
(Steinhaus et al., 2018) referente a un centro hospitalario sudafricano, se documento una tasa de

mortalidad del 41.8% para la bacteriemia hospitalaria, la cual se incremento al 47% después de
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transcurrir 90 dias. Asimismo, se evidencid una tendencia hacia un aumento en la mortalidad en

individuos con comorbilidades.

S. aureus es un patdgeno multirresistente que se encuentra presente en aproximadamente
30% en la poblacion humana adulta y en un rango de 40-50% en nifios y adolescentes (Stensen et
al., 2022). Este microorganismo se localiza principalmente en la regién nasal, aunque también
puede encontrarse en otras partes del cuerpo, como la faringe. El impacto clinico de S. aureus es
significativo, manifestandose con una alta morbilidad y aproximadamente un 40% de mortalidad
en los casos mas graves (Mohammed et al., 2020). Ademas, este patdgeno es responsable de un
considerable nimero de afecciones cronicas potencialmente mortales, entre las que destacan la
neumonia y el shock séptico (Zheng et al., 2021). El grado de infeccién por S. aureus en heridas
quirurgicas esta influenciado por una combinacion de factores enddgenos y exogenos. Entre los
factores enddgenos, se incluyen la edad del paciente, su estado nutricional y la presencia de otras
enfermedades que puedan afectar su sistema inmunoldgico (Astagneau & Ambrogi, 2014). Estos
elementos pueden contribuir a una mayor susceptibilidad a la infeccion por S. aureus en el sitio
quirargico. Ademas, los factores exdgenos, como el tipo de cepa bacteriana presente, también

desempefian un papel crucial en la evolucién de la infeccién (Pestafia et al., 2022) .

S. aureus se caracteriza por su capacidad de colonizar de manera persistente y asintomatica
las cavidades nasales de los seres humanos. Esta particularidad adquiere una significancia critica
en el ambito médico y quirlrgico, ya que esta colonizacion puede aumentar sustancialmente los
factores de riesgo asociados con las infecciones en sitios quirdrgicos, lo que, a su vez, conlleva a

un incremento del riesgo de infeccién postoperatoria (Mulcahy & McLoughlin, 2016; Pynnonen
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et al., 2011; Sakr et al., 2018). Un estudio realizado en Tailandia por (Pongbangli et al., 2021)
mostro que, de 352 pacientes sometidos a cirugia cardiaca el 13.1 % son portadores nasales
positivos para S. aureus. Este grupo de pacientes revelo una incidencia de infecciones profundas
y superficiales del 1.3%. Estos resultados destacan la importancia del cribado preoperatorio para
detectar la colonizacién nasal por S. aureus como una medida preventiva para reducir la incidencia

de infecciones en las heridas quirdrgicas.

Las infecciones por S. aureus se dan fundamentalmente a través de dos vias principales: el
contacto directo con individuos portadores de la bacteria y la contaminacion de superficies, agua
y alimentos (Zhang et al., 2016). No obstante, es importante destacar que esta bacteria no se limita
a afectar a los seres humanos, ya gue también tiene un impacto en los animales. Dentro de este
contexto, un estudio reveld que la resistencia a los antimicrobianos en cerdos era de “100 % a la
tetraciclina, 88 % a la penicilina y 64 % a la clindamicina y en humanos de 81,6 % a la penicilina,
44% a la clindamicina y 43% a la tetraciclina” (Rao et al., 2022). También se observd en este
estudio que los cerdos presentaban una mayor prevalencia del gen mecA en comparacion con los
humanos. Por otro lado, el uso de aditivos a largo plazo en la agricultura para tratar infecciones
dentro del rebafio puede producir infecciones mas resistentes a los antibidticos (Smith, 2015). Estas
infecciones en animales, particularmente en el ganado lechero, como la mastitis bovina son una
carga econdmica, productiva y en la industria alimentaria. Ademas, es importante destacar que los

animales infectados pueden promover y ser reservorio para infecciones en humanos.

En los ultimos afios, la prevencion y el control de infecciones asociadas a bacterias como

S. aureus han cobrado gran relevancia debido a su papel crucial en la reduccion de costos
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intrahospitalarios y brotes, ademas de garantizar la seguridad del personal sanitario. Un dato
alarmante es que, en Colombia, para el afio 2021 segun el boletin epidemiologico semanal 9
comparado con el boletin 9 del afio 2022, se evidencié un preocupante aumento del 124% en
infecciones asociadas a la atencién en la salud, relacionados a patdgenos como S. aureus y E. coli,
donde se presentaron 1024 casos registrados y una tasa de mortalidad del 38%. Estos casos estan
principalmente relacionados con dispositivos médicos, siendo las infecciones del torrente
sanguineo las mas predominantes, representando el 73.9% de los casos. Ademas, el 60% de estos
casos estan vinculados a problemas de higiene, limpieza y desinfeccion (Aires, 2017; Algharib et
al., 2020). Por otro lado, un estudio de cohorte multicéntrico sobre infecciones por S. aureus
realizado en Bogota por (Camacho et al., 2022), entre los afios 2014 y 2018 en pacientes menores
de 18 afios, revelo que, de 551 casos positivos, 356 casos estaban relacionados con infecciones en
la piel y tejidos blandos, de los cuales 137 estan relacionados con la cepa S. aureus resistente a la
meticilina (MRSA) y 219 relacionados con la cepa S. aureus sensible a la meticilina (MSSA). Ante
este panorama, se hace imprescindible priorizar medidas como el lavado constante de manos y
mantener un estricto control y vigilancia en el uso de antibioticos. Ademas del estudio de nuevos

agentes antimicrobianos, para enfrentar esta problematica de salud publica (Haag et al., 2019).

2.2.1.1. Factores de virulencia

S. aureus exhibe una notable habilidad para ajustarse ante los cambios en su entorno, lo
que le permite adaptarse con celeridad al organismo humano. Esta cualidad intrinseca, gestionada
por los factores de virulencia, le confiere la capacidad de evadir la respuesta del sistema

inmunoldgico y de generar resistencia a un amplio espectro de antibidticos. Los factores de
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virulencia se encuentran regulados por el operon Agr del sistema de deteccion Quérum, el cual
participa en la patogénesis de S. aureus (Somerville et al., 2002). EI operon agr esta compuesto
por dos ARNm, denominados ARN Il y ARN I11. EI ARN 11 lleva la informacion genética para la
sintesis de las proteinas agrA, agrB, agrC, agrD, mientras que el ARN 11 codifica la expresion de
otros genes de virulencia, como es el caso a-hemolisina. Por otro lado, el operén Agr esta
compuesto por dos operadores, P2 y P3, los cuales se correlacionan respectivamente con el ARN
I1'y el ARN IlIl. La regulacion del sistema de deteccién Quérum responde a la densidad de
poblacidn. Este sistema regula la expresién de los factores de virulencia como respuesta a la sefial

del péptido autoinductor (AIP) (Wu et al., 2019).

El péptido autoinductor (AIP) estd compuesto por 8 aminoacidos y presenta un anillo de 5
miembros de tiolactona (Yarwood & Schlievert, 2003) La sintesis del AIP se inicia con la
codificacidn de un precursor por parte del agrD, posteriormente, agrB, una proteasa de membrana
integral que facilita la maduracion y el transporte del AIP hacia el entorno extracelular, tal como
se ilustra en la Figura 1, Una vez alcanzada la concentracion adecuada de AIP, este activa el
receptor agrC, el cual es una histidina quinasa de membrana. Este evento desencadena la
fosforilacion de agrA, lo que a su vez activa los promotores P2 y P3 (Tan et al., 2018). En este
ciclo, la proteina agrA desempefia un papel crucial como autorregulador, como lo detalla (Novick,

2003).

El aumento en el promotor P3 genera un incremento en el ARN I11. Este ARN 111 funciona
como un regulador transcripcional de maltiples factores de virulencia, por ejemplo, la codificacion

de la toxina a-hemolisina a traves del gen hlay la toxina 1 TSS. Las hemolisinas presentan en la
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patogénesis de S. aureus un papel importante ya que tienen la capacidad de degradar los tejidos
del huésped, contribuyendo asi a la generacion de nutrientes esenciales para la supervivencia de S.
aureus (Hurtado et al., 2021). Adicionalmente, existen otras toxinas que estan parcialmente
reguladas como las enterotoxinas B, C y D, y otras como las enterotoxinas A y K, que no

encuentran reguladas por el ARN 111 (Yarwood & Schlievert, 2003).

