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Resumen

TITULO: APLICACION DE ACEITES ESENCIALES DE PLANTAS MEDICINALES
AROMATICAS PARA LA INHIBICION DEL QUORUM SENSING Y LA FORMACION DE
BIOFILM EN Salmonella enterica serovariedad Enteritidis Y salmonella enterica serovariedad
Typhimurium*

AUTOR: YULIANY TORCOROMA GUILLIN RINCON**
PALABRAS CLAVES: ACEITES ESENCIALES, BIOFILM, QUORUM SENSING, Salmonella
DESCRIPCION:

La aparicion de microorganismos resistentes a multiples farmacos representa un desafio mundial,
debido a la escasez de nuevos agentes antimicrobianos efectivos. Por lo tanto, se hace necesario la
busqueda de nuevos compuestos que permitan el tratamiento de estos microorganismos patogenos;
en este contexto, los aceites esenciales (AE) de plantas aromaticas medicinales han generado
resultados prometedores. En este estudio, se evalud el potencial biolégico de 15 AE sobre
Salmonella enterica serovariedad Enteritidis ATCC 13076 y Salmonella enterica serovariedad
Typhimurium ATCC 14028 en estado planctonico y sésil. Los AE fueron suministrados y
caracterizados por el Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de especies
vegetales arométicas y medicinales tropicales (CENIVAM). De los 15 AE, 4 presentaron actividad
antimicrobiana y 6 propiedades anti-biofilm. EI AE de Lippia origanoides quimiotipo carvacrol
presento la CMI més baja (0.37mg/mL) y CMB (0.75 mg/mL). Este AE también present6 el mayor
porcentaje de inhibicion del biofilm (>65%) sobre ambos microorganismos, lo cual pudo ser
evidenciado en las imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM). Ademas, el AE de LOC
fue el Unico AE que presentd actividad anti-quorum sensing a concentraciones sub-inhibitorias.
Finalmente, los perfiles transcripcionales presentaron cambios significativos en la expresion de los
genes relacionados con el quorum sensing y la formaciédn del biofilm. Estos resultados indican que
los aceites esenciales pueden inhibir tanto la expresion de los genes involucrados en el mecanismo
de quorum sensing como el crecimiento de microorganismos formadores de biofilm y que tendrian
un potencial uso como agente antimicrobiano.

*Trabajo de Grado
**Escuela de Biologia. Facultad de Ciencias, Universidad Industrial de Santander.
Director: Rodrigo Torres Saez, PhD. Codirector: Marlon Yesid Caceres Ortiz, MSc.
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Abstract

TITLE: APPLICATION OF ESSENTIAL OILS OF AROMATIC MEDICINAL PLANTS FOR
THE INHIBITION OF QUORUM SENSING AND THE FORMATION OF BIOFILM IN
Salmonella enterica serovar Enteritidis And Salmonella enterica serovar Typhimurium*

AUTHOR: YULIANY TORCOROMA GUILLIN RINCON**
KEYWORDS: OILS ESSENTIAL, BIOFILM, QUORUM SENSING, Salmonella
DESCRIPTION:

The emergence of multi-drug resistant microorganisms represents a global challenge, due to the
shortage of new effective antimicrobial agents. Therefore, it is necessary to search for new
compounds that allow the treatment of these pathogenic microorganisms; In this context, the
essential oils (EO) of medicinal aromatic plants have generated promising results. In this study,
the biological potential of 15 AE on Salmonella enterica serovar Enteritidis ATCC 13076 and
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 in planktonic and sessile state were
evaluated. The AE were supplied and characterized by the Centro Nacional de Investigaciones
para la Agroindustrializacién de especies vegetales arométicas y medicinales tropicales
(CENIVAM). Of the 15 AE, 4 presented antimicrobial activity and 6 anti-biofilm properties. The
EO of Lippia origanoides chemotype carvacrol had the lowest MIC (0.37 mg / mL) and CMB
(0.75 mg / mL). This AE also presented the highest percentage of biofilm inhibition (>65%) on
both microorganisms, which could be evidenced in scanning electron microscopy (SEM) images.
Also, the LOC AE was the only AE that presented anti-quorum sensing activity at sub-inhibitory
concentrations. Finally, the transcriptional profiles showed significant changes in the expression
of genes related to quorum sensing and biofilm formation. These results indicate that essential oils
can inhibit both the expression of the genes involved in the quorum sensing mechanism and the
growth of biofilm-forming microorganisms and that they would have potential use as an
antimicrobial agent.

*Degree Project
**Escuela de Biologia. Facultad de Ciencias, Universidad Industrial de Santander.
Director: Rodrigo Torres Saez, PhD. Codirector: Marlon Yesid Caceres Ortiz, MSc.
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Introduccion

La salmonelosis no tifoidea es una de las enfermedades zoondticas mas relevantes a nivel global
debido al impacto que presenta sobre la salud humana y animal. Se estima que anualmente 93
millones de personas son infectadas por bacterias del género Salmonella y 155 mil mueren a causa
de este patdgeno (Quesada, Reginatto, Espariol, Colantonio, & Burrone, 2016). La principal causa
de contagio es la ingestion de alimentos contaminados provenientes de animales, tales como carne,
huevo y leche, al igual que la ingestion de frutas, verduras y agua contaminada (Gonzalez Pedraza,
Sanandres, Varela, Aguirre, & Camacho, 2014). Estos microorganismos actlan como agentes
etiologicos de infecciones intestinales y sistémicas, las afecciones méas frecuentes son
gastroenteritis, bacteriemia, estado portador crénico asintomatico o infeccion localizada (Piatek,
J., Sommermeyer, H., Bernatek, M., Ciechelska-Rybarczyk, A., Oleskow, B., Mikkelsen, L. S., &

Barken, 2019).

Actualmente, organizaciones como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) vy el Centro
para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) han informado nuevamente el incremento
de resistencia a antibidticos en cepas de Salmonella sp, debido al uso indiscriminado de
bactericidas (Akova, 2016; Rivera Calderon, Motta Delgado, Ceron Urbano, & Chimonja Coy,
2012). Por tanto, enfermedades que se encontraban controladas hace algunas décadas, ahora
reinciden con microorganismos multirresistentes. La multiresistencia se adquiere mediante varios
mecanismos, como propiedad intrinseca o adquirida (nuevo material genético, mutaciones en
cromosomas bacterianos, activacion de bombas, plasmidos o transposones, etc.) (Sharma,

Johnson, Cizmas, Mcdonald, & Kim, 2016).
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Ademas, los microorganismos del género Salmonella tienen la capacidad de formar biofilms,
mediante diferentes tipos de comunicacién celular quimica (pj: quorum sensing), caracteristica
asociada a muchas infecciones intrahospitalarias persistentes, especialmente en la poblacién
inmunocomprometida. El biofilm le confiere a los microorganismos un aumento en la capacidad
de resistencia, por tanto, los antibiéticos no pueden ejercer su funcién bactericida y el control sobre
los microorganismos resulta mas complejo (Meneses ML, 2011; Vestby, Maretrg, Langsrud, Heir,

& Nesse, 2009).

La farmacorresistencia del biofilm se ha atribuido a varios factores: (i) sustancias poliméricas
extracelulares (EPS), las cuales actla como barrera fisica y quimica; (ii) metabolismo celular
disminuido, lo que impide que los antibidticos que acttan sobre células en division no presenten
ningun efecto significativo; (iii) el ADN extracelular posee carga negativa lo que permite la unién
a los antibioticos con carga positiva, disminuyendo su concentracién efectiva, entre otros (Olsen,

2015; S. Singh & , Santosh Kumar Singh, 2017).

Por esta razon, se hace indispensable la bisqueda de nuevas alternativas que permitan la
erradicacion de microorganismos patdgenos resistentes; en este contexto, los productos naturales
han generado resultados prometedores en las Ultimas décadas, principalmente los aceites
esenciales (AE), los cuales presentan en general actividad bioldgica y podrian tener un potencial
terapéutico importante debido a su alto contenido de compuestos quimicos como aldehidos,
fenoles y terpenos (Ammar et al., 2016; Swamy et al., 2016; Yang et al., 2015). Esta caracteristica

permite un amplio espectro de accidn sobre distintos microorganismos, asi como también multiples
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propiedades, como inhibicién del quorum sensing, prevencion de la formacién de biofilms, e
inhibicion del crecimiento de los microorganismos resistentes (Savoia, 2012; Sepahi, Tarighi,

Ahmadi, & Bagheri, 2015).

