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INTRODUCCION

Los antibiéticos a lo largo del tiempo se han generalizado y han sido mal
utilizados tanto en humanos como en animales, de manera que favorecen la
seleccion y diseminacion de bacterias resistentes. En consecuencia, los
farmacos antibacterianos se han vuelto menos eficaces, lo que genera una
emergencia de salud mundial (WHO, 2015). Segun un estudio realizado por el
Centro de Control de Enfermedades y Prevencion (CDC, 2015), en EE.UU
mas de dos millones de personas cada afio se ven afectadas por infecciones
resistentes a antibiéticos y han generado al menos 23.000 muertes. Las
bacterias multiresistentes mas frecuentes son: S. aureus, Escherichia coli,
Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa. Las infecciones mas dificiles de tratar se
presentan en unidades de cuidados intensivos de neonatales. Las especies
estafilocdcicas, sobre todo S. epidermidis y S. aureus, causan el 60-70% de
las infecciones y numerosos brotes han sido relacionados con cepas
resistentes a la meticilina (Prestinaci F. et al., 2015).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) debido a la problematica
creciente de bacterias multirresistentes a antibiéticos en hospitales, publico
una lista de “patdgenos prioritarios” resistentes a los antibiéticos, en la que se
incluyen las 12 familias de bacterias mas peligrosas para la salud humana.
Dentro de este grupo se encuentra Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina, con sensibilidad intermedia y resistencia a la vancomicina (WHO,
2015).

Staphylococcus aureus es un patdégeno importante que causa diversos
cuadros clinicos en ambientes hospitalarios y comunitarios. Esto se debe,
principalmente, a su habilidad para colonizar el cuerpo humano, a la
presencia y expresion de importantes factores de virulencia y a su capacidad
para desarrollar resistencia a varios antibiéticos (Rincén S et al., 2014). Este
microorganismo puede producir enfermedad por toxinas, invadir cualquier
organo o tejido y ocasionar supuracién, necrosis tisular, trombosis vascular y
bacteriemia. Coloniza determinadas areas de la piel y las mucosas, causando
reinfecciones (Gémez L. et al., 2016).

Debido a la probleméatica actual se busca establecer nuevos métodos de
control para la inhibicion de bacterias resistentes. Es alli donde surge un
meétodo alternativo basado en el uso de aceites esenciales. Varios reportes
experimentales han mostrado que a nivel in vitro es altamente efectivo
inhibiendo el crecimiento microbiano lo cual se debe a la composicion de los
mismos. Estos compuestos quimicos, son hidrofébicos, lo que les permite
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adherirse a la membrana de las células bacterianas, afectando su presion y
por consiguiente la hace mas permeable ocasionando la fuga de iones
presentes al interior de la célula.

Por tanto, en el presente trabajo se pretende evaluar el efecto antibacteriano
de aceites esenciales obtenidos de plantas; Lippia Origanoides, Lippia alba y
Eucalyptus globulus sobre Staphylococcus aureus Meticilina resistente SARM.
Se pretendié por tanto, identificar cual de los tres tipos de compuestos
quimicos despliega una mayor capacidad inhibitoria y que pueda convertirse
en un mecanismo alternativo de control de este patégeno.
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1.1.

1. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto antibacteriano de aceites esenciales obtenidos de plantas
sobre Staphylococcus aureus Meticilina resistente (SARM).

1.2.

Objetivos Especificos

Determinar el efecto antibacteriano ejercido por tres aceites esenciales
obtenidos de distintas plantas (frutales, herbaceas, y ornamentales)
sobre Staphylococcus aureus Meticilina resistente (SARM) realizando
ensayos en placa

Comparar el efecto inhibitorio de los aceites esenciales Vs antibiéticos
sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus Meticilina Resistente

(SARM).

Calcular las concentraciones minimas inhibitorias y minimas
bactericidas de los aceites esenciales con mejor actividad inhibitoria.