Figura 1. Sistema de deteccién Quérum sensing (QS) Agr de Staphylococcus aureus.
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ARN 11, que codifican las proteinas AgrABCD Yy los factores de virulencia. Tomado de (Wu et
al., 2019)

2.2.1.2. Formacion de biofilm

La alta patogénesis de S. aureus se debe en gran medida a la capacidad de formar biofilm
en superficies bioticas y abidticas. Esta caracteristica le confiere una mayor resistencia a los

antibidticos y le permite evadir las defensas del huésped (Waters et al., 2016). El biofilm es una
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comunidad microbiana altamente desarrollada, la cual se encuentra rodeada por una matriz
extracelular que esta compuesta por proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos (Yang et al., 2015).
Esta estructura proporciona a S. aureus mayor resistencia a condiciones hostiles como la privacion
de los nutrientes (Savage et al., 2013). Del mismo modo, el biofilm es un sistema dindmico que
estd mediada por una serie de factores genéticos y de virulencia. Este presenta desafios
significativos en el tratamiento de las infecciones, dado que S. aureus genera estrategias de
supervivencia que permiten la disipacion o propagacion del biofilm en otros sitios (Schilcher &
Horswill, 2020a).

Figura 2. Etapas de formacion del biofilm del modelo clasico, que incluye adhesion, agregacion,

maduracion del biofilm y degradacion y dispersion del este.
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Nota. Modelo clasico de la formacion del biofilm. Tomada de (Wu et al., 2019).

La formacion del biofilm implica varios pasos como se evidencia en la Figura 2. En primer
lugar, S. aureus se adhiere a la superficie mediante la ayuda de los &cidos teicoicos de pared (WTA)
y las proteinas de componente de superficie microbiana que reconoce las moléculas de matriz

adhesiva (MSCRAMM) que se unen a la sortasa A (Foster, 2019; Foster et al., 2013). Luego, se
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inicia la agregacion de las bacterias a través de la proliferacion, dando origen a microcolonias.
Posteriormente, el biofilm entra en una fase de maduracién caracterizada por la formacion de la
matriz extracelular, compuesta principalmente por proteinas, ADN y polisacaridos. En esta etapa,
se activan los PSM (modulinas solubles en fenol) y las nucleasas, que desempefian un papel
esencial en la creacion de canales y torres en el biofilm maduro. En la fase final del proceso, las
proteasas y los PSM la cuales son péptidos anfipaticos, trabajan en conjunto para degradar la matriz
extracelular, lo que resulta en la liberacién de células y la colonizacion de regiones distales
(Schilcher & Horswill, 2020b). Este proceso de formacién, maduracion y eventual
desprendimiento del biofilm es de importancia para S. aureus, ya que le permite adaptarse a

diferentes ambientes como superficies médicas y tejidos biologicos.

La formacién del biofilm se encuentra regulada principalmente por el operén agr del
sistema de deteccion Quérum (QS) el cual es un mecanismo de comunicacion que responde a la
densidad celular. EI operon agr genera factores de virulencia que participan a la baja o al alza en
la adhesion, formacion y degradacion del biofilm (Donlan, 2001). Los principales reguladores del
sistema Quérum son el agrA y el ARN Ill. La activacion del sistema de deteccion Quérum
incrementa el ARN 111, el cual regula al alza las proteinas secretadas como las exoenzimas, que
estan relacionadas con dafio en los tejidos, dafio tisular y evasion del sistema inmunolégico. Por
otro lado, el ARN Il regula la baja de las proteinas asociadas de adhesién a la superficie, que se
generan como una respuesta ante la densidad celular (Cheung et al., 2011). Por su parte, la proteina
agrA regula las transcripciones de los PSM a y  que esta relacionado con la dispersion del biofilm

(Fechter et al., 2014).
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Recientes estudios han demostrado que la baja activacion del sistema de deteccion Quérum
es importante para la formacion del biofilm, dado que ciertas proteinas que presentan un papel
importante en la adhesion a las células y tejidos del huésped, como las FnBP (Proteinas de union
a fibronectina) y las SdrC (Proteina C repetida de serina-aspartato) se inhiben por la activacion del
sistema de deteccion QS (Boles & Horswill, 2008). Asimismo, las proteasas como SspB, ScpA 'y
los PSM, se modula positivamente cuando se activa el sistema QS. Estas proteasas y los PSM
tienen importancia en la formacion y degradacion de la estructura del biofilm (Golonka et al., 2004;

Ythier et al., 2012).

2.2.2. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son productos naturales de plantas aromaticas que cumple con
la funcién de proteger a las plantas de virus y bacterias. Estos son una mezcla de metabolitos
secundarios, los cuales poseen propiedades que varian segin la planta de origen y del tipo de
quimiotipo (Karaman et al., 2017). Entre las diversas propiedades biolégicas que presentan,
destacan su capacidad como agentes antimicrobianos (Algburi et al., 2016). Estudios recientes han
demostrado que la actividad de los AE como antimicrobianos no se puede atribuir al componente
mayoritario, sino que también esta relacionada con la interaccién de estos con los metabolitos
presentes en menor proporcion, generando un efecto sinérgico (Jayasena & Jo, 2013). Una de las
caracteristicas de los AE es que pueden interferir con el sistema de deteccién Quérum y con la
permeabilidad de la membrana. Ademas, inhibir la secrecion de proteinas de superficie de union,
lo cual implica interferir con la formacién del biofilm de diferentes patdgenos como S. aureus

(Bouhdid et al., 2010).
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Consecuentemente, se ha reportado que los AE también pueden actuar con propiedades
anti-biofilm sobre S. aureus, tales como el aceite de orégano (Lippia origanoides), el aceite de
canela, el aceite de arbol de té, entre otros (Bazargani & Rohloff, 2016). Por su parte, el estudio
realizado por (Ben Abdallah et al., 2020) en relacion con la cepa S. aureus resistente a la meticilina
(MRSA), evidencio que los AE de tomillo Zygis y de majorana, presentaron activades de
inhibicion del biofilm, siendo estos 10.20 y 95.91%, respectivamente. Conjuntamente, el estudio
realizado por (Cui et al., 2020) mostré que el AE de cardamomo presenta actividad anti-biofilm
contra MRSA, donde el AE de cardamomo cuyos principales componentes son el cineol, acetato
de terpinilo, linalol y B-pineno (Rios et al., 2007), los cuales inhibe la formacion de los polimeros

extracelulares, los cuales son de importancia para la formacion del biofilm.

Los AE estan constituidos principalmente por terpenoides, entre los que se destacan el
timol, el mentol y el carvacrol. Estos compuestos han evidenciado la capacidad de disminuir la
sintesis de a-hemolisina, asi como las enterotoxinas A y B de S. aureus (Qiu et al., 2011), y
también han mostrado efectos inhibitorios sobre la expresion de la proteina agrA. Por otro lado, se
ha demostrado que estos monoterpenos inhiben la accion de la enzima coagulasa y lipasas de S.
aureus (Silva et al., 2016) reduciendo la patogénesis de S. aureus. En este sentido, los AE
representan en la actualidad una gran alternativa para inhibir la formacion de biofilm de patégenos

multirresistentes, y de esta manera reducir la crisis actual en la salud publica.

2.2.2.1. Lippia origanoides
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Entre los aceites esenciales que mas se destacan se encuentra el obtenido de Lippia
origanoides, comunmente conocido como orégano u orégano del monte (Hernandes et al., 2017).
Este AE pertenece a la familia de las Verbenacea, se ubica primordialmente en entornos
caracterizados por bosques aridos, matorrales y habitats semidesérticos. Sus constituyentes
principales comprenden el carvacrol, timol, limoneno y p-cimeno, entre otros, cuyas proporciones
oscilan en funcion de las condiciones ambientales en que la planta se desarrolla (Stashenko et al.,
2010). De acuerdo con el estudio realizado por (Céaceres et al., 2020), se evidencidé que la
proporciéon de los constituyentes principales del AE de L. origanoides de dos quimiotipos
diferentes, LTC Iy LTC II, fue timol (22.1%) y (32.7%), asi como carvacrol (10.7%) y (18.8%),
respectivamente. Estos monoterpenos exhiben propiedades antimicrobianas que les permite inhibir
biofilm mostrando una concentracién minima inhibitoria del biofilm (MIBCso) de 1.6 mg/ml para
LTC I y 0.7 mg/ml para LTC Il contra el microorganismo S. aureus resistente a la meticilina
(MRSA) (Gémez et al., 2020). Los AE interacttan con la bicapa lipidica de la membrana causando
permeabilidad, esto genera perdida de iones, ATP y ADN, de tal manera que se provoca la lisis
celular (Nostro et al., 2007). Adicionalmente, se distribuyen a través de la matriz extracelular

inhibiendo la formacion del biofilm.