Este trabajo tuvo como objetivo principal determinar los efectos de los compuestos fitoquimicos
de aceites esenciales sobre el crecimiento de microorganismos patdgenos, su capacidad de
inhibicion de quorum sensing, inhibicion de la formacion del biofilm y posible toxicidad para
validar su aplicacién como potencial agente antibacteriano. Para ello, se requirid estudiar las
principales vias implicadas en la comunicacion celular bacteriana (QS) y por ende la formacion
del biofilm en microorganismos patdgenos del género Salmonella mediante el uso de técnicas
transcriptomicas, con el fin de comprender la sensibilidad que presentan los microorganismos a
compuestos antibacterianos derivadas de plantas aromaticas, y evitar que los microorganismos

generen nuevamente resistencia frente a moléculas de este tipo.
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1. Objetivos
1.1 Objetivo general

Evaluar la actividad bioldgica de aceites esenciales medicinales mediante el estudio de la

inhibicion de quorum sensing y formacion de biofilm de bacterias patdgenas.

1.2 Objetivos especificos

e Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de diferentes aceites esenciales de plantas
aromaticas en cultivos planctonicos de diferentes bacterias patdgenas del género
Salmonella.

e Estudiar la inhibicion de formacién de biofilm de Salmonella tratadas con aceites
esenciales de plantas aromaticas.

e Determinar la actividad citotdxica in vitro de diferentes aceites esenciales con actividad
antimicrobiana en células eucariotas.

e Correlacionar la inhibicién de quorum sensing de los diferentes tipos de aceites esenciales
de plantas con la expresién de los genes involucrados en el quorum sensing y formacién

de biofilm.
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2. Marco tedrico
2.1 Salmonella sp

Salmonella enterica es un bacilo Gram negativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Las
infecciones causadas por Salmonella generan un grave problema de salud publica, al ser uno de
los principales microorganismos transmitidos por los alimentos y generar cientos de muertes cada
afio (Organizacién Mundial de la Salud, 2017b). S. enterica serovariedad Enteritidis es uno de los
serotipos mas comunes responsable de gastroenteritis junto con S. enterica serovariedad
Typhimurium, siendo causa de un gran nimero de enfermedades humanas, a pesar de la
implementacion continua de medidas de control y prevencion (Steenackers, H., Hermans, K.,
Vanderleyden, J., & De Keersmaecker, 2012). La supervivencia de los diferentes serotipos de
Salmonella en diferentes ambientes depende, entre otras, del pH, la temperatura, el sistema inmune
del hospedero y su respuesta a diferentes serotipos, la presencia de organismos comensales, el
genotipo de la bacteria, la capacidad de formacion de biofilm, y la virulencia (Dong et al., 2011,

Foley, Johnson, Ricke, Nayak, & Danzeisen, 2013).

Las caracteristicas generales de la formacion de biofilm también se aplican al patdgeno entérico
Salmonella, el cual sigue un estilo de vida ciclico en el que la colonizacion del huésped se alterna
con periodos de supervivencia fuera del huésped (Winfield & Groisman, 2003). Se ha demostrado
en diferentes estudios la capacidad de las cepas de Salmonella para formar biofilm sobre superficies
abioticas fuera del huésped, entre las que se cuentan materiales como el plastico, caucho, cemento,
vidrio y acero inoxidable (Arnold & Yates, 2009; Mireles, Toguchi, & Harshey, 2001; Prouty &

Gunn, 2003; Stepanovic et al., 2004)
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Debido a que los biofilms formados por Salmonella son mas resistentes a factores de estrés
ambiental tales como la desecacién y los desinfectantes, la capacidad de Salmonella para formar
biofilms en estas superficies, probablemente contribuya a la supervivencia fuera del huésped y a
la transmision hacia nuevos huéspedes (Vestby et al., 2009). Ademas, Salmonella puede colonizar
a diferentes vegetales, de tal manera que éstas plantas actian como vectores para la transmision
de los microorganismos en el huésped; en este contexto, se ha demostrado que la contaminacion
del suelo por parte de S. entérica puede conducir a la contaminacion de una variedad de cultivos
agricolas como tomate, lechuga, perejil, rdbano y zanahoria (Barak & Liang, 2008; Islam et al.,

2004).

Salmonella también presenta la capacidad de adherirse y posteriormente formar comunidades
bacterianas, microcolonias e incluso biofilms maduros en células epiteliales, lo cual presenta un
papel relevante en el establecimiento y persistencia de infecciones en las mucosas e intestinos de

los huéspedes (Althouse, Patterson, Fedorka-Cray, & Isaacson, 2003; Ricke, 2003).

El papel del QS en la regulacion de la formacién de biofilms de Salmonella se basa en tres
sistemas de percepcion de quérum: Acil homoserina lactona (AHL), autoinductor-2 (Al-2) y
autoinductor-3 (Al-3). En primer lugar Salmonella codifica un factor de transcripcién de la familia
LuxR, Ilamado SdiA, el cual responde a la AHL producida por otros microorganismos (Ahmer,
2004). Hasta la fecha, SdiA es conocida por activar la expresion del operon rck y del gen srgE; la
expresion de rck ha demostrado promover la adherencia de células epiteliales y proteinas de la

matriz extracelular, cuya funcion es proporcionar resistencia al biofilm (Smith et al., 2008).
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El segundo sistema de QS de Salmonella utiliza la enzima LuxS para la sintesis de Al-2; se
ha documentado que la formacion del biofilm se ve afectado si existe una mutacion en el gen que
codifica para la enzima LuxS ( Smith & Ahmer, 2003) el tercer mecanismo de QS utiliza los dos
componentes del sistema preA/B, este sistema es homologo y funcionalmente intercambiable al
presente en E.coli denominado QseB/C (De Keersmaeckert et al., 2005). Estos sistemas inducen

la formacion de Al-3, asi como de las hormonas adrenalina y epinefrina (Merighi et al., 2006)

Por otra parte, se ha demostrado en diversos estudios la resistencia de Salmonella frente a los
antibioticos; se ha comparado el efecto de la enrofloxacina, gentamicina, eritromicina, tilmicosina,
ampicilina, oxitetraciclina y trimetoprim-sulfadoxina en células plancténicas y células agrupadas
en biofilms. Los resultados demostraron que las células planctonicas fueron sensibles a
concentraciones menores de 20 pg/mL, excepto para antibidticos como eritromicina y tilmicosina;
mientras que los biofilms de Salmonella s6lo fueron sensibles a enrofloxacina (Olson et al., 2002;

Tabak et al., 2009).

2.2 Formacién de biofilm y quorum sensing

La necesidad de enfoques alternativos para luchar contra cepas bacterianas resistentes se deriva
del hecho que 16 millones de personas mueren anualmente a causa de enfermedades infecciosas.
Cabe destacar que mas del 80% de las infecciones bacterianas en seres humanos involucran la
formacion de biopeliculas, una de las areas en las que el comportamiento bacteriano puede estar
mediado por QS, ocasionando un impacto relevante en el deterioro de alimentos, la acuicultura, la

purificacion del agua, entre otros (Skandamis & Nychas, 2012).
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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 (Burmglle et al.,
2010). De acuerdo con estudios recientes, la formacion del biofilm es el producto de un sistema de
comunicacion o sefializacion célula-célula denominado quorum sensing (QS), el cual acta como
un auténtico lenguaje a través de sefiales quimicas. Este sistema funciona a modo de “acuerdo”
(quorum), entre las células bacterianas, para la activacién o represion de genes especificos (entre
ellos los que regulan la produccion de biofilm), mediante la liberacion y la deteccion de ciertas
sustancias llamadas “autoinductores”. La regulacion de los genes (QS) durante el crecimiento del
biofilm se debe a la acumulacion de moléculas sefial y se define como la asociacion bacteriana
dependiente de la comunicacion intercelular (Skandamis & Nychas, 2012). Los mecanismos
moleculares y los factores que participan en este control estan adn por dilucidar, aunque ya se
conoce el operén que interviene en la creacion de este sistema (de Kievit, Iglewski, Kievit, &
Teresa, 2000; Galloway, Hodgkinson, Bowden, Welch, & Spring, 2011; Olivero-Verbel, Barreto-

Maya, Bertel-Sevilla, & Stashenko, 2014).