13



2. JUSTIFICACION

Las infecciones por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM)
se ha convertido en causas importantes de morbilidad y mortalidad tanto en
hospitales como en la comunidad. Las cepas de Staphylococcus aureus
meticilina resistente se clasifican actualmente como cepas Asociadas
hospitalarias (HA-MRSA) y asociadas a la comunidad (CA-MRSA). Las cepas
MRHA tienden a ser resistentes a multiples farmacos ya que colonizan e
infectan a los pacientes durante hospitalizacion o en establecimientos de
salud, después de la cirugia. Los brotes peridédicos de infeccidn se notificaron
por primera vez en los hospitales donde se usaban altos niveles de oxacilina o
meticilina y en entornos de cuidados intensivos (Prestinaci F. et al., 2015).

En Colombia se han reportado estudios referentes a la prevalencia de las
infecciones causadas por Staphylococcus aureus meticilina resistente. En
Popayan, entre los afios 2009 y 2010, se encontr6 una prevalencia de
infeccion por Staphylococcus aureus adquirido en la comunidad SAMR-CO
de 45,1%, con una edad promedio de aparicion de 55 meses, afectando a
nifos. Segun los datos reportados por el grupo de resistencia bacteriana de
Bogota (GREBO), el porcentaje de resistencia de S. aureus resistentes a
meticilina en los servicios de hospitalizacion pediatrica fue similar en el 2012 y
en el 2013 (42,3% vs 40%), con persistencia del fenotipo comunitario, dado
que la resistencia a la clindamicina es baja (6,1%), al igual que la resistencia a
trimetoprim sulfa (2,5%) (Camacho G et al., 2014).

En los dltimos afios la evolucion de los mecanismos de resistencia de S.
aureus ha incentivado el desarrollo de estudios que exploren nuevas
estrategias de control antibacteriano. Por tal motivo, a través de esta
investigacion se buscoé evaluar el efecto antibacteriano de aceites esenciales
sobre SARM con el fin de encontrar estrategias efectivas y naturales que
puedan potencialmente ser aplicadas para ayudar a mitigar esta problematica.
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1. MARCO TEORICO

3.1.1. GENERALIDADES DE Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus esta formado por cocos Gram positivos, con un
diametro de 0.5 a 1.5 um, pertenece al género Staphylococcus, de la familia
Micrococcaceae. Es un coco Gram positivo, no maovil, aerobio y anaerobio
facultativos, no formador de esporas y generalmente sin capsula. EI nombre
del género fue designado por Ognston en 1883 y deriva del riego “sthapyle”
(racimo de uvas) por la forma que adoptan las bacterias en las tinciones. Es
caracteristica la pigmentacion dorada de las colonias (aureus, en latin —oroll),
debido a la produccién de carotenoides durante su crecimiento. Crece bien en
medios no selectivos, tolera altas concentraciones de NaCL, es coagulasa,
DNAsa y catalasa positiva, y fermenta el manitol. Estas caracteristicas
permiten diferenciarle de otras especies de Staphylococcus (Cervantes E. et
al., 2014). Contiene 32 especies, de las cuales 16 de ellas se localizan en los
humanos, algunas forman parte de la microbiota de piel y mucosas en
humanos, y otras se encuentran sélo entre la biota de otros mamiferos y aves.
Algunas de estas especies son patdgenas cuando existe predisposicion e
inmunosupresion en el huésped o en presencia de cuerpos extrafios. Por lo
general, cada especie tiende a ocupar una localizacion anatomica especifica
en el huésped que coloniza. Entre las especies que colonizan al humano, las
de mayor importancia clinica son: Staphylococcus aureus y Staphylococcus
lugdunensis; en tanto que en animales se encuentra ademas de S. aureus a
Staphylococcus intermedius. Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus
saprophyticus son comunmente responsables de infecciones relacionadas
con dispositivos e infecciones del tracto urinario, siendo éstos menos
infecciosos que S. aureus (Kloss W et al., 1992).