2.2.3. Metabolémica

La metaboldmica es una rama de las ciencias 6micas, la cual permite obtener un analisis
global de metabolitos de los sistemas bioldgicos en determinadas condiciones (Sogin et al., 2019;
Zhang et al., 2012). Los metabolitos son moléculas resultantes de las reacciones quimicas que
ocurren en los procesos metabdlicos de los seres vivos. Estas moléculas desempefian diversas

funciones criticas en la célula y el organismo en su conjunto (Patti et al., 2012). Su participacién
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en el almacenamiento y liberacion de energia es esencial para el funcionamiento celular. Ademas,
algunos metabolitos actian como mensajeros quimicos, transmitiendo informacion intercelular
para regular el crecimiento y el desarrollo, respondiendo a estimulos externos (Guijas et al., 2018).
Al conjunto de metabolitos se denomina metaboloma, estos reflejan el estado funcional de un
organismo y como este responde a diferentes estimulos, incluyendo factores ambientales (Huang

& Wang, 2022)

En el campo de los analisis metabdlicos, se pueden distinguir dos enfoques fundamentales.
El primero de ellos corresponde a una estrategia de metabolémica no dirigida, la cual conlleva
una caracterizacion completa del metaboloma mediante la identificacion de aquellos metabolitos
detectables en una muestra determinada (Luo et al., 2023). Mediante este enfoque, se puede
obtener un primer acercamiento al estado bioldgico del microorganismo en cuestion, ademas de
permitir la identificacion de metabolitos vinculados con diversas vias metabolicas, tales como el
metabolismo de lipidos, carbohidratos y aminoacidos, entre otros. (Xu et al., 2017a). Por otro lado,
el segundo enfoque se refiere a la metabolémica dirigida, que se focaliza en la cuantificacion
precisa de metabolitos especificos previamente seleccionados. Esto da lugar a un estudio mas

minucioso y confiable de las vias metabolicas involucradas (Cajka & Fiehn, 2016).

El flujo general del analisis de la metabolomica no dirigida implica, en primer lugar, la
seleccién de la técnica para caracterizar los metabolitos presentes en una muestra. Para llevar a
cabo el analisis metabolémico, se utilizan técnicas como la resonancia magnética nuclear (RMN)
y la espectrometria de masas (MS) (Sumner et al., 2007). El segundo paso comprende el

procesamiento de los datos mediante herramientas como XCMS. Durante este proceso, se realizan
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correcciones en los tiempos de retencion, se reduce el ruido, la alineaciéon de los datos, y la
identificacion de sefiales (Smith et al., 2006). En tercer lugar, se realiza una normalizacion de los
datos con las muestras control de calidad (QC), con el objetivo de asegurar la validez de los
resultados, la normalizacion permite eliminar sesgos técnicos y facilitar la normalizacion de los
datos, en este paso se hace la identificacion tentativa de metabolitos con ayuda de programas como
Ceu-mass mediator y bases de datos que permitan comparar las caracteristicas (relaciones m/z)
obtenidas por espectrometria de masas (Gil et al., 2019a; Reisdorph et al., 2019; Salek et al., 2013).
La anotacidn e identificacion de metabolitos se rige por los estandares de Metabolomica (MSI) del

Grupo de Trabajo de Analisis Quimico (CAWG) (Tabla 2).

Tabla 2. Nivel de confianza de metabolitos propuestos por la Sociedad de Metaboldémica.

Nivel de confianza Descripcion

. Estructura 3D inequivoca, incluida la estereoquimica

Nivel 0 1 E
completa

. Estructura 2D segura, utilizando estdndar de referencia o

Nivel 1 C,
elucidacion de estructura 2D completa

. Estructura probable utilizando datos de literatura y/o

Nivel 2 P Y

espectros de fragmentacion y/o conocimiento sobre el tr
Posible estructura, isdmeros o clase: Mas de un candidato
Nivel 3 solo se requiere una caracteristica coincidente para
escoger al candidato

Nivel 4 Desconocido: caracteristica cuantificable en una muestra

Nota. Datos tomados de (Gil et al., 2019b)

Posteriormente, se realiza el andlisis estadistico, que consiste en aplicar analisis
univariados y multivariados. Los analisis univariados permiten estudiar las caracteristicas de una

variable en particular en un conjunto de datos. En ese contexto, los analisis univariado que se
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emplean en metabolomica son el andlisis Fold Change, el T-test, el Volcanot Plot y la Pattern
Search. El analisis Fold Change permite comparar dos condiciones o grupos diferentes, al
comparar cuanto cambia la expresion de una variable entre dos condiciones; la prueba T-test
determina si las diferencias observadas son estadisticamente significativas y el volcanot plot
visualiza tanto la magnitud del cambio (fold change) como la significancia estadistica de las
diferencias entre dos condiciones en un solo grafico. Por otro lado, los analisis multivariados
comunmente empleados en metabolémica son el analisis de componentes principales (PCA) y el
analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA). EI PCA permite la visualizacion
multidimensionales, este andlisis permite reducir la dimensionalidad en componentes y encontrar
las componentes principales que explican la mayor varianza en los datos. EI PLS-DA permite la
clasificacion y discriminacion de un conjunto de datos, este andlisis se centra en maximizar la
covarianza entre las variables predictoras y las variables de respuesta (grupos) (Elhaik, 2022; Ruiz
et al., 2020). De igual forma, también se realizan heatmap (mapa de calor) los cuales permiten
destacar las intensidades relativas de los metabolitos en los grupos de estudio, y observar la
dispersion de las réplicas para cada muestra. De esta manera, segun la clasificacién del color (rojo
o azul), podemos decir si un metabolito se encuentra modulado positiva o negativamente, esto

permite la visualizacién de patrones.

El objetivo principal del analisis metabolomico reside en la deteccion y cuantificacion de
una amplia variedad de metabolitos. Estos metabolitos permiten diferenciar patrones de respuesta
ante diversos estimulos, tales como entornos ambientales, cambios nutricionales o enfermedades
(Choueiry et al., 2022). El estudio de estos patrones de respuesta es de utilidad para el diagnéstico

temprano de afecciones médicas o la evaluacion de farmacos para el estudio de enfermedades (Cui
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et al., 2017). La aplicacién de esta metodologia, junto con su correlacion con otras disciplinas
Omicas como protedmica, genomica y transcriptdmica, otorgan una compresion mas completa de
los procesos bioldgicos. La integracion de estos datos permite identificar biomarcadores, el
desarrollo farmacéutico y la evaluacion del estado nutricional en su conjunto (Xu et al., 2017b).
Por ende, la metabolomica emerge como una herramienta esencial para analizar y comprender los

perfiles metabdlicos Unicos de microorganismos patégenos como S. aureus (Schelli et al., 2017)

2.3.  Materiales y métodos
2.3.1. Microorganismo y material vegetal

2.3.1.1. Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 43300.

El microorganismo S. aureus fue donado por la escuela de microbiologia de la universidad
industrial de Santander y proporcionado por el grupo de investigacion GIBIM, la cepa utilizada
fue ATCC 43300 la cual fue obtenida del banco Celula America Type Culture Collection (ATCC).
El medio de cultivo que se uso para el crecimiento de la bacteria fue Trypto-Casein Soy Broth
(TSB) que se adquirio de Sigma-Aldrich. Para el estudio se emple6 agua MilliQ de resistividad

18.2 Q, extraida del Equipo Smart 2 Pure (Thermo Fisher Scientific, MA, U.S.A).

2.3.1.2. Aceite esencial de L. origanoides

El aceite esencial que se empled para el estudio fue Lippia origanoides, el cual fue
suministrado y caracterizado por el Centro Nacional de Investigaciones para la

Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM)
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en la Universidad Industrial de Santander. El disolvente para el aceite esencial fue dimetil
sulféxido (DMSO, grado HPLC) adquirido en Merck. La destilacion y caracterizacion del aceite
L. origanoides fue realizada segun lo propuesto por (Stashenko et al., 2010b). EI AE se obtuvo
mediante hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas usando un equipo Clevenger.
Posteriormente el AE se seco con sulfato de sodio anhidro y se almacené a 4 °C. La extraccion se

realizé por triplicado.