Las células del biofilm estan embebidas en una matriz compuesta por polimero extracelular,
la densidad celular de una biopelicula se encuentra entre 10* células/cm? — 108 células/cm?, siendo
éstos los valores que marcan la diferencia entre una biopelicula visible y una invisible. Los biofilms
microbianos influyen en casi todos los aspectos de nuestras vidas, siendo relevantes en practicas
médicas, ecologicas, biotecnoldgicas e inclusive econdémicas (Burmglle et al., 2010; Joo & Otto,

2012).
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Los sistemas QS son ubicuos en las bacterias, y regulan diversas funciones celulares, entre
las cuales se incluyen la formacion de biofilms, luminiscencia, produccion de antibiéticos, factores
de expresion de virulencia, produccion de pigmentos y motilidad (Galloway et al., 2011;
Whitehead, 2001). El QS es un mecanismo de comunicacién celular que permite a las bacterias
reconocer y controlar la densidad de la poblacion bacteriana, midiendo la acumulacion de una
molécula de sefializacion especifica conocida como autoinductores (Mukherjee, Moustafa, Smith,
Goldberg, & Bassler, 2017) . Estas moléculas son producidas a niveles basales y su concentracion
aumenta de manera directamente proporcional con la concentracién bacteriana, debido a que las
sefiales pueden difundirse a través de la membrana, su concentracion dentro de las células se
aproxima a la concentracion en el medio ambiente. Al alcanzar una concentracion umbral, las
moléculas sefial pueden activar los receptores de las células bacterianas (Antunes et al., 2010). En
algunos microorganismos, estas sefiales quimicas son importantes para el establecimiento de la
infeccion y se han relacionado con el cambio de la infeccion a un estado patoldgico (Holm &

Vikstrom, 2014; Sircili, Walters, Trabulsi, & Sperandio, 2004).

2.3 Compuestos de plantas medicinales como antimicrobianos

Las plantas producen una gran diversidad de metabolitos secundarios con una funcién biologica
de proteccion contra predadores y patdgenos microbianos. Algunos de estos metabolitos estan
también involucrados en mecanismos de defensa contra estrés abiotico (por ej. Exposicién a UV-
B) y son importantes en la interaccion de las plantas con otros organismos (ej. Atraccion de
polinizadores) (Seow, Yeo, Chung, & Yuk, 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



APLICACION DE ACEITES ESENCIALES DE PLANTAS MEDICINALES. .. 21

de defensa quimica. No obstante, pareciera ser que han aparecido como una respuesta de las plantas
a interacciones con predadores a través de millones de afios de co-evolucion (Bennett &

Wallsgrove, 1994; Moore, Andrew, Kiilheim, & Foley, 2014; Sepulveda-jiménez, 2003).

Entre los compuestos sintetizados por las plantas se destacan los aceites esenciales (AE), los
cuales son mezclas complejas de constituyentes volatiles con dos grupos biosintéticamente
relacionados (Millezi, Caixeta, Rossoni, Cardoso, & Piccoli, 2012). Estos grupos principales
incluyen terpenos y terpenoides, y compuestos aromaticos y alifaticos, todos caracterizados por
tener un bajo peso molecular. La actividad antimicrobiana de los AE se encuentra
mayoritariamente en terpenoides oxidados (ej. Alcoholes y terpenos fendlicos), aunque otros
compuestos también tienen efectos antimicrobianos como los producidos por algunas algas
(furanonas haldgenas) (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 demostrado que los AE totales tienen
usualmente actividad antibacteriana mas alta que las mezclas de sus componentes mayoritarios,
sugiriendo que los componentes minoritarios son criticos para la actividad sinérgica (Baczek et al.,

2017; Stefanakis et al., 2013; Yagi, Babiker, Tzanova, & Schohn, 2016).

2. Materiales y métodos

3.1 Material vegetal y extraccion

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). El material vegetal fue colectado en cultivos
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experimentales ubicados en el complejo Agroindustrial Piloto del CENIVAM (N 07°08,442; WO
73°06,960; 977 msnm) y los especimenes fueron depositados en el Herbario Nacional Colombiano
(COoL).

Los aceites esenciales fueron obtenidos mediante hidrodestilacion asistida por radiacion de
microondas en un equipo tipo Clevenger. El aceite esencial obtenido se seco con sulfato de sodio
anhidro, se peso y se almacend a una temperatura de 4 °C. Todas las extracciones se hicieron 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 Agilent Technologies
MSD 5975 Inert XL. Se utilizaron una columna capilar apolar, DB-5MS, de 60 m x 0.25 mm (d.i.)
x 0.25 um (df), con fase estacionaria de 5%-fenil-poli (dimetilsiloxano), y una columna capilar
polar, DB-WAX, de 60 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 um (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
programé de 45 °C (5 min) hasta 150 °C (3 min) a 3 °C/min, luego, hasta 220 °C (5 min), a 4
°C/min.

Cuando se utilizo la columna apolar, se agreg6 una etapa de calentamiento final a 10°C min*
hasta 275 °C (15 min). La temperatura del inyector se mantuvo a 250 °C, se uso la relacion split
1:30. Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones (EI) con energia de 70 eV.
Las temperaturas de la camara de ionizacion y de la linea de transferencia permanecieron a 230 y
285 °C, respectivamente. Los espectros de masas, corrientes ionicas totales (TIC) y del ion extraido
(EIC) se obtuvieron con un analizador cuadrupolar, por medio de barrido automatico de

radiofrecuencia (full scan) en el rango de masas de m/z 40-350 (5,5 espectros/s). Los componentes
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de los aceites esenciales se identificaron por comparacion de sus espectros de masas, obtenidos
por GC-MS, e indices de retencién lineales (LRI) en las dos columnas, polar y apolar, calculados
con base en la serie homdloga de n-alcanos Co-Cos (Sigma-Aldrich, Milwaukee, Wisconsin, EE.
UU.) y comparados con los de diferentes bases de espectros de masas (NIST, 2014 y Wiley, 2008)
y datos de literatura cientifica.

Para la identificacion confirmatoria de los componentes de los aceites esenciales, extractos o
fracciones voléatiles, se usaron las siguientes sustancias-patron, adquiridas a Sigma-Aldrich
(Milwaukee, Wisconsin, EE.UU.): Acetato de geranilo (98%), aromadendreno (97%), benzoato
de bencilo, B-cariofileno (98,5%), 1,8-cineol (99%), p-cimeno (99%), a-copaeno (90%), trans,
trans-farnesol (96%), geraniol (98%), hexanal (98%), a-humuleno (96%), linalool (97%), (R)-(+)-
limoneno (97%), mentol (99%), (+)-mentona (98,5%), trans-nerolidol (85%), 6xido de cariofileno

(95%), a-pineno (98%).Todos los solventes empleados fueron de grado HPLC.

3.2 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Los microorganismos usados para este estudio fueron Salmonella enterica serovariedad
Typhimurium ATCC 14028, Salmonella enterica serovariedad Enteritidis ATCC 13076, los cuales
fueron obtenidas del American Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, USA) y
Chromobaterium violaceum CV026, adquirido del cepario de la Universidad de Santander. Antes
de llevar a cabo los experimentos, las bacterias fueron inoculadas en los siguientes caldos de
cultivo, Salmonella en medio M63 a 37 °C y C. violaceum en Caldo Luria Bertani (LB) a 26 °C

(0’Toole, 2011).
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3.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales in vitro sobre
células planctonicas

El efecto antimicrobiano de 15 aceites esenciales fue determinado mediante el método de
microdilucion en caldo (CLSI, 2015). La evaluaciéon de la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB) se realizé de acuerdo con el protocolo descrito

y estandarizado en el Laboratorio de Bioquimica y Microbiologia (Paredes, Ortiz, & Torres, 2014).

Para esto, se prepar6 un preindculo de cada una de las bacterias 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 sembr6 100 pL de cultivo bacteriano y 100 uL de AE disueltos en
Dimetil sulfoxido (DMSO, 100%) a diferentes concentraciones (1.5 mg/mL, 0.75 mg/mL, 0.37
mg/mL, y 0.18 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 microbiando en un espectrofotémetro lector de microplaca
ELISA (Biorad, imarck) a 595 nm cada hora durante 24 h. La CMI se defini6 como la menor
concentracion del AE a la cual se produce una inhibicion en el crecimiento de la bacteria. Los

valores de CMI corresponderan a las dosis que inhiban el crecimiento microbiano.