3.1.1.1. ESTRUCTURA

Los componentes esenciales de la pared celular de este tipo de bacterias son
los acidos teicoicos y el peptidoglicano. Este ultimo le proporciona forma y
estabilidad al microorganismo, tiene actividad endotoxica e interviene de
manera significativa en la patogenia de la infeccién. Los &cidos teic6icos son
polimeros compuestos por ribitol y N-acetil-glucosamina (Polisacéarido A), son
especificos de especie y estan unidos de forma covalente al peptidoglicano de
la pared o ligados a los lipidos de la membrana celula. Intervienen en la union
del S. aureus a las superficies mucosas mediante uniones especificas a la
fibronectina; adicionalmente esta revestido por la proteina A, la coagulasa y
cuenta ademas con otras proteinas de superficie que son importantes en la
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adherencia a los tejidos del huésped mediante uniones especificas al
coldgeno, elastina y fibronectina. La membrana citoplasmatica sirve de
barrera osmética para la célula y esta compuesta de hidratos de carbono,
lipidos y un complejo de proteinas (Cervantes E. et al., 2016)

3.1.1.2. IDENTIFICACION

La identificacion de S. aureus se realiza con el empleo de la tinciébn de Gram,
pruebas bioguimicas como: prueba de la catalasa, fermentacion de glucosa,
que permite diferenciar al género Staphylococcus del género Micrococcus,
que también se considera una catalasa positiva pero no fermenta la glucosa.
La prueba de la coagulasa sigue siendo la mas utilizada. Se basa en la
capacidad de S. aureus para producir la enzima extracelular que coagula el
plasma. La deteccion de la coagulasa permite diferenciar S. aureus coagulasa
positivo de las demas especies de estafilococos coagulasa negativos. Con la
prueba de la DNAsa termoestable se identifica facilmente en el medio que
contiene DNA y verde de malaquita. Otras pruebas son especificas de
especie como la fermentacién del manitol y la produccion de la fosfatasa
alcalina. S. aureus también puede identificarse a través de técnicas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y PCR en
tiempo real, utilizando genes especificos de especie. Sin embargo, estas
técnicas son costosas y laboriosas. En ocasiones, se requiere identificar
cepas o grupos de cepas con fines epidemioldgicos para lo cual se pueden
emplear técnicas fenotipicas y genotipicas (Vivoni M. et al., 2005).

3.1.2. COMPONENTES ESTRUCTURALES

3.1.2.1. CAPSULA

Es de naturaleza polisacarida denominado slime o capsula mucoide, que
facilita la adherencia de las bacterias a diversas células, ademas de tener
capacidad antifagocitaria. Se han identificado 11 serotipos capsulares, de los
cuales los tipos 1 y 2 producen grandes cantidades de polisacéarido, dandole a
la bacteria apariencia mucoide en los medios de cultivos; sin embargo, estos
tipos son poco frecuentes en las muestras clinicas, en contraste con los
serotipos 5 y 8 que son responsables de mas de 75% de las infecciones
clinicas. Junto con las adhesinas intercelulares, los polisacaridos capsulares
de S. aureus incrementan el desarrollo de la biopelicula, aumentando su
adhesividad (Watts A et al., 2005). S. aureus tiene dos componentes en la
pared celular: el acido lipoteicoico y el peptidoglicano. La parte hidrofobica del
acido lipoteicoico juega un papel en la adherencia, mientras que la parte
covalente del peptidoglicano se une a las proteinas con funcion de adhesinas
(Roche F et al., 2003).
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3.1.2.2. PEPTIDOGLICANO

El peptidoglicano es el componente basico de la pared celular, tanto de
bacterias Gram positivas como de las Gram negativas; esta compuesto por
cadenas de acido-N-acetiimuramico y &acido N-acetilglucosamina y de
subunidades de disacéridos. En S. aureus, representa la mitad del peso seco
de la pared celular, le confiere resistencia y tolerancia osmatica, tiene
importantes  propiedades biologicas: presenta actividad endotoxica,
desencadena la produccion de interleucina-1 (IL-1) por monocitos, estimula la
quimiotaxis y la agregacion de los leucocitos, activa el complemento e induce
la produccién de anticuerpos opsonizantes (De Leo F et al., 2009).