Las muestras se analizaron en un equipo Agilent Technologies 6890N Series Network
System (Palo Alto, California, EE. UU.), acoplado a un detector selectivo de masas (AT, MSD
5975 Inert XL). Para esto se utilizaron dos columnas, una columna capilar apolar, DB-5MS, de 60
m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 pum (df) con fase estacionaria se utilizo 5%-fenil-poli (dimetilsiloxano),
y otra columna capilar polar, DB-WAX, de 60 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 pum (df), con fase
estacionaria de poli (etilenglicol). Se utiliz6 helio como gas de arrastre (99.995% gas AP, Linde,
Bucaramanga, Colombia), con un flujo volumétrico constante de 1 mL/min. La temperatura del
horno se programo de 45 °C (5 min) hasta 150 °C (3 min) a 3 °C/min, luego, hasta 220 °C (5 min),
a 4 °C/min. Los componentes de los aceites esenciales se identificaron por comparacion de sus
espectros de masas, obtenidos por GC-MS, y sus valores de indices de retencion lineales (LRI) en
ambas columnas, polar y apolar, calculados con base en la serie homéloga de n-alcanos C9-C25
(Sigma-Aldrich, Milwaukee, Wisconsin, EE. UU.) y se cotejaron con los valores correspondientes
en bases de datos de espectros de masas diversas de NIST 2014 y Wiley 2008, asi como con

informacidn de estudios cientificos previos.
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2.3.2. Condiciones de crecimiento y formacién del biofilm

Para la formacion del biofilm se emple6 el medio de cultivo TSB enriquecido con glucosa
al 2% (v/v), siguiendo el protocolo establecido por el grupo de investigacién GIBIM, y reportado
por (O’Toole, 2011) el cual se basé al propuesto por la Sociedad Americana para Pruebas y
Materiales (ASTM), para lo cual se utiliz6 dos microplacas de fondo redondo de 24 pocillos el
cual permiti6 la formacion y crecimiento del biofilm, las microplacas contienen el medio de cultivo
y la cepa bacteriana a condiciones de 37 °C. La microplaca se incub6 durante 24 h sin agitacion,
lo cual permite la adherencia de las bacterias a la superficie. Adicionalmente, para los controles
negativos se emplearon medios de cultivo con agua peptonada al 0.1% (p/v). Posteriormente a la
incubacién se elimind el contenido liquido el cual representa las bacterias planctonicas, ademas se
lavé tres veces con agua peptonada al 0.1% (p/v) para eliminar completamente las células en estado
planctonico, seguido a esto, la microplaca se secé en un horno a 60°C durante 45 min. Se realizaron

nueves replicas para el tratamiento y el control.

2.3.3. Evaluacion de la formacién de biofilm

La determinacion de la actividad anti-biofilm para S. aureus se realiz6 por el método
semicuantitativo de tincidn con cristal violeta implementado por el grupo de investigacion GIBIM.
Para esto, se realizé un cultivo de S. aureus ATCC 43300 en 3 mL de medio TSB durante 12 h.
Posteriormente, se realizd la preparacion cultivo liquido suplementado al 2% (v/v) en glucosa.
Seguidamente, se tomo6 100 L del cultivo y se agregaron en una microplaca de fondo redondo
que contenia 100 pL de AE. La microplaca de 96 pocillos fue incubada a 37 °C por 24 h.

Posteriormente, la microplaca se lavo tres veces con agua peptonada al 0.1% (p/v) con el objetivo



L. ORIGANOIDES SOBRE BIOFILM DE S. AUREUS 36

de remover las células plancténicas; luego se agregaron 200 pL de cristal violeta al 0.4% (p/v) por
15 minutos, luego el cristal violeta se elimind mediante 3 lavados con agua peptonada al 0.1%
(p/v), y se agregaron 200 uL de acido acético al 30% (v/v). Seguidamente se cuantifico el biofilm
midiendo la absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas de Elisa (Biorad, imarck, Hercules,
CA, USA). El porcentaje de inhibicion de la formacion de biofilm fue calculado por la ecuacion:

Ac _Am

PF = x 100

c
Pl =100 — PF

Donde:

A = Absorbancia del control positivo

Amn= Absorbancia de la muestra

PF= Porcentaje de formacion

Pl= Porcentaje de inhibicion

2.3.4. Extraccion de metabolitos durante la formacion del biofilm

El método que se empled para la extraccion de metabolitos se baso en el método de
extraccion con metanol frio realizado por (Schelli et al., 2017b) con algunas modificaciones. Para
la extraccion de metabolitos primero se desprendio el biofilm de la microplaca fondo redondo, y
se agregaron 500 pL de agua peptonada al 0.1% (p/v), seguido de esto se centrifugd a 5000 rpm
durante 10 minutos a 4°C, posteriormente se retir6 el sobrenadante y se repitié el procedimiento
una vez méas. Mas adelante, se agregaron 500 puL de metanol acuoso (MeOH) al 50% (v/v) y 500
uL de acetonitrilo acuoso (ACN) al 50% (v/v). Luego, cada vial tanto del grupo control como

muestras tratadas con el AE, se pasé por un sonicador (3 veces seguidas) con la configuracion 10
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seg ON vy 45 seg OFF, seguidamente se centrifugd a 14000 rpm durante 20 minutos a 4 °C.
Posteriormente se tomé 150 pl del sobrenadante resultante que se deposit6 en un tubo Eppendorf
para secar en un concentrador de vacio en el equipo Savant Speed Vac SPD120 (Thermo Fisher
Scientific, Asheville, NC 28804, EE. UU.). Por ultimo, la muestra seca se reconstituyé en 400 uL

de metanol acuoso al 70% (v/v) y se almaceno a -80 °C hasta su analisis por UHPLC/HRMS.

2.3.5. Anélisis por UHPLC/HRMS de los extractos metanolicos

El estudio se realiz6 bajo el enfoque metabolémico no dirigido con el fin de obtener un
perfil metaboldmico global. En este sentido, para el andlisis de los metabolitos extraidos se empleo
cromatografia liquida de ultra alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion
(UHPLC-ESI/Orbitrap-HRMS). EIl espectrometro de masas de alta resolucién usé como
analizador el Orbitrap (Exactive Plus, Thermo Fisher Scientific, Sunnyvale, CA, USA) empleado
en modo Full MS Scan con una resolucion de 70.000 m/m e interfaz de electrospray con
calentamiento (HESI-11) el cual se operé en modo de adquisicion de iones negativos y positivos a
350 °C, un voltaje capilar de +3500V y una temperatura de 320 °C. Los iones positivos se
fragmentaron en la HCD (celda de disociacién de colisiones activadas) a diferentes eV (20,30, 40
y 50) realizado en modo de escaneo escalonado (step-scan), de igual forma con los iones negativos.
Para cada energia de colision, se utilizé una resolucion RFWHM de 35000. El espectrometro de
masas se acoplo a un DionexTM UltimateTM 3000 UHPLC (Thermo Fisher Scientific, Sunnyvale,
CA, EUA), que cuenta con un desgasificador (SRD-3400), una bomba de gradiente binario
(HPG3400RS), un muestreador automatico (WPS 300TRS) y una unidad termostatada para la

columna (TCC 3000). Se utiliz6 como columna una columna Hypersil GOLD ™ aQ (Thermo
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Fisher Scientific, Sunnyvale, CA, EUA; 100 x 2,1 mm, tamafio de particula de 1,9 um) en

condiciones de funcionamiento de 30 °C.

La fase mavil consistio de acido formico en agua al 0.2% (v/v) (A) y el acido férmico en
acetonitrilo (ACN) al 0.2% (v/v) (B), cuyo flujo fue de 300 uLL/min y volumen de inyeccion, 1 L.
La condicion de gradiente inicial se realizé de la siguiente manera: 100% A cambiando linealmente
a 100% B en 8 min, mantenido constante durante 4 min, devuelto al 100% A en 1 min, y mantenido

en equilibrio durante 3 min. Los espectros se tomaron en un rango de m/z 80-1000 Da.

2.3.6. Procesamiento de datos

Los datos obtenidos del espectrometro de masas se convirtieron desde archivos Thermo
raw a mzXML usando el software  msconvert de  Proteowizard 3.0

(http://proteowizard.sourceforge.net/; consultado el 20 de marzo de 2023) (Chambers et al., 2012).

Posteriormente, se empled el software en linea XCMS 3.7.1

(https://xcmsonline.scripps.edu/;consultado el 6 de abril de 2023) (Tautenhahn et al., 2012) el cual

permitio realizar la deconvolucion y alineacion de los datos del control de calidad, de las muestras
de control y las muestras de tratamiento. Asimismo, corregir el ruido de fondo, alineacion de los
tiempos de retencion en los cromatogramas. La configuracion para esto fue un analisis multigrupo
en el modo centWave para la deteccion de caracteristicas (A= 2.5 ppm, ancho de pico minimo= 5
s y ancho de pico maximo= 20 s); la correccién del tiempo de retencion se realiz6 con un método

obiwarp (profStep=1); y la alineacion del cromatograma: mzwid= 0.015 y bw=5).
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Con el software en linea XCMS 3.7.1 se realizaron 2 estudios multigrupo, donde se
compararon las muestras de control calidad (QC), las muestras del tratamiento y las muestras del
control para los modos de iones negativo y positivo. Los datos obtenidos se filtraron con base en
el coeficiente variacion igual o menor al 30% de las muestras control de calidad y se generd una
matriz de datos con las intensidades de las caracteristicas detectadas para cada modo de adquisicion
de iones. Posteriormente, los datos se analizaron en el software MetaboAnalyst 5.0

(https://www.metaboanalyst.ca/; consultado el 13 de abril del 2023) (Pang et al., 2021) donde se

realizd un analisis estadistico uni y multivariado para cada conjunto de datos para el modo de

adquisicion de iones positivo y de iones negativo.

2.3.7. ldentificacién tentativa de metabolitos e integracion de vias metabdlicas.