Posterior a la cinética de crecimiento, se tomd una alicuota de 100uL de cada pozo que
contenian diferentes concentraciones de AE y se incubd en 900uL de medio de infusion cerebro
corazon (BHI) en tubos eppendorf a 37°C durante 24 horas. Luego se tomo una alicuota de 10uL

y se transfirio a placas de agar BHI con el fin de confirmar el efecto bactericida. El valor de la
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CMB se determiné 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). Como control positivo de inhibicién microbiana se utiliz6 el

antibiotico Ofloxacina.

3.4 Inhibicion de Formacién de biofilm in vitro

Se llevé a cabo de acuerdo con el método desarrollado por Molhoek et al., (2011), con algunas
modificaciones. La formacion del biofilm se realiz6 en microplacas de 96 pozos de poliestireno de
fondo redondo. Para esto, se agreg6é 100 uL de un cultivo bacteriano overnight diluido 1:10 en
medio fresco M63 a una microplaca que contenia 100 uLL de AE a diferentes concentraciones. Las

microplacas fueron incubadas a 37° C por 24 h sin agitacion.

Posteriormente, la biomasa del biofilm fue cuantificada mediante el método de tincion con
cristal violeta. La microplaca fue lavada tres veces con buffer fosfato 1mM pH 7 con el fin de
remover las células plancténicas. Luego, 200 uL 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 realizando tres
lavados consecutivos con buffer fosfato 1mM pH 7 y se agregaron 200 pL de acido acético al 30%
para remover el colorante adherido. El contenido de cada pozo fue transferido a una nueva
microplaca de fondo plano para cuantificar la absorbancia a 595 nm en un lector de microplaca

ELISA (Biorad, imarck) (O’Toole, 2011).

3.5 Inhibicion de quorum sensing por aceites esenciales

Este ensayo se llevo a cabo midiendo la formacion del pigmento violaceina, producido por la

bacteria C. violaceum CV026 como resultado de su actividad de QS (B. N. Singh et al., 2009).
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Antes de realizar las pruebas de inhibicion de la produccién de violaceina se determind la CMI de
los AE sobre el biosensor Chromobacterium violaceum CV026 mediante el método de
microdilucion en caldo.

Para el ensayo de inhibicién de la produccion de violaceina, se adicionaron 150 uL de AE a
concentraciones finales sub-inhibitorias a 3 mL de medio LB que contenia 150 uL de Bacteria
CV026 (16 h ajustado a 2x108 UFC/mL en medio LB suplementado con 10 uL de Kanamicina 50
mg/mL) y 15 uL de Acil homoserina lactona C6-HSL, los cuales fueron incubados a 25 °C durante
24 h con agitacion (200 rpm). Seguidamente se realiz6 la extraccion del pigmento violaceina de
acuerdo al método descrito por (Choo, Rukayadi, & Hwang, 2006). Se tom6 1 mL del cultivo
microbiano y se centrifugd durante 5 min a 13000 g y se descartd el sobrenadante. El pellet fue
resuspendido en 500 uL. DMSO. Luego se aplic6 vortex para disolver la violaceina y se volvio a
centrifugar durante 5 min a 13000 g. El sobrenadante fue transferido a una microplaca de 96 pozos,

y la absorbancia fue cuantificada a 595 nm en un lector de microplacas ELISA (Biorad, imarck).

3.6 Evaluacién de la citotoxicidad de los aceites esenciales usando modelos de lineas
eucariotas

La capacidad citotoxica de los AE se evalué midiendo la viabilidad celular a través del método
colorimétrico de MTT (sal de bromuro de 3-(4,5 dimetil tiazol -2 il)- 2,5- difenil tetrazolio)
descrito por Mosmann (Mosmann, 1983). En este método las células viables y metabdlicamente
activas reducen la sal de tretrazolio (amarilla) formando cristales de formazan (violeta) solubles

en DMSO que pueden ser cuantificados a 550 nm.

Las céelulas Vero (rifion de mono verde africano, ATCC N° CCL-81) fueron cultivadas en
Medio Esencial Minimo de Eagle (EMEM) suplementado con suero bovino fetal al 10% (p/v) en

placas de 96 pozos (1x10* células/pozo), las cuales luego se incubaron a 37°C con atmosfera de
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CO2 (5% (v/v)) durante 24 horas. Posteriormente, las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de AE disueltos en DMSO (en el rango 1.5 mg/mL a 0.37 mg/mL) manteniendo
una concentracion maxima de 0,1% (v/v) de DMSO. Después de transcurrido el tiempo de
tratamiento (48 horas), se descarté el sobrenadante de los pozos, y se adicionaron 200 pL de MTT
(500 pg/mL en solucion salina de Hanks, HBSS). Luego, de que las células fueron incubadas
durante 3 horas. La solucion de MTT fue retirada y se agregaron 200 pL de DMSO a cada pozo
para solubilizar los cristales formados. La absorbancia del formazan fue medida a 550 nm en un
lector de microplacas MultiSkan Go-Thermo. Finalmente, se calcul6 el indice de selectividad (SI)
definido como la relacion que existe entre toxicidad e inhibicion de crecimiento microbiano
(SI=ICs0/CMI). La viabilidad de las células cultivadas sin AE fue considerada como 100%

(Hajlaoui, Hedi, Aouni, & Gharsallah, 2018).

3.7 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Para visualizar el efecto del aceite esencial sobre Salmonella Enteritidis y Salmonella
Typhimurium se realizd un andlisis por microscopia electronica de barrido (SEM). Se prepar6 un
preindculo de cada una de las bacterias cultivandolas en medio M63 durante 12 horas a 37 °C y
agitacion ortibral de 200 rpm. Luego, se agreg6 1 mL del indculo bacteriano 10°-106 UFC/mL a
un biorreactor escalado con un volumen de 10mL, en batch, con burbujeo de aire, el cual contenia
cupones de vidrio esmerilado de 2x5 cm, medio de cultivo M63 y la concentracion subinhibitoria
del aceite esencial incubado durante 24 h. Al cabo de 24 h los cupones fueron lavados tres veces
con buffer fosfato 0.1 mM pH 7 para eliminar las células planctdnicas. Seguidamente se realiz6 el
proceso de fijacién con glutaraldehido al 2,5% (v/v) por 60 min y la deshidratacion con un

gradiente de isopropanol (10-95% (v/v)) por 10 min (Fischer, Hansen, Nair, Hoyt, & Dorward,
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2013). Finalmente, los cupones fueron observados en un microscopio electronico Quanta 650 FEG

(FED), el cual estd equipado con un detector de imé&genes Everhart Thornley detector ETD.

3.8 Analisis de la expresion de genes involucrados en quorum sensing y en la formacion del

biofilm

Los ensayos para la formacion e inhibicion del biofilm fueron realizados en un biorreactor escalado
con un volumen total de 40 mL, cultivando las células en modo batch, con burbujeo de aire y
cupones de 2x15 cm de vidrio esmerilado. Posteriormente, se agrego un inoculo de ~108 UFC/mL
de cada una de las bacterias por separado en los biorreactores que contenian los cupones para la
formacion del biofilm, el medio de cultivo M63 y el aceite esencial seleccionado a concentraciones
sub-inhibitorias. A continuacion se incubaron durante 24 h para luego recuperarse las células
plancténicas, y mediante espatulas estériles remover las células sésiles para realizar la extraccion
de ARN. Adicionalmente, se incluy6 un control de células en estado plancténico y biofilm no
tratadas con el aceite esencial. Los ensayos fueron llevados a cabo por triplicado.
3.9 Extraccion de ARN y andlisis transcripcional

El efecto de los AE sobre la expresion de los genes relacionados con el quorum sensing y la
formacion del biofilm fue analizado mediante RT-gPCR. Para esto, se realizo la extraccion de RNA
total mediante el kit “PureLink RNA Mini Kit” (Invitrogen) segun lo indicado por el fabricante.
Posteriormente, se evaluo la purificacion del ARN en un equipo IMPLEN NanoPhotometer NP80
y se realizé la copia a cDNA con el kit “Revert AidTM H minus first strand cDNA synthesis kit”

(Fermentas; Thermo Fisher Scientific).