La pared celular es una estructura importante, es el blanco de antibiéticos
como los p-lactimicos y glicopéptidos como la vancomicina. Las
modificaciones en la sintesis del peptidoglicano es una respuesta de
resistencia de los estafilococos al ataque de estos antibidticos (De Lencastre
H et al., 2007). Los acidos teicoicos o polisacaridos A representan mas del
50% del peso seco purificado de las paredes de los estafilococos. Los acidos
teicoicos estan constituidos por polimeros de ribitol fosfato entrecruzados con
acido N-acetilglucosamina, son especificos de especie, pueden estar unidos
covalentemente al peptidoglicano de la pared celular y ligados a los lipidos de
la membrana citoplasmética. Los acidos teicoicos juegan un papel fisioldgico
importante en el metabolismo de la pared celular. Su funcién es mediar la
unién de estafilococos a las superficies de las mucosas mediante uniones
especificas a la fibronectina. Tienen ademés la capacidad de inducir la
produccion de anticuerpos (Crossley K et al., 2009).

Los é&cidos lipoteicoicos estan unidos a la membrana plasmética, tienen una
estructura similar a los acidos teicoicos, excepto porque contienen fosfatos de
poliglicerol, ademas de unirse a un diacilglicerol que sirve como anclaje a la
membrana plasmatica. Los &cidos lipoteicoicos estan involucrados en la
inflamacion y en la liberacion de citocinas por los macrofagos y otras
moléculas del sistema inmune (De Leo F et al., 2009).

3.1.2.4. ENZIMAS

Staphylococcus aureus produce un gran numero de exoenzimas, proteinas de
membranas activas (hemolisinas y leucocidinas), asi como toxinas
involucradas en las enfermedades. Existen otras proteinas que pueden unir a
la capa externa del peptidoglicano mediante enlaces covalentes que
favorecen la adhesion del microorganismo como la proteina fijadora al
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colageno, proteina fijadora de fibronectina, el factor de agregacion (clumping
factor) y la coagulasa ligada a la célula que se une al fibrindgeno, facilitando
la agregacion bacteriana, la proteina A, activa el complemento y bloquea la
fraccion Fc de las IgG, por lo que previene la eliminacion del microorganismo
mediada por anticuerpos inhibiendo la opsonizacién y la fagocitosis (Crossley
K. et al., 2009).

v' Coagulasa

Se presenta en dos formas como factor de agregacion o coagulasa
ligada (clumping factor) y la coagulasa libre. La coagulasa ligada es
capaz de convertir directamente sin intervencion de factores
plasmaticos el fibrinbgeno en fibrina, produciendo la coagulacién del
plasma, facilitando el desarrollo de sepsis y abscesos. Existe una
fuerte correlacion entre la produccion de coagulasa y la virulencia de la
cepa. Es usada como marcador de virulencia, ya que permite
diferenciar S. aureus coagulasa positivo. Su importancia en la
patogenia radica en la formaciéon de una capa de fibrina alrededor del
absceso estafilococico localizando la infeccion y con ello se evita la
fagocitosis de la bacteria (Cervantes E. et al., 2014).

v Catalasa
Enzima que degrada el peroxido de hidrogeno dandole proteccion al
microorganismo contra la fagocitosis, mientras que la hialuronidasa
degrada el 4cido hialurénico de la matriz del tejido conjuntivo facilitando
la diseminacion de la infeccion (Cervantes E. et al., 2014).

La mayoria de los Staphylococcus aureus estan recubiertos por una proteina
denominada proteina A, la cual se utiliza para pruebas especificas de
aglutinacion con anticuerpos monoclonales en la identificacién de S. aureus.
La deteccion de la proteina A, la coagulasa libre o clumping factor son
fundamentales para la identificacion de S. aureus. Ademas sintetizan otras
enzimas como lipasas, nucleasas y proteasas, las cuales destruyen los tejidos
del hospedero, enzimas que hidrolizan los acidos nucleicos y estafiloquinasas
(Dinges M. et al., 2000). La penicilinasa actualmente es producida por casi
todas las cepas de S. aureus. Es una B-lactamasa que inactiva la penicilina
hidrolizando el anillo B-lactamico (Cervantes E. et al., 2014).
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3.1.3. PRINCIPALES FACTORES DE VIRULENCIA DE Staphylococcus
aureus

S. aureus es capaz de producir una amplia variedad de toxinas y factores de
virulencia. En relacién con la emergencia de SARM-AC (Staphylococcus
aureus meticilina resistente Asociado a la Comunidad), el mas importante es
la Leucocidina de Panton-Valentine (LPV). Se han estudiado muchos otros
factores de virulencia, entre los que destacan las hemolisinas, las modulinas
solubles en fenol (PSMs), proteina A, proteinas de union a la fibronectina
(FNBP) y el elemento movil ACME (arginine catabolic mobile element)
Recientemente se esta dando importancia a la diferente expresion de estos
factores en la patogenia de las infecciones por SARM-AC (Barrios M, 2012).