La identificacion de los posibles metabolitos se realiz6 comparando las relaciones m/z
obtenidas con las reportadas por la base de datos, lo cual se realiz6 con ayuda del software online
CEU mass mediator 3.0 (http://ceumass.eps.uspceu.es/) y con los datos espectrales reportados por
la biblioteca MassBank (https://massbank.eu/MassBank/), HMDB (https: //hmdb.ca/), Pubchem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) y el software online CFM-ID 4.0 (CEM-ID (wishartlab.com)

(consultado el 4 de mayo del 2023) (Wang et al., 2021). La identificacion consistié en la
comparacion de las relaciones (m/z) significativas junto con los tiempos de retencion, con las
reportadas en la literatura y en CEU Mass mediator. Este programa permite llevar la identificacion
hasta el nivel 3 segun el sistema propuesto por la sociedad de metabolomica. Estos datos se
filtraron con una toleracién de 5 ppm y se tomaron en cuenta principalmente los aductos [M+H]*

para el modo de iones positivos y [M-H] para el modo de iones negativos. No obstante, se
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contemplaron los aductos [M+K]*, [M+Na]*, [(M+H)-H20]*, [M+NH4]*, [M+2H]?*, [M+CI],
[(M-H)-H20T, [(M+CH3COOH)-HT", [M-2H]?, en las situaciones donde no se pudo determinar

metabolitos con los principales aductos.

La comparacion se realizo con los datos de masa exacta con ayuda del programa Xcalibur.

Por ultimo, con MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/), se realizé un andlisis de vias

y enriquecimiento que, junto con KEEG (Enciclopedia de genes y genomas de Kioto) se
reconstruyeron las vias metabdlicas que fueron afectadas por la presencia del aceite esencial,
durante la formacién del biofilm. Se consideraron como significativas aquellas vias con un valor
de p menor a 0.05. La identificacién quimica en el presente estudio se report6 con un nivel 2 (segun
la iniciativa de estandares metabolomicos, MSI) (Sansone et al., 2007), a través de comparacion

de los iones fragmentos de cada metabolito con los reportados en la literatura.

2.3.8. Andlisis estadistico

Para el estudio, se realiz6 nueve replicas bioldgicas para el control y el tratamiento para
analizar el efecto de L. origanoides en las rutas metabodlicas de S. aureus. Se realiz6 un analisis
estadistico uni y multivariado con el programa MetaboAnalyst 5.0. Para el analisis multivariado
se realizé un analisis de componentes principales (PCA). Los datos empleados para el PCA fueron
normalizados por suma, la normalizacion por suma permite ajustar los valores de un conjunto de
datos, para que sean comparables en términos de sus proporciones relativas. Posteriormente se
realizd un andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA), donde las relaciones

masa-carga mas significativas se examinaron utilizando el valor de la importancia de la variable
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independiente en la proyeccion (VIP), siendo valores VIP > 1.5 tomados como significativos. Para
el analisis univariado se realizd un analisis fold change (FC) para obtener una cuantificacion
relativa de los metabolitos. En el mismo sentido, se analizaron los datos a traves de un grafico
volcan el cual permite relacionar la significancia estadistica (valor P) frente a la magnitud de las
veces de cambio (FC). Los resultados se complementaron con un anélisis de mapa de calor
(heatmap), con el fin de determinar patrones o grupos (cluster) y establecer la modulacion positiva

y negativa en el control y el tratamiento.

3. Resultados y discusion

3.1.  Andélisis metabodlico del efecto del AE LOT-II sobre la formaciéon del biofilm de S.

aureus

La eleccidn de la concentracion del Aceite Esencial (AE) L. origanoides para la extraccion
de metabolitos se fundamento en los resultados experimentales sobre la evaluacion de la formacion
de biofilm, obtenidos por Stefania Correa, estudiante de maestria en biologia. En este sentido, se
optd por una concentracion de 125 pg/ml, la cual demostré una notable eficacia al inhibir el biofilm

de S. aureus, alcanzando un porcentaje de inhibicion del 86%.

3.1.1. Procesamiento de datos

Los datos obtenidos del UHPLC-ESI/Orbitrap-HRMS se procesaron en el software online
XCMS, los resultados de software online XCMS permitieron obtener una matriz de datos de 2392
caracteristicas de relacion m/z (o features, que corresponden a posibles variables metabdlicas) en

modo de iones negativos y una matriz de datos 2458 caracteristicas en modo de iones positivos.



L. ORIGANOIDES SOBRE BIOFILM DE S. AUREUS 42

Esta herramienta permitio el alineamiento y la normalizacion de los cromatogramas de iones
totales (TIC). El procesamiento de datos permitio obtener datos de alta calidad (obtencidn de datos
significativos, datos comparables) para el posterior analisis estadistico. En lineas generales, se
observo para cada estudio de multigrupo que el TIC original (Figura 3a, ¢) no mostro diferencias
notorias con el TIC corregido (Figura 3b, d). Esto indica que las condiciones durante los analisis
por cromatografia liquidan fueron estables. Del mismo modo, como se muestra en la figura 4, la
desviacidon en el tiempo de retencion de los cromatogramas fue positiva para el estudio multigrupo
en modo de adquisicion de iones positivos y con un valor maximo de 0.04 (min) y, una desviacion
negativa para el modo de adquisicion de iones negativo con un valor de maximo -0.04 (min). Los
tiempos de desviacion positivo implican que los compuestos dentro de una muestra estan eluyendo
de la columna cromatografica mas lento que el tiempo de retencién medio y una desviacion
negativa implica que los compuestos dentro de una muestra estan eluyendo mas rapido que el
tiempo de retencién medio. Esto indica que los resultados son fiables y que las condiciones durante

la ejecucion de la cromatografia se mantuvieron estables.

Figura 3. Cromatograma de iones totales original y corregido para cada modo de adquisicion de

iones.
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Nota. Para el modo de adquisicion de iones negativos, (a) cromatogramas de iones totales, (b)
cromatograma de iones totales corregido. Para modo de adquisicion de iones positivos, (c)
cromatogramas de iones totales, (d) cromatograma de iones totales corregido.

Figura 4. Desviacion del tiempo de retencion vs el tiempo de retencion para cada modo de

adquisicion de iones.
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Nota. (a) para el modo de adquisicidn de iones positivo, (b) para el modo de adquisicion de iones
negativo.

3.1.2. Validacion del método analitico con las muestras de control de calidad (QC)

La evaluacién de los estudios multigrupos con las muestras de control de calidad permitio
comprobar la precision del método analitico. Estas muestras de control de calidad son de
importancia, dado que permiten garantizar que los resultados de los analisis posteriores sean
significativos y consistentes. En ese contexto, del procesamiento de las matrices de datos
originales, se obtuvieron dos matrices nuevas con 1215 caracteristicas (o features correspondientes
a las variables metabdlicas) en modo de iones negativos y 1392 caracteristicas en modo de iones

positivos. Posteriormente, para verificar la validacion del método se visualizé el comportamiento
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de las muestras tratamiento, control y las de control de calidad en un analisis por componentes

principales (PCA) (Figura 5).

Los analisis multigrupos permitieron establecer que el modelo estadistico aplicado es
valido en todas las muestras analizadas, puesto que, al comparar las muestras del grupo control,
grupo tratamiento y las muestras del control de calidad, se pudo establecer que las diferencias
observadas se deben principalmente a un cambio en el perfil biol6gico y no variables aleatorias o
instrumentales. De los diagramas PCA para ambos modos de adquisicion en iones positivos
(Figura 5a) y negativos (Figura 5b) se puede observar que las muestras de QC se encuentran
agrupadas entre si y que, ademas, se evidencia que estas no se encuentran superpuestas con las
muestras de estudio (control y tratamiento). Los diagramas PCA muestran una varianza explicada
de los dos componentes principales (PC1 y PC2) del 68.3 % para el modo de adquisicion en iones
positivo y 92% para el modo de adquisicion en iones negativo. Los resultados obtenidos del estudio
de las muestras de control de calidad (QC) indican que las diferencias bioldgicas determinadas en
las muestras control vs tratamiento se deben principalmente a cambios en los perfiles metabélicos

y no, a errores técnicos de reproducibilidad de los datos analiticos.

Figura 5. Diagrama PCA multigrupo de muestras control, muestras tratamiento y muestras de control de
calidad, (a) modo de iones positivos, (b) modo de iones negativos.
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Nota. Las muestras de control se evidencian en color rojo, las muestras de tratamiento en color
azul y las muestras de control de calidad (QC) en color verde.

3.1.3. Anadlisis estadisticos uni- y multivariados

Los andlisis multivariados permiten establecer relaciones que pueden existir entre un
conjunto de datos, estas técnicas estadisticas permiten el analisis simultdneo de dos o mas
caracteristicas. Con el fin de reducir la dimensionalidad y comparar las células sésiles no tratadas
(control) y las células sésiles tratadas con el AE (tratamiento) para ambos modos de adquisicion,
se elabord los gréaficos de andlisis de componentes principales PCA (Figura 6 a,b). Para el modo
de iones positivos el PC 1 muestra una varianza explicada de 25.9% y PC 2 21.4%, y para el modo
de iones negativos un PC 1 de 30.5% y un PC 2 un 11%. Para una mejor clasificaciéon y
discriminacién de los datos se realizo el diagrama PLS-DA para ambos modos de adquisicion.