La g-PCR se llevo a cabo en un equipo PCR de tiempo real con el kit Luna Universal gPCR

Master mix (New England Biolabs, Ipswich, Ma, USA) para la deteccion de las copias de cDNA.
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Para evaluar el efecto de los aceites esenciales sobre la expresion génica, se usaron como
biomarcadores los genes implicados en la comunicacion celular quimica, el primero corresponde
al Acil homoserina lactona (AHL), el cual utiliza la transcripcion de LuxR (SdiA), por otra parte el
segundo autoinductor (Ai-2) esta determinado por la enzima LuxS y el tercer Autoinductor (Al-3)
por el componente del sistema QseB. Como genes housekeeping para la normalizacion se usaron
los genes gst (glutation transferasa) y gnd (6-fosfoglucanato deshidrogenasa). Los niveles de
transcriptos fueron normalizados a la expresion del gen gst, puesto que la expresion de éste se ha
encontrado que es el mas estable bajo tratamientos con inhibidores de QS. Los cambios relativos
en la expresion génica y eficiencia fueron calculados usando la metodologia descrita por Livak,
K. J., & Schmittgen, T. D, 2001 (Livak & Schmittgen, 2001).
4.0 Anélisis estadistico

Los resultados fueron expresados como medias + desviaciones estandar para cada uno de los
ensayos. Para verificar la normalidad de los datos se realizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov y
una prueba de F maxima para probar la homogeneidad de varianza. Se realiz6 una ANOVA para
determinar el significado de las diferencias. Todos los analisis estadisticos fueron realizados en la
plataforma R (R Core Team, 2018) considerando una p < 0.05. Los cambios significativos se

indican mediante asteriscos en las figuras.

4. Resultados
4.1 Material vegetal y extraccion

La caracterizacion de los aceites esenciales por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS) de Lippia alba carvona (LACA), Lippia alba citral (LACI), Cymbopogon

nardus (CN), Cymbopogon martini (CM), Cymbopogon flexuosus (CF), Lippia origanoides timol
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(LOT), Lippia origanoides carvacrol (LOC), Lippia origanoides felandreno (LOF), Rosmarinus
officinalis (RO), Salvia officinalis (SO), Swinglea glutinosa (SG), Tagetes lucida (TL), Thymus
vulgaris (TV), Satureja viminea (SV), y Cananga odorata (CO) permitié la identificacion de 40
compuestos diferentes (Tabla 1). Al analizar la abundancia de los compuestos individualmente se
encontr6 que el constituyente mayoritario en 9 de los 15 aceites esenciales fueron los
Monoterpenos Oxigenados (MO) con el 35% del total de los compuestos identificados, seguido de
los Compuestos Oxigenados (CO, 27,5%), Hidrocarburos Monoterpenicos (MH, 22.5%),

Hidrocarburos Sesquiterpénicos (SH, 12.5%) y Sesquiterpenos Oxigenados (SO 2.5%).

Las especies del género Lippia presentaron diferencias entre los compuestos mayoritarios
caracterizados en este estudio. Para el caso de Lippia alba carvona y Lippia alba citral predominan
los MO como la carvona (31.3%) y el geranial (27%) respectivamente. Mientras que Lippia
origanoides quimiotipo carvacrol y timol predominan los CO como el timol 32.7% y 22.1% vy el
carvacrol 18.8% y 10.7%, respectivamente. En Lippia origanoides quimiotipo felandreno los SH

fueron los compuestos mas abundantes.

Los componentes encontrados en mayor proporcion en el género Cymbopogon, fueron los MO,
siendo el geraniol el componente mayoritario en Cymbopogon nardus (17.8%) y Cymbopogon
martini (38.7%), ademas fue el MO presente en las tres especies de este género. Para el caso de
Cymbopogon flexuosus el geranial (33%) fue el componente en mayor proporcion. Los MO
también fueron los componentes mayoritarios en otras especies vegetales como: Rosmarinus
officinalis, Swinglea glutinosa, Salvia officinalis y Tagetes lucida. EI compuesto 1,8-cineol fue

mas abundante en las dos primeras especies (RO) 17.5% y (SG) 36.6%. En la especie Salvia
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el estragol (79.9%).

El aceite esencial de Thymus vulgaris se caracterizo por presentar un alto contenido MH, siendo

officinalis el MO mas abundante fue trans-tujona (20.4%) y en Tagetes lucida con mas del 50%,

el p-cimeno el compuesto en mayor proporcion (20.4%). Por otro lado, en las especies Satureja
viminea y Cananga odorata los CO fueron los componentes méas abundantes. En el caso de SV el

1-Isopropenil-4-metil-1-ciclohexano (24.4%) y en CO el bezoato de bencilo (20.8%).

Tabla 1. Composicion quimica (%) de los aceites esenciales.

Aceite esencial

Compuestos mayoritarios (%)

Codigo Planta
Lippia Limoneno? (29), B-bourboneno? (2.4), germacreno DA
LACA alba (carvona)  (12.2), carvona® (31.3), piperitenona® (1.5).
Lippia Limoneno? (3.9), trans-B-cariofileno® (11.8), neral®
LACI alba (citral) (15.4), geranial® (27), geraniol® (6.1).
Cymbopogon Citronelal® (11.6), 2,6-dimetil-2,6-octadieno® (6.1),
CN nardus citronelol® (16.9), geraniol® (17.8).
Cymbopogon trans-B-Ocimeno?® (1.9), linalol® (3.2), acetato de
CM martini geranilo® (1.3), geraniol® (38.7).
Cymbopogon Neral® (24.5), geranial® (33), geraniol® (7.9) y acetato
CF flexuosos de geranilo® (0.5).
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Lippia p-Cimeno? (3.7), timol metil éter® (4.6), trans-p-
LOT origanoides (timol)  cariofileno® (7.9), timol® (22.1), carvacrol® (10.7),
acetato de timilo®(3.9).
Lippia origanoides  y-Terpineno® (5.2), p-cimeno?® (1.1), timol® (32.7),
LOC (carvacrol) carvacrol®(18.8), trans-B-cariofileno® (6.4).
Lippia origanoides  o-Felandrenos® (5.7), 1,8-cineol® (11.6), p-cimeno?
LOF (felandreno) (5.7), trans-B-cariofileno® (10.4), a-humuleno? (6.2)
Rosmarinus o-Pineno? (12.7), canfeno? (7.7), 1, 8-cineol® (17.5),
RO officinalis alcanfor® (14.8), trans-p-cariofileno® (7.8).
Salvia 1,8-Cineol® (5.3), trans-tujona® (20.4), cis-tujona®
SO officinalis (5.8), alcanfor® (8.5), a-humuleno (9.8).
Swinglea a-Pineno®  (2.6),  trans-pB-cariofileno  (36.6)
SG glutinosa germacreno DY (15.4), germacreno BY (10.8), trans
nerolidol® (24.0).
Tagetes Estragol® (79.9), B-mirceno? (0.9).
TL lucida
Thymus y-Terpineno? (9.5), p-cimeno® (20), linalol® (4.7),
TV vulgaris trans-B-cariofileno? (9.5), timol© (23).
Satureja 1-1sopropenil-4-metil-1-ciclohexano® (24.4%), trans-
Y viminea B-cariofileno® (11.8), pulegona® (11.1), cis-pulegol

(7.1%).
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Cananga Linalol® (11.7), benzoato de metilo® (3.7), acetato de
CcO odorata bencilo® (10.3), cis-acetato de cinamilo® (5.4),

benzoato de bencilo®(20.8).

Hidrocarburos monoterpenicos (MH)?, Monoterpenos oxigenados (MO)®, Compuestos oxigenados

(CO)¢, Hidrocarburos sesquiterpénicos (SH)Y, Sesquiterpenos oxigenados (SO)®.

4.2 Determinacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales in vitro sobre
células planctonicas

La actividad antimicrobiana in vitro de los aceites esenciales sobre Salmonella enterica
serovariedad Enteritidis ATCC 13076 y Salmonella enterica serovariedad Typhimurium ATCC
14028 se realiz6 por el método de microdilucion en caldo. Los resultados de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima Bactericida (CMB) se presentan en la Tabla

2.