Leucodicina
Hialuronidasa Panton-Valentine
Proteina A (PVL) Biofilm
\ A Lipasa /
: Proteasas / » Enterotoxinas: A, B, C1-3,D, E,H
* / " Sindrome del chogue toxico-1 (TSST-1)
o A > « Toxinas exfoliativas A, B

Peptidoglicano o
/’ : ,Capsula: serotipos 5y 8
Toxina-a -
g -
Hemalisinas:
.B.7.8 o
-
Elastasas (metaloproteasas) *~
Fosfolipasa C

Adhesinas: MSCCRAMMS factor de agrega-
cion (clumping factor), proteina de unién a la
fibronectina, proteina de union al fibrinageno,
. N sialoproteinas, proteinas de unién a colageno,
Acido teicoico polisacaridos de adhesion.

Acido lipateicoico

B-lactamasas

Figura 1. Factores de virulencia de Staphylococcus aureus. (Tomado de
Cervantes E et al., 2014).

3.1.3.1. Leucocidina de Panton-Valentine (LPV)

Esta toxina fue descrita por Panton y Valentine en 1931. Esta compuesta por
dos proteinas, codificadas por los genes luk SPV y luk FPV, secretadas de
forma independiente conocidas como S y F, que actuan de forma sinérgica.
Su union con las superficies celulares induce la formacion de poros en
leucocitos y eritrocitos, alterando su permeabilidad, induciendo la lisis
osmotica, la activacion celular y liberacion de mediadores inflamatorios, con el
consecuente dafio tisular. Esta toxina se encuentra con mas frecuencia en las
cepas comunitarias, y parece tener un papel importante en la patogénesis de
las infecciones de piel y tejidos blandos, osteomielitis y neumonia
contribuyendo a la necrosis tisular y formacion de abscesos. A pesar de que
se comprende el mecanismo molecular de la actividad de la LPV, la
relevancia de esta toxina no esta clara, principalmente porque existen otros

19



factores implicados en la virulencia de S. aureus (Genestier A et al., 2005;
Boyle-Vavra S y Daum R, 2007).

3.1.3.2. Hemolisinas

Las a-hemolisinas son toxinas producidas por un alto porcentaje de cepas S.
aureus, con diferente expresion entre las diferentes cepas. Inducen la
formacion de poros en la membrana celular de gran variedad de células (no
en neutrofilos) produciendo la lisis celular y liberacion de citocinas
inflamatorias. Son principalmente dermonecroticas, y de acuerdo a modelos
en ratones, parecen tener también un papel importante en la patogenia de la
neumonia necrotizante (Wardenburg JB et al., 2007; Bartlett AH et al., 2008).

3.1.3.3. Modulinas Solubles en Fenol (PSMs)

Las PSMs son péptidos recientemente descritos con actividad leucotéxica in
vitro e in vivo, actividad proinflamatoria y quimiotactica, que se han propuesto
como factores méas importantes que la LPV en la lisis de neutrofilos (Diep BA'y
Otto M, 2008). Las cepas de SARM-AH (Staphylococcus aureus meticilina
resistente Asociado a Hospitales) no producen PSMs o lo hacen en poca
cantidad, sin embargo, SARM-AC sintetiza gran cantidad de las mismas. La
diferente expresion de estas proteinas puede ser una de las causas que
explique la mayor actividad litica de SARM-AC. Se ha demostrado en
modelos animales la importancia de las PSMs en la produccién de abscesos y
bacteriemias por SARM-AC (Wang R et al., 2007).

3.1.3.4. Proteina A

Esta proteina impide la opsonizacion y fagocitosis de S. aureus, tiene un
importante papel en inflamacién pulmonar, y parece aumentar la actividad de
las hemolisinas, aunque su importancia como factor de virulencia no esta
clara (Labandeira- Rey M et al., 2007).