Esto con el objetivo de maximizar la covarianza entre las variables independientes y la variable
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dependiente, y de esta manera observar diferencias entre los dos grupos (control y tratamiento)

(Figura 6¢, d). Los parametros R?y Q? para el modo de adquisicion de iones positivo mostro valores

(0.99y 0.80), y para el modo de iones negativo valores (0.99 y 0.69), respectivamente. Los valores

de Q? se encuentran dentro del limite aceptable (Q? > 0.5) para evaluar la calidad del modelo en

estudios metabolémicos, segn lo mencionan varios autores (Szymanska et al., 2012; Triba et al.,

2015). Los datos empleados para el PCA y PLS-DA fueron normalizados por suma.

Estos

resultados sugieren un buen ajuste del modelo, confiabilidad y predictibilidad de los datos. De

igual forma, sugieren que realmente hay un efecto significativo del AE LOT-Il sobre el

metabolismo durante la formacion del biofilm de S. aureus.

Figura 6. Analisis multivariado (PCA y PLS-DA) en modo de iones negativos y positivos para S.

aureus durante la formacion del biofilm.
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Nota. Representacion de los diferentes perfiles metabdlicos con y sin tratamiento con el aceite
esencial L. origanoides LOT Il. (a y b) PCA en modo de iones positivo y negativo,

respectivamente. (c y d) PLS-DA en modo de iones positivo y negativo, respectivamente. Control
(color rojo) y tratamiento (color verde).

Los analisis univariados permiten comprender la distribucién y las caracteristicas de una
variable especifica. El analisis univariado volcano plot permite evaluar la diferencia relativa en la
expresién entre dos condiciones o dos grupos, como el tratamiento de un farmaco versus el control,
el volcano plot relaciona el valor p (p-value) y el valor Fold Change (FC), donde el valor p mide
la significancia estadistica y el valor FC la expresion de una caracteristica. En la Figura 7 se
representan los graficos de volcan plot paraambos modos de adquisicion, donde en la parte derecha
encontramos aquellas variables metabdlicas (caracteristicas) del tratamiento que han sido
modulados positivamente (color rojo) y en la parte izquierda aquellas caracteristicas moduladas

negativamente (color azul). Del mismo modo, aquellas variables ubicadas en la parte superior
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presentan un valor de p menor y, por tanto, son estadisticamente significativas. En ese contexto,
observamos que la mayor parte del conjunto de caracteristicas se encuentran modulado

negativamente.

Figura 7. Andlisis univariado Volcano Plot para cada modo de adquisicidn de iones.
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Nota. Modos de adquisicion de iones positivos (a) y negativo (b) de células sésiles.
(tratamiento/control).

3.1.4. ldentificacion tentativa de metabolitos

La identificacion tentativa de metabolitos se realizé de acuerdo con la importancia de las
variables de proyeccién (VIP), con relaciones m/z estadisticamente significativos con VIP>1.5. La
identificacion se realizé mediante el software CEU Mass mediator. Este programa permite llevar
la identificacion hasta el nivel 3 segun el sistema propuesto por la sociedad de metabolémica. Para
la identificacion tentativa nivel 2, se tomaron los metabolitos encontrados en el nivel de
identificacion 3 y se compararon usando datos de la literatura de espectros de fragmentacion

(software online CFM-ID 4.0) con los obtenidos experimentalmente (Tabla 3, Tabla S2, Tabla S1).
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Esta basqueda permitio identificar tentativamente 52 metabolitos en el modo de iones positivo y
10 metabolitos en el modo de iones negativo. Entre los metabolitos identificados tentativamente
se identificaron 27 metabolitos modulados positivamente y 35 metabolitos modulados
negativamente para un total de 62 metabolitos alterados por efecto del tratamiento con el AE de L.

origanoides (Tabla 3).

Tabla 3. Metabolitos identificados tentativamente de células sésiles tratadas con el AE LOT-II

para S. aureus.

Metabolito identificado l(;(:::ll:cl: Aducto m/z Appm (Ir:l:n) MA M
1-metoxifenantreno CisHi20 [M+NH4]"  226.1224  3.28 7.04 + 1
1-fenil-2-hexanona Ci2His0 [M+H]" 177.1273 345 9.21 + 0
arei li‘;;izci;nico CoHisNsOs  [M+H]" 2911294 357 094  + 1

Fenilacetaldehido CsHsO [M+H]" 121.0650  3.15 9.21 + 0
L-valina CsHiuNO2 [M+H]" 118.0864  3.50 0.94 + 0
Estearamida CisH37sNO [M+H]" 284.2945  2.97 9.66 + 1
Urato-3-ribonucledsido C10H12N4O7 [M+H]" 301.0793  2.78 1.58 + 1
Acido 11-amino- C1HxNO: [M+H]" 2021800 327 179  + l
undecanoico
Acido 5-amino-pentanoico CsHiuNO: [M+Na]* 140.0682  4.13 0.94 + l
Glicerol CsHs0:s [M+Na]* 115.0369 1.94 0.94 + !
2-(3-fenilpropil) piridina CuaHisN [M+H]" 198.1276  3.17 4.74 + )
Dodecanamida Ci2H2sNO [M+H]" 200.2008  3.13 8.29 + !
Pipericina C22H41INO [M+H]" 336.3257  2.77 9.87 + 1
Creatina C4HoN:O2 [M+H]* 132.0768  3.65 11.19 + 0
MG(i-18:0/0:0/0:0) C21H4204 [M+Na]* 381.2970  2.72 9.76 + 0
Acido fenilacético CsHz:O:2 [M+NH4]"  154.0862  3.88 2.97 + l
D-glucosamina CsH1:NOs [M+H]* 180.0865  3.88 0.94 + !
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Armillarina C24H3006 [M+H]* 4152110  2.58 7.62 + !
Acido L-glutamico CsHoNO4 [M+Na]* 170.0422  4.04 0.89 + l
Espermidina C7H1oNs [M+H]" 146.1651  3.95 1.25 + !
Acido fenilglioxilico CsHeOs [M+H]* 151.0389  3.89 4.14 + 1
+H)-
Fosfocreatina C4H10N3OsP (M HB 194.032 2.38 0.81 + !
H20]
Linoleamida CisHasNO [M+H]" 280.2632  3.03 9.16 + !
Isopropilmaleato C7H1004 [M+H]" 159.0651  3.68 4.68 + l
Acido 9,10-epoxiestearico CisH340s [M+Na]" 321.2398  2.30 8.78 + l
Fosfoserina CsHsNOeP [M+Na]®  207.9981 2.84 0.89 + !
Dihidrouracilo CaHeN202 [M+NH4]"  132.0768  3.67 10.37 + !
N-butiril-L-h i
HHITZLAROMOSENE H1sNO; [M+H]*  172.0967 3.66  2.52 + l
lactona
7-hexadecenal CisH300 [M+H]" 239.2367 3.14 941 + 1
MG(16:0/0:0/0:0) CioH3:04 [M+H]" 331.2839 2.72 9.41 + 0
Acido 10-oxo-
c1e0 TLoxo CroH360s [M+H]" 3132733 294 941 + 1
nonadecanoico
Acido a-linolénico CisH3002 [M+H]* 279.2315  3.12 8.61 + !
M+H)-
Pantotenato CoH17NOs [(H O] +) 202.1073  3.23 2.86 + )
2
Acido 5-oxo- CarHaOs [MHH]" 3413046 278 921  + |
heneicosanoico
Acido linoleil hidroxdmico ~ CisH3:NO: [M+H]" 296.2580  3.08 8.30 + !
Acido 3-
+ * ) ) +
hidroxifenilacético CsHsOs [M+NH4] 170.0811  3.47 2.86 1
I-metilpirrolinio CsHioN [M+Na]* 107.0706  5.00 12.66 + l
Ser Arg Tyr Ci8H2sN6Os [M+H]" 4252140 1.93 8.62 + !
Pro Lys Asn Ci5H27N505 [M+H]" 358.2078  3.53 0.99 + !
Acido 2,4,12-
octadecatrienoico C22H39NO [M+H]* 3343102  2.51 9.66 + 1
isobutilamida
CDP-ribitol C14H25N3015P2 [M+Na]" 560.0643  2.71 0.89 !
10-dodecen-1-o0l Ci12H240 [M+NH4]"  202.2164 3.42 6.87 1
Dehidrofitoesfingosina CisH37NOs [M+H]* 316.2843  2.87 8.75 + 1
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Acido CsH50-P [M+2H]™  92.9961 406  0.11 +
fosfohidroxipiravico
L-homofenilalanina Ci10Hi3sNO2 [M+H]" 180.1018  3.49 3.75 +
3-0x0-3-
27ORO CsH:Os [M+Na]"  165.0546 3.54  7.38 +
fenilpropanoato
.. M+H)-
L-lisina CeH14N202 [(H o] +) 129.1023 391 4.03 +
2
Fosfato de N- C3H1oNOsP [M+H]"  156.0421 329 094  + l
metiletanolamina
Citosina C4HsNO [M+H]" 112.0508  2.67 1.52 + 0
3-hidroxibenzaldehido C7H6O2 [M+H]* 123.0442  3.34 7.38 + !
sn-glicero-3-fosfocolina CsH2:1NOeP [M+2H]™  130.0629 1.75 0.89 + 0
L-histidina CsHoN3O2 [M+H]" 156.0766  4.19 0.89 + 1
Acido N- [(M-H)-
H 171.04 . . -
carbamoilglutamico ColiN-0s H>OJ 71.0400 3.39 097 !
Acido octadecanedioico CisH3404 [M-H] 313.2377  0.46 8.02 - l
Arg Arg Met Ci7H35sNoO4S [M+CI] 496.2240 3.84  10.84 - 1
Acido 3- [(M+HCOO
H 29.232 . A -
oxohexadecanoico Gt Os H)-H] 3292326 0.75 719 !
Oxaloglutarato C7HsO~ [M-H] 203.0197  2.56 0.87 - l
Acido 12-hidroxiestearico CisH360s [M-H] 299.2585  0.56 8.92 - l
4-fosfopantoato CesH1:0-,P [M-H] 227.0317 147 1.02 - l
Acido 6-fosfogluconico CesH13:010P [M-HJ 275.0167  0.29 0.92 - 1
Acido 10-oxo-11-
Zlctz dec;’;‘;w CisH520s [M-H] 2952270 1.03 855 ] l
TI‘p AI‘g Val C22H33N704 [M+C1] 494.2276 1.27 9.94 - T