De los 15 AE evaluados, 4 AE (Cymbopogon martini, Lippia origanoides timol, Lippia
origanoides carvacrol y Thymus vulgaris) presentaron actividad inhibitoria frente a las cepas
bacterianas en estudio. Los valores de CMI se encuentran en un rango de 0.75 mg/mL y 0.37
mg/mL y los de CMB entre 1.5 mg/mL y 0.75 mg/mL. EI AE con mayor inhibicion bacteriana
para ambos microorganismos fue LOC, (CMI 0.37 mg/mL y CMB 0.75 mg/mL) el cual se
caracterizo por presentar el mayor contenido de timol y carvacrol (Tabla 1). Seguidamente, el AE
de LOT presentd una actividad antimicrobiana similar al AE de LOC sobre Salmonella Enteritidis

(CMI 0.37 mg/mL y CMB 0.75), sin embargo, la CMI y la CMB aumentd en Salmonella
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Typhimurium (CMI 0.75 mg/mL y CMB 1.5). Los AE de TV y CM presentaron un CMI 0.75

mg/mL y una CMB 1.5 mg/mL para ambos microorganismos.

En cuanto a su composicién quimica, los AE de LOC, LOT y TV se caracterizaron por presentar
un alto contenido de compuestos oxigenados (fenolicos) como el timol (compuesto de mayor
proporcion en los tres AE) y el carvacrol, ademéas de presentar monoterpenos oxigenados como el
p-cimeno e hidrocarburos sesquiterpénicos como el trans- B-cariofileno. Mientras que el AE de
CM present6 un alto contenido de Monoterpenos oxigenados como el geraniol y el linalol. La
actividad de los compuestos mencionados se ha atribuido principalmente a interaccion con la
bicapa lipidica de las membranas citoplasmaéticas, lo cual interfiere en la pérdida de la integridad
y la fuga de material celular como ADN, ATP o iones (Lambert, Skandamis, Coote, & Nychas,
2001).

Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB)

de los 15 AE frente a S. Typhimurium ATCC 14028 y S. Enteritidis ATCC 13076. Los valores
estan expresados en mg/mL y cada experimento fue llevado a cabo por triplicado.

S. Typhimurium S. Enteritidis
Aceites esenciales ATCC 14028 ATCC 13076
CMI CMB CMI CMB
Cadigo Especie mg/mL

LACA Lippia alba (carvona) >1.5 >1.5 >15 >15
LACI Lippia alba (citral) >1.5 >1.5 >15 >15
CN Cymbopogon nardus >1.5 >1.5 >15 >15
CM  Cymbopogon martini 0.75 1.5 0.75 15

CF Cymbopogon flexuosus >1.5 >1.5 >15 >15
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LOT Lippia origanoides Timol 0.75 1.5 0.37 0.75
LOC Lippia origanoides Carvacrol 0.37 0.75 0.37 0.75
LOF Lippia origanoides Felandreno >1.5 >1.5 >15 >15
RO  Rosmarinus officinalis >1.5 >1.5 >15 >15
SO  Salvia officinalis >1.5 >1.5 >15 >15
SG Swinglea glutinosa >1.5 >1.5 >15 >15
TL Tagetes lucida >1.5 >1.5 >15 >15
TV  Thymus vulgaris 0.75 1.5 0.75 15
SV Satureja viminea >1.5 >1.5 >15 >15
CO  Cananga odorata >1.5 >1.5 >15 >15

4.3 Inhibicion de Formacion de biofilm in vitro

La actividad anti-biofilm de los 15 AE sobre S. Enteritidis ATCC 13076 y S. Typhimurium
ATCC 14028 fue evaluada mediante el método de tincion con cristal violeta. 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 3).

Los AE de LOT, LOC y TV presentaron la CMI mas baja con un porcentaje de inhibicién de la
formacion del biofilm mayor al 60% frente a los microorganismos evaluados (Figura 1). En este
caso, la inhibicion del biofilm por accion de compuestos oxigenados, se atribuye a su capacidad
para difundir a través de la matriz de exopolisacaridos (EPS) y desestabilizarla debido a sus

caracteristicas antimicrobianas intrinsecas (Ouhayoun, 2003).
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Otros AE como CM y TL inhibieron la formacion de biofilm, con un porcentaje mayor al 53%.
En este caso, el AE de CM al igual que los anteriores presento actividad antimicrobiana. EI AE de
LOF solo presentd actividad frente a S. Enteritidis inhibiendo el biofilm en un 64.38% (CMI= 1.5
mg/mL). Asi, los AE de LOF y TL a pesar de no presentar actividad antimicrobiana, indican su
potencial como agentes anti-biofilm.

Tabla 3. Efecto de los AE sobre la formacion del biofilm en S. Typhimurium ATCC 14028 y S.

Enteritidis ATCC 13076. EIl porcentaje de inhibicion fue calculado respecto al control
(microorganismos sin tratamiento del AE). (ND) Actividad anti-biofilm no detectada.

Aceites esenciales S. Typhimurium S. Enteritidis
ATCC 14028 ATCC 13076
Cddigo Especie CMI % CMI %

Inhibicion Inhibicion

LACA Lippia alba (carvona) >1.5 ND >1.5 ND

LACI Lippia alba (citral) >1.5 ND >1.5 ND

CN  Cymbopogon nardus >1.5 ND >1.5 ND
CM  Cymbopogon martini 0.37 60.01 1.5 62.52

CF  Cymbopogon flexuosus >1.5 ND >1.5 ND
LOT Lippia origanoides Timol 0.18 62.18 0.37 61.32
LOC Lippia origanoides Carvacrol 0.18 66.64 0.18 65.64
LOF Lippia origanoides Felandreno >1.5 ND 1.5 64.38

RO  Rosmarinus officinalis >1.5 ND >1.5 ND

SO Salvia officinalis >1.5 ND >1.5 ND
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SG  Swinglea glutinosa >1.5 ND >1.5 ND
TL  Tagetes lucida 1.5 53.00 1.5 67.02
TV  Thymus vulgaris 0.75 59.33 0.37 68.52
SV  Satureja viminea >1.5 ND >1.5 ND
CO Cananga odorata >1.5 ND >1.5 ND
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Figura 1. Efectos de los aceites esenciales de Lippia origanoides quimiotipo Timol (LOT),
Lippia origanoides quimiotipo carvacrol (LOC) y Thymus vulgaris (TV) en la formacion de biofilm
en Salmonella enterica serovariedad Typhimurium (A) y Salmonella enterica serovariedad
Enteritidis (B). *P<0.05.

4.4 Inhibicion de quorum sensing por aceites esenciales

Se determind la actividad antimicrobiana de los AE in vitro sobre C. violaceum CVV026 mediante

el protocolo de microdilucion en caldo. Los valores de la CMI se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los 15 AE sobre Chromobacterium
violaceum CV026. Los valores estan expresados en mg/mL, cada experimento fue llevado a cabo
por triplicado.
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Aceites esenciales Chromobacterium violaceum CV026
CMI (mg/mL)

Cddigo Especie
LACA Lippia alba (carvona) 0.75
LACI Lippia alba (citral) >1.5
CN Cymbopogon nardus >1.5
CM  Cymbopogon martini 0.375
CF Cymbopogon flexuosus 0.75
LOT Lippia origanoides Timol 0.37
LOC Lippia origanoides Carvacrol 0.37
LOF Lippia origanoides Felandreno 0.75
RO  Rosmarinus officinalis >1.5
SO  Salvia officinalis >1.5
SG Swinglea glutinosa >1.5
TL Tagetes lucida >1.5
TV  Thymus vulgaris 0.18
SV Satureja viminea 0.75
CO  Cananga odorata 0.75

Los resultados anteriores indican que 9 AE (LACA, CM, CF, LOT, LOC, LOF, TV, SVY CO)

mostraron actividad antimicrobiana sobre el biosensor Chromobacterium violaceum CV026. Los
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AE de LOT y LOC presentaron los valores de CMI mas bajos (0.18 mg/mL), resultados que

concuerdan con los obtenidos para S. Enteritidis y S. Typhimurium (Tabla 2 y 3).

El potencial anti-quorum sensing de los 15 AE, se evalué mediante la cuantificacion del
pigmento violaceina, producido por el biosensor CV026. Los AE que presentaron actividad
antimicrobiana fueron probados a concentraciones sub-inhibitorias. De los 15 AE, solo el aceite
esencial de LOC presento diferencias significativas en la produccion del pigmento, lo cual indicd

su actividad anti-quorum sensing. (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion de la produccion de violaceina en Chromobacterium
violaceum CV026 tratado con concentraciones sub-inhibitorias AE de Lippia origanoides
carvacrol. * P <0.05.

4.5 Evaluacién de la citotoxicidad de los aceites esenciales usando modelos de lineas
eucariotas

Se evalud la citotoxicidad de los AE méas promisorios sobre la linea celular Vero (rifion de mono

verde africano, ATCC N° CCL-81).

Los resultados obtenidos evidenciaron diferencias significativas en la viabilidad celular al ser

tratadas con diferentes concentraciones de AE, excepto el AE de TL (0.37 mg/mL) (Figura 3). Los
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AE CM, LOT, LOC y TV presentaron los porcentajes de viabilidad celular mas bajos en presencia
del AE (1.5 mg/mL). Mientras que al disminuir la concentracién de los AE (0.75 mg/mL y 0.37

mg/mL) aumentd el porcentaje de viabilidad (>50%).
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Figura 3. Efecto de la viabilidad celular de células Vero (rifion de mono verde africano, ATCC
N° CCL-81) al ser tratadas con diferentes concentraciones de aceites esenciales (1.5 mg/mL- 0.37
mg/mL). * P <0.05.

Adicionalmente se determind el indice de selectividad (SI) con el objetivo de analizar si los AE
analizados tienen mayor actividad antibacteriana que citotoxica (Tabla 5). Se consideran selectivos
los compuestos con un SI>3 (Prayong, Barusrux, & Weerapreeyakul, 2008). Ninguno de los AE
mostré un SI>3. El SI mas alto se observo en el AE de LOC frente a S. Typhimurium y S.

Enteritidis (SI= 2.01).
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Tabla 5. Concentracién inhibitoria (IC50) e indice de selectividad (SI) de los AE. (ND)
Actividad anti-biofilm no detectada.

Aceites esenciales Sl

S. S.
Cadigo Especies CCso

Typhimurium  Enteritidis

ATCC 14028 ATCC 13076

CM Cymbopogon martini

0.80 1.06 1.06
LOT Lippia origanoides Timol

0.31 0.41 0.84
LOC Lippia origanoides Carvacrol

0.74 2.01 2.01
LOF Lippia origanoides Felandreno

>1.5 ND 1.25
TL Tagetes lucida

>1.5 1.09 1.09
TV Thymus vulgaris

0.82 1.09 1.09

4.6 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Las células del biofilm de S. enterica serovariedad Enteritidis y S. enterica serovariedad
Typhimurium mostraron diferencias en la densidad celular y en la morfologia bacteriana al ser
tratadas con el AE de LOC. 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, con un tamafio bacteriano promedio de 1102+180 nm (Figura 4A). Mientras

que las bacterias tratadas con el AE presentaron una disminucion de la matriz de exopolisacaridos,
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celulas mas dispersas y morfoldégicamente irregulares, con un tamafio promedio de 1450199 nm

(Figura 4B).

Algo similar se puede observar en las micrografias de S. Typhimurium, donde se visualiza una
abundante formacion del biofilm y las caracteristicas morfoldgicas bacilares regulares de los
microorganismos, con un tamafo promedio de 1869+395 nm (Figura 4C). En el biofilm tratado
con el AE de LOC se ve claramente una disminucion celular y cambios en la morfologia bacteriana

(Figura 4D).

Figura 4. Micrografias del biofilm de S. Enteritidis y S. Typhimurium sobre cupones de vidrio
esmerilado obtenidas mediante microscopia electronica de barrido (SEM). (A) Biofilm de S.
Enteritidis sin tratamiento. (B) Biofilm de S. Enteritidis tratado con concentraciones sub-
inhibitorias del AE LOC. (C) Biofilm de S. Typhimurium sin tratamiento. (D) Biofilm de S.
Typhimurium tratado con concentraciones sub-inhibitorias del AE LOC.
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4.7 Analisis de la expresion de genes involucrados en quorum sensing y en la formacion
del biofilm

Para determinar el posible mecanismo de accion del AE de LOC sobre la inhibicion del biofilm y
el quorum sensing en S. Enteritidis y S. Typhimurium se realiz6 el andlisis de la expresion
diferencial de los genes del sistema de QS; Al-1 (SdiA, LuxR), Al-2 (luxS) y el Al-3 (QseB), en
celulas tratadas y no tratadas, mediante RT-gPCR. Los resultados mostraron diferencias
significativas en los cambios de la expresion relativa de los genes en las células plancténicas y en

las células del biofilm para ambos microorganismos (Figura 5).

En las células del biofilm se observé una disminucion en la expresion relativa de los genes
estudiados en comparacion con las células sin tratamiento. En ninguno de los casos, a excepcion

de LuxR en células planctonicas ocurrié una sobreexpresion.
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Figura 5. Perfiles transcripcionales de S. Enteritidis en estado planctonico (A) y biofilm (B) y
S. Typhimurium en estado plancténico (C) y biofilm (D) tratadas con o sin AE de LOC. La
expresion relativa de los genes diana fue normalizada al gen de referencia gst. Los datos
representan los niveles transcripcionales después del tratamiento con aceite de LOC versus
controles no tratados (valor 1.0). * P <0.05.
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5. Discusioén

La infeccion por Salmonelosis no tifoidea es una problematica a nivel mundial, la falta de terapias
efectivas, la multiresistencia a antibioticos y la capacidad de la formacion de biofilm son algunas
de las principales causas del incremento de enfermedades bacterianas (Crump & Heyderman,
2015). Por lo tanto, se hace necesario el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos que
permitan mitigar o evadir la resistencia de patdgenos de alta incidencia como bacterias del género
Salmonella.

En este estudio se evaluo el efecto antimicrobiano, anti-biofilm y anti-quorum sensing de 15
aceites esenciales. Los componentes mayoritarios de los AE presentaron concordancia con los
reportados en la literatura (Tabla 1) (Kalagatur, Ghosh, & Sundararaj, 2018; Mar, Silva, Azevedo,
Franca, & Goes, 2017; Med Raafet Ben Khedher, Saoussen Ben Khedher, Ikbal Chaieb, Slim
Tounsi, 2017; Mekonnen, Yitayew, Tesema, & Taddese, 2016; Satyal, Murray, Mcfeeters, &
Setzer, 2016; Wei & Wee, 2013; Zhang, Zhang, Feng, & Yao, 2016). Sin embargo, es importante
mencionar que la proporcion de los compuestos quimicos depende de varios factores, incluidos la
ubicacion geogréfica, las temporadas de colecta, las condiciones climaticas, entre otros. Esto
puede explicar, las diferencias entre las proporciones de los compuestos quimicos, con los

resultados obtenidos en los diferentes estudios (Swamy, Akhtar, & Sinniah, 2016).

La actividad antimicrobiana de los AE estuvo determinada por la composicién quimica, los
grupos funcionales presentes en los componentes activos y las interacciones sinérgicas entre los
compuestos (Bakkali & ldaomar, 2008; Chouhan, Sharma, & Guleria, 2017). Los AE con mayor
actividad antibacteriana sobre Salmonella enterica serovariedad Enteritidis y Salmonella enterica

serovariedad Typhimurium presentaron un alto contenido de compuestos fenélicos como timol
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(LOT, LOC y TV) y carvacrol (LOT y LOC), los cuales permite una permeabilizacion seguida a
la perdida de iones, perdida del potencial de membrana, colapso de la bomba de protones y
agotamiento del grupo de trifosfato de adenosina que retardan o inhiben el crecimiento de los

microorganismos (Gyawali & Ibrahim, 2014).

De igual manera, Sarrazin et al. 2015 confirmaron el efecto antimicrobiano del AE de Lippia
origanoides sobre microorganismos transmitidos por alimentos. Los autores atribuyen la
inhibicion microbiana a los compuestos oxigenados. Adicionalmente, infirieron que la actividad
inherente de los AE no depende de los componentes mayoritarios, sino también de las
interacciones de todos los componentes del AE, asi, por ejemplo, el p-cimeno (precursor
biosintético de estos compuestos) no es un agente antimicrobiano eficiente cuando se usa
individualmente, pero en conjunto, potencializa la accion del AE (Hyldgaard, Mygind, Meyer, &

Debabov, 2012; Sarrazin et al., 2015).