Nota. tr: Tiempo de retencion, MA: modo de adquisicion de iones, M: modulacién de metabolitos
en el tratamiento.

Los metabolitos tentativamente identificados se pueden clasificar principalmente en la
super clase como &cidos organicos, acidos grasos y benzenoides (Figura 8). Estos se clasifican

quimicamente en la subclase como aminoacidos, dipéptidos, acidos fenilpiravicos derivados,
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hidroxibenzaldehidos, pirrolinas, guanidinas, &cidos hipuricos, hidrocarburos alifaticos
insaturados, entre otros (Figura 8). Como se observa en la clasificacion estructural los metabolitos
tentativamente en su mayoria son de caracter lipidico, entre los que destacan, el acido linoleil
hidroxamico, sn-glicero3-fosfocolina, glicerol y deméas. El glicerol es un metabolito de
importancia para la obtencion de energia. Ademas, se ha relacionado con los &cidos teicoicos, los
cuales estan involucrados en la formacion del biofilm de S. aureus (Gholami et al., 2019); el
metabolito sn-glicero3-fosfocolina es un fosfolipido de membrana de bacterias Grampositivas,
este constituyente es de importancia para la estructura bacteriana de S. aureus (Gholami et al.,

2019; Mijiddorj et al., 2019).

Figura 8. Clasificacion quimica estructural de los metabolitos tentativamente identificado.
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Nota. (a) Super clase (b) Subclase.
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Siguiendo esta linea de pensamiento, al observar la Figura (8b), se nota que los
aminoacidos y los péptidos constituyen una parte significativa de los metabolitos identificados de
manera tentativa. EI metabolismo de aminoacidos segun lo mencionan (Rahman et al., 2022)
contribuye como fuente de energia durante la formacion del biofilm. No obstante, este también
permite que el microorganismo se adapte a las condiciones del entorno, incluyendo disponibilidad
de nutriente y equilibrio redox. En esta categoria, cabe resaltar el &cido L-argininosuccinico el cual
es precursor del fumarato en la via del &cido tricarboxilico, este es un metabolito relacionado con
la biosintesis de la arginina. EI metabolismo y biosintesis de arginina juegan un papel importante
en la sintesis de adhesina intercelular polisacarido, la cual esta involucrado principalmente con la

formacion de biofilm (Zhu et al., 2007).

La modulacion de los metabolitos relacionados con la formacion del biofilm de S. aureus
se observa en la Figura 9. El Hierarchical Clustering Heatmaps es una representacion visual donde
se destacan las intensidades relativas o concentraciones de las réplicas de dos 0 méas conjunto de
datos. Estos resultados muestran que 39 metabolitos en el tratamiento se encuentran modulados
negativamente, entre los que destacan la fosfocreatina, dihidrouracilo, y el acido L-glutamico. Este
comportamiento se observa en los diagramas de caja de la Figura (10a, b, ¢). Del mismo modo, se
observan 34 metabolitos en el tratamiento modulados positivamente, entre los que se destacan el
acido 6-fosfoglucénico, L-valina, y el acido L-argininosuccinico cuyos diagramas de caja se

muestran en la Figura (10 d, e, f).

Los diagramas de cajas y bigotes son una representacion graficas de la dispersion de los

datos y de los valores atipicos, la caja representa el rango intercuartil (IQR) y los bigotes
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representan los valores minimos y maximos que no se consideran valores atipicos. En ese contexto,
observamos, que el dihidrouracilo y la fosfocreatina presentan una mayor dispersion en el control,
ademas de una distribucion asimétrica, en contraste en el tratamiento, que presentan una menor

distribucion y mas simetria.

Figura 9. Hierarchical Clustering Heatmaps de los metabolitos mas representativos afectados en

células sésiles después del tratamiento con el AE LOT-II.
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Nota. (a, b, ¢) metabolitos modulados negativamente, (d, e, f) metabolitos modulados

positivamente.

3.1.5. Integracion de vias metabolicas afectadas por el AE LOT-II sobre células sésiles de

S. aureus.
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El estudio del enriquecimiento de vias metabolicas proporciond una vision mas profunda
de como el AE LTC-I1I afecta la formacion del biofilm de S. aureus. Se identificaron un total de 9
vias metabdlicas que se vieron significativamente influenciadas por este efecto (Tabla 4). Este
analisis de vias metabdlicas se llevo a cabo mediante la evaluacion de metabolitos que mostraron
diferencias significativas entre el grupo de control y el grupo de tratamiento, con un valor de
p<0.05, lo que resalta la relevancia de estas alteraciones en la respuesta bioldgica (Figura 11).
Entre las vias metabolicas que destacan se encuentra, la biosintesis de pantotenato y CoA,
Metabolismo de arginina y prolina y el metabolismo de la fenilalanina. EIl pantotenato y la
coenzima A (CoA), son componentes de importancia en varias vias metabolicas, la biosintesis de
estos es esencial para el crecimiento y supervivencia de la bacteria, por lo que un impacto en esta
via metabdlica presenta una alteracion en el metabolismo general de S. aureus (Khanppnavar et

al., 2019a; Liu et al., 2014)

Tabla 4. Clasificacion de metabolitos tentativamente identificados segun el analisis de

enriquecimientos de las vias KEEG.

Metabolit
Vias metabolicas Total Hits Valor p . ¢ a‘bo 1108
identificados
Creatina,
M.eta.tbolismo ('16 18 4 9.47x10 espermidifla,. acido L-
arginina y prolina glutamico,
fosfocreatina
o Acido pantoténico,
Biosintesis de 19 4 0.00137 dihidrouracilo, L-
pantotenato y CoA .
valina, pantotenato
; Dihidrouracilo, L-
Metabolismo de la 71 3 0.00186

B - alanina histidina, espermidina
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fenilalanina 10 0.00615 Acido fenilacético
. Acido L-glutamico
Biosintesis de 14 0.0121 4cido L-
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Metabolismo de Acido L-glutamico,
histidina 16 0.0157 L-histidina
Metabolismo de Acido L-
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Metabolismo del 73 0.0453 g
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Figura 11. Analisis de enriquecimiento de los metabolitos significativos en el tratamiento que

fueron modulados por el AE LOT-I1 en células de sésiles de S. aureus.
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Figura 12. Esquema general de las principales vias metabdlicas afectadas por el AE LOT-I1I sobre la formacion del biofilm de S. aureus.
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El aceite esencial LOT Il probado en este estudio presentd un efecto inhibitorio contra la
formacion del biofilm de S. aureus ATCC 43300 segun los resultados obtenidos por la estudiante
de maestria en biologia Stefania Correa, en el proyecto Macro de Colombia cientifica, donde a con
una concentracion de 100 pg/ml del AE inhibe mas del 70% del biofilm (Tabla S3). Resultados
similares fueron reportados por otros estudios llevados a cabo en el grupo de investigacion GIBIM,
donde se observo que el aceite esencial LTC Il presento sobre la formacion de biofilm de S. aureus
ATCC 29213 un efecto inhibitorio. Esto sugiere, que también existe una disminucién en la
densidad del biofilm tratado con el AE (Martinez et al., 2021). Estudios previos han demostrado
que los AE estan relacionados con la inhibicion de la matriz extracelular, que desempefia un papel
crucial en la fase inicial de la formacion del biofilm, ya que mejora la adhesion celular a la
superficie (Guillin et al., 2023). Ademas, se ha demostrado que los AE pueden inhibir la
comunicacion celular, lo que dificulta la formacion del biofilm (Bouyahya et al., 2019a; Kim et
al., 2017). Un posible mecanismo de accion del AE sobre la formacion del biofilm involucra la
inhibicion de adhesinas y proteinas extracelulares. Las adhesinas son de importancias en las
primeras etapas de la formacién del biofilm ya que permiten a S. aureus unirse a superficies
bioticas o abidticas. Por otro lado, las proteinas extracelulares le confieren a la matriz extracelular

que sostiene el biofilm mayor resistencia (Wu et al., 2021).