Ademas, Mazzarrino et al. 2015 encontraron que el AE de Thymus vulgaris, presentd una
actividad antimicrobiana frente a cepas de Salmonella (Mazzarrino et al., 2015). Boskovic et al.,
determinaron la CMI del AE de TV sobre S. Enteritidis ATCC 13076 y S. Typhimurium ATCC
14028, obteniendo resultados similares a los de este estudio (CMI=0,32 mg/mL), para ambos

microorganismos (Boskovic, Zdravkovic, lvanovic, & Janjic, 2015).

Por otro lado, el AE de CM presento actividad antimicrobiana frente a S. Enteritidis y S.

Typhimurium, lo cual se ha asociado con un alto contenido de monoterpenos oxigenados como el
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geraniol (Duarte et al., 2007), compuesto que ha sido ampliamente estudiado por sus propiedades

antimicrobianas (Ncc & A, 2010; Si et al., 2006).

Los AE mencionados anteriormente, también inhibieron la formacién del biofilm de S.
Enteritidis y S. Typhimurium en un 60% a concentraciones sub-inhibitorias. Uno de los mecanismo
de accion de los AE, ha sido atribuido a la posible interaccion de los componentes del AE con las
proteinas de la membrana bacteriana, disminuyendo la union de las células planctonicas a las
superficies (Nostro et al., 2007). Otro mecanismo reportado, es la reduccion de la motilidad y la
interferencia de la produccion de adhesinas o apéndices como las proteinas curli y flagelos (Simm,
Morr, Kader, Nimtz, & Romling, 2004; Toyofuku et al., 2016). Lo anterior concuerda con los
resultados de Soni et al., en donde el AE de tomillo y orégano a concentraciones no letales, asi
como su componente antimicrobiano fendlico (carvacrol) inhiben la formacion de biofilm de

Salmonella (Soni et al., 2013).

Adicionalmente, los AE de TL y LOF presentaron actividad anti-biofilm, la cual no ha sido
reportada para Salmonella. Sin embargo, varios de los compuestos mayoritarios de estos AE, como
el estragol y el 1-8 cineol respectivamente, han sido estudiados sobre varios microorganismos

(Bagamboula, Uyttendaele, & Debevere, 2004; Kifer, Mu, & Maja, 2016).

Las micrografias de las células sésiles, también permitieron verificar la propiedad anti-biofilm
del AE de LOC (Figura 4). El biofilm sin tratamiento mostré la presencia de microcolonias
embebidas en la matriz de exopolisacaridos, caracteristica del biofilm bacteriano (Oliveira,

Brugnera, & Piccoli, 2010); mientras que, en las células tratadas, no se observaron las
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microcolonias y se observé una disminucion o ausencia de la matriz de exopolisacaridos. A su vez,
se observd, una disrupcion de la membrana citoplasmatica de la bacteria. Bridier et al. 2014,
sugieren que a medida que el biofilm se desintegra, las bacterias estan méas expuestas, lo cual

facilita la accion de los AE (Bridier, Guilbaud, Piard, Naitali, & Briandet, 2014).

Asi mismo, se evalud la actividad anti-quorum sensing de los AE sobre el biosensor C.
violaceum CV026. Los resultados indicaron que el AE de LOC fue el Gnico que presento inhibicion
en la produccion de violaceina, sin afectar el crecimiento microbiano. La actividad del AE se puede
atribuir a sus componentes bioactivos como el carvacrol, el cual ha sido reportado en estudios
anteriores (Joshi, Khazanov, Senderowitz, & Burdman, 2016; Rodriguez-garcia et al., 2014). Este
compuesto puede interferir en las rutas del QS, inhibiendo la capacidad de los microorganismos
de controlar la densidad celular dentro de la poblacion y por lo tanto, interrumpiendo la activacion
del mismo (Tapia-rodriguez et al., 2017). Ademas, es posible que el AE a concentraciones sub-
inhibitorias reduzca la desestabilizacion de la membrana citoplasmatica, lo cual no ocasionaria
efectos bactericidas, pero si podria afectar la expresion de los genes de las Acil-homoserinas
lactonas, los receptores de las AHL, o la actividad de la AHL-sintasa (Burt, Ojo-fakunle,

Woertman, & Veldhuizen, 2014).

Los ensayos transcripcionales y fenotipicos permitieron inferir el posible mecanismo de accién
del AE de LOC. Uno de los posibles mecanismos esta relacionado con la inhibicion de la
biosintesis de la molécula sefial o recepcion de la sefial de acil homoserina lactona y el otro
mecanismos con la inactivacion enzimatica y biodegradacion de moléculas de QS (Rodriguez-

garcia et al., 2014), lo cual puede ser explicado con la significativa disminucion de la expresion
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relativa de los genes. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para confirmar las

presunciones del mecanismo de accion de AE.

La actividad citotoxica de los AE que presentaron algun tipo de propiedad bioldgica sobre S.
Enteritidis y S. Typhimurium fue determinada para evaluar las posibles aplicaciones farmacéuticas
de los compuestos (Chhabra, Bucher, Wolfe, & Portier, 2003). Los resultados de la citotoxicidad
de los AE dependieron de la concentracion del AE. Los AE de LOT, LOC y TV fueron citotoxicos
a concentraciones mayores a las que presentan actividad bioldgica. La citotoxicidad de estos AE,
se puede atribuir al alto contenido de compuestos oxigenados presentes en la mezcla del AE. El
timol, por ejemplo, presenta un uso limitado en farmacos debido a su toxicidad moderada, la cual
ha sido demostrada tanto in vitro en células de mamifero, como in vivo en estudios con animales
(Manabe, Nakayama, & Sakamoto, 1987; Marchese et al., 2016; Suzuki, Nakamura, Katsumi, &
Hiroaki, 1987). Se ha demostrado ademas, que los AE del género Cymbopogon exhiben una
actividad citotoxica, la cual puede deberse a su alto contenido de citrales (geranial y neral). Estos
compuestos, han demostrado un efecto citotoxico in vitro en células Vero y en otras lineas celulares
como Hela y MCF-7 (Mesa-arango et al., 2009; Stone et al., 2013). Adicionalmente, algunos
autores han sefialado que las propiedades citotoxicas de varios aceites esenciales y sus
componentes estan vinculados a una actividad anticancerigena (Bakkali & ldaomar, 2008; Unlu,

Ergene, & Zeytinoglu, 2018).

Por otro lado, los AE de TL y LOF no presentaron actividad citotoxica en las concentraciones
probadas. Lo que indica, que la actividad citotdxica esta relacionada con los componentes del AE.

Sin embargo, es importante mencionar que los resultados de citotoxicidad in vitro pueden
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sobreestimar la toxicidad de los compuestos in vivo, pues las estructuras tisulares y los procesos
de biotransformacién y transporte no pueden simularse completamente en el cultivo celular

(Reichling, Schnitzler, Suschke, & Saller, 2009).

6. Conclusiones

Los AE con mayor contenido de compuestos hidroxilados fueron los mas promisorios, siendo el
AE de LOC el que presentd la mayor actividad antimicrobiana sobre S. Enteritidis y S.

Typhimurium, con una CMlsp de 0.37 mg/mL y una CMB de 0.75 mg/mL.

Los AE con mayor potencial anti-biofilm fueron LOT y LOC, los cuales inhibieron la formacién
del biofilm en un porcentaje mayor al 60% (CMI= 0.18 mg/mL) frente a S. Enteritidis y S.

Typhimurium.

Se demostro la propiedad anti-quorum sensing del AE de LOC, sobre la cepa C. violaceum CV026,
evidenciado en la inhibicién de la produccidén de violaceina a concentraciones subinhibitorias (0.2

mg/mL).

Los AE no presentaron actividad citotoxica en las concentraciones en las que presentan
propiedades bioldgicas, lo cual indica su posible uso en el desarrollo de nuevos tratamientos contra

infecciones causadas por S. Enteritidis y S. Typhimurium.

El estudio de la regulacion de la expresion diferencial de los genes LuxR, LuxS, sdiA y QseB,

involucrados en el quorum sensing y formacion del biofilm permitié determinar que la formacion
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del biofilm en S. Enteritidis y S. Typhimurium esta regulada principalmente por el mecanismo de

comunicacion celular quorum sensing.
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