Las membranas de bacterias como S. aureus desempefian un papel crucial como barreras
selectivas que permite el paso de nutrientes, el anclaje de proteinas, la comunicacion de celular, y
proteccién (Bouyahya et al., 2019b). Estas membranas proporcionan un ambiente adecuado para
todos los procesos celulares y permiten el acceso a iones como potasio (K*) y sodio (Na*), los

cuales son de importancia para la homeostasis ionica (Diao et al., 2014). Los AE se caracterizan
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por tener una alta hidrofobicidad. Cuando entran en contacto con las membranas celulares, los AE
pueden hacerlas mas permeables lo que permite la fuga de iones, ATP y ADN, fendmeno que se
relaciona con la muerte celular, al debilitar la integridad celular y generar una respuesta de estrés

(Dhifi et al., 2016).

Ademas, se ha demostrado que los principales constituyentes del AE de L. origanoides,
como el timol y el carvacrol presentan una mayor actividad anti-biofilma diferencia de los otros
constituyentes (Borges et al., 2017; Tarabily et al., 2021). Un posible mecanismo de accion de
estos metabolitos secundarios de plantas es inducir la liberacion de lipopolisacaridos los cuales se
integran dentro de las membranas y las alteran (Bhavaniramya et al., 2019). Ademas, los AE ha
demostrado reducir la fuerza proton motriz, de esta manera reduciendo la sintesis de ATP, y por
tanto la concentracion de ATP intracelular (Nazzaro et al., 2013). Estudios recientes han
demostrado que el efecto anti-biofilm y antibacteriano de AE no se atribuyen solamente a sus
componentes principales, dado que este puede presentar un efecto sinérgico entre los
constituyentes que se encuentran en menor proporcion (Bouhtit et al., 2021; Cav et al., 2021). Es
de resaltar, que los AE son mas eficaces en bacterias Grampositivas como S. aureus considerando
que estas presentan una capa de peptidoglucanos que se encuentra en la parte externa de la

membrana celular (Burt, 2004).

Para analizar mas profundamente los mecanismos subyacentes que respalden los efectos
del AE LOT-II sobre la formacion del biofilm de S. aureus, los estudios metabolémicos emergen
como una herramienta poderosa que permiten dar una aproximacion sobre como los AE interfieren

con los procesos celulares y bioquimicos. En ese contexto, los resultados del analisis
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metaboldmico mostraron que los principales metabolitos diferenciales estan involucrados
principalmente con el metabolismo de aminoacidos; como el metabolismo de la fenilalanina,

metabolismo de la prolina y arginina, y el metabolismo de p-alanina entre otros.

Estudios recientes han demostrado que el metabolismo de aminoacidos es de importancia
para la formacion del biofilm estafilocdcico. Analisis del proteoma del biofilm de S. aureus han
revelado las proteinas asociadas a la union celular, como la sintesis de adhesinas intercelular de
polisacarido y proteinas de union al fibrindgeno se encuentran moduladas positivamente (Resch et
al., 2005, 2006). Los resultados metabolicos muestran que el &cido L-arginosuccinico se encuentra
modulado positivamente (Figura 10), este metabolito es precursor en la produccién del aminoacido
L-arginina, el cual esta relacionado con la formacién de adhesinas. Ademas, es un precursor de
importancia para la sintesis de 6xido nitrico (NO) que se encuentra relacionado con la formacién
y la dispersion de biofilm (Ramirez et al., 2014). EI AE también presento afectaciones en el
metabolismo de la p-alanina, donde se observa que el metabolito dihidrouracilo, espermidina,
precursores de la B-alanina se encuentran modulados negativamente, de igual forma, la L-valina
se encuentra modulada positivamente. Estos metabolitos estdn también relacionados con la
biosintesis de pantotenato y CoA (Khanppnavar et al., 2019b). En el metabolismo de la arginina y
prolina, se encontr6 que la creatina se encuentra modulado positivamente y la fosfocreatina
modulada negativamente, estos son precursores de la prolina. Estudios han demostrado que la
prolina presenta un papel importante en la modulacion del estrés osmaético y la sefializacion celular
(Cleaver et al., 2021). Ademas, este aminoacido sirve como fuente de energia y de nitrdgeno, la
inhibicion del metabolismo de la prolina se ha relacionado como una disminucién en la patogénesis

de bacterias (Christgen & Becker, 2019).
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El metabolismo de la fenilalanina se encontré afectado durante la formacion del biofilm
con metabolitos como la L-homofenilalanina y el &cido fenilacético modulados negativamente y
el metabolito fenilacetaldehido modulado positivamente, en la biosintesis de aminoacil-ARNt se
encontraron los metabolitos L-histidina, L-valina modulados positivamente y los metabolitos L-
lisina, acido L-glutamico modulados negativamente. Del mismo modo, se encontré que en la via
de las pentosas fosfato, el metabolito &cido 6-fosfoglucénico se encuentra modulado
positivamente. Este metabolito es precursor del piruvato segun la via Entner-Doudoroff, esta via
es una alternativa para la degradacion de glucosa en las bacterias y por tanto la obtencion de
energia (Wan et al.,, 2018). En resumen, estudios recientes destacan la importancia del

metabolismo de aminoacidos en la formacion del biofilm estafilococico.

Por otro lado, el metabolito CDP-ribitol (citidina difosfato ribitol) se encuentra modulado
negativamente, el CDP-ribitol esta relacionado con la biosintesis de los &cidos teicoicos de pared,
los cuales hacen parte de la pared celular de bacterias gram-positivas como S. aureus. EI CDP
ribitol es precursor para la polimerizacion del ribitol-fosfato, el cual es uno de los constituyentes
de los acidos teicoicos de pared (WTA) (Li et al., 2021). El estudio realizado por Hou y
colaboradores (2022) determind que la disminucién en los WTA afecta la etapa inicial en la
adhesién para la formacién del biofilm (Hou et al., 2022). Un posible mecanismo de accién del
AE se asocia a la produccién inducida de la GlpQ (glicerofosfodiesterasa), una enzima hidrolizante

de WTA y secretada por S. aureus.

El AE de L. origanoides presento un efecto negativo en la pared del celular de S. aureus

durante la formacion del biofilm, al modular negativamente los compontes principales de los
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acidos teicoicos como el glicerol y el CDP-ribitol, los cuales se encuentran en la pared celular y
son de importancia en la etapa inicial de la adherencia del microorganismo a la superficie. Ademas,
este estudio también mostro la modulacion de algunos aminoacidos como el glutamato y la lisina
que se encuentran unidos al polimero N-Acetilmuramico, el cual es componente principal de los
peptidoglicanos que conforman la pared celular. Es de esta manera, que el posible blanco del AE
de L. origanoides durante la formacidn del biofilm es la pared celular, ademas de inhibir la sintesis

de adhesinas las cuales son de importancia para colonizar superficies.

4. Conclusiones

El aceite esencial de L. origanoides LOT Il presentd un efecto inhibitorio durante la
formacion del biofilm de S. aureus. Un posible mecanismo de accion del AE se asocia
principalmente a afectaciones en el metabolismo de aminoacidos, como por ejemplo el
metabolismo de la prolina y arginina, metabolismo de la B-alanina, y metabolismo de L-
fenilalanina, los cuales son de importancia para la sintesis de adhesinas, estas permites adherirse a
superficies bidtica o abidticas. También, se observaron afectaciones sobre la biosintesis del
pantotenato y en el metabolismo de glicerofosfolipidos. Ademas, otro posible mecanismo de
accion del AE, se debe a que este puede difundirse sobre la matriz extracelular, la cual esta
compuesta de polisacaridos y por tanto desestabilizarla, asimismo afectar la pared celular, lo cual
modula a la baja precursores importantes de la pared celular como el CDP-ribitol y el glicerol. Los
resultados obtenidos, nos brindan una aproximacion sobre el modo de accién del AE sobre la
formacion del biofilm de S. aureus y promueven el estudio de posibles dianas terapéuticas con el

objetivo de contrarrestar la generacién de patégenos multirresistentes.
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