3.1.3.5. Proteinas de union a Fibronectina (FnBP)

Estas proteinas aumentan la capacidad de adhesion e invasion de S. aureus.
Se han estudiado en el contexto de osteomielitis, y se han relacionado con
mayor gravedad de estas infecciones (Bocchini CE. et al., 2006).

3.1.3.6. ACME (Arginine Catabolic Mobile Element)

ACME contiene un grupo de genes que codifican la via de desaminacion de la
arginina y al OPP-3, parte del sistema de transportadores celulares. Aunque
existe controversia en relacion al papel de ACME en la virulencia de SARM-
AC parece facilitar la colonizacidén y supervivencia de esta bacteria en la piel,
y por tanto su diseminacion (Montgomery CP. et al., 2009).
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3.1.3.7. QUORUM-SENSING (QS)

Las bacterias regulan muchos procesos en respuesta a la sefializacion célula-
célula. Estos procesos incluyen factores de virulencia, produccion de
antibioticos y formacion de biopeliculas (biofilm). A menudo las bacterias
utilizan la sefalizacion célula-célula para regular la densidad de la poblacion
conocida como percepcion de quérum. Los sistemas de QS en estafilococos
tienen enorme impacto en el éxito del patégeno durante la infeccion,
controlando la fisiologia y los factores de virulencia. En estafilococos, el
sistema QS es llamado agr (gene accesorio regulador). Este sobreregula la
expresion de toxinas y la degradacion de exoenzimas como las proteasas.
Tiene una baja regulacion de varias proteinas de adhesion durante la fase
estacionaria de crecimiento de la bacteria. El gen regulador agr utiliza un
péptido feromona (péptido autoinductor AIP) cuando la concentracion de inicio
es alcanzada a cierta densidad celular uniéndose a la membrana donde se
localiza una cinasa de histidina (AgrC), la cual activa una proteina reguladora
AgrA involucrada en la transcripcion del operén Agr (Kuruda M. et al., 2001).

3.1.3.8. BIOFILM

Algunas de las cepas de S. aureus producen una capa polisacarida
extracelular denominada biofilm o biopelicula. Esta es una red extracelular
gue ayuda a la comunidad bacteriana a adherirse a diferentes superficies. La
produccion de la biopelicula se describié por primera vez en Staphylococcus
coagulasa negativo, y esta implicada en la colonizacion y persistencia de la
bacteria en catéteres, prétesis y sondas. La composicion polisacarida de esta
biopelicula es homéloga a la producida por las cepas de S. epidermidis, la
cual sirve para adherirse y colonizar nuevos sitios, ademas de protegerlas de
la fagocitosis, asi como de los antibidticos. La biopelicula podria prolongar la
infeccion y colonizacion, asi como la diseminacion de diferentes sitios del
cuerpo humano, presente en cepas de hospitales y comunidad (Cervantes E
et al., 2014).

3.1.4. Staphylococcus aureus METICILINA RESISTENTE (SARM)

Staphylococcus aureus es un patdégeno oportunista responsable de una gran
cantidad de infecciones tanto en humanos como en animales. Los seres
humanos son un reservorio natural de este microorganismo y, aunque la
colonizacion asintomatica es mas comun que la infeccion, este
microorganismo puede encontrarse, causando desde infecciones menores en
la piel hasta infecciones en heridas quirdrgicas, neumonia y otro tipo de
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infecciones que pueden comprometer la vida del paciente. EI SAMR fue
aislado por primera vez en un cultivo en 1961, 2 afios después de la
introduccién de la meticilina como tratamiento en la préctica clinica. Esto
inicialmente ocurria en hospitales del nivel terciario, pero el SAMR se
encuentra cada vez con mas frecuencia en la comunidad. La primera
infeccion de la comunidad por SAMR, fue reportada en 1980 en Estados
Unidos, existiendo ciudades de ese pais en que mas del 50% de las
infecciones estafilococicas de la comunidad son producidas por SAMR
(Sanchez M et al., 2013).

La resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus significa que posee un
mecanismo que le convierte en resistente clinicamente a todos los antibiéticos
betalactamicos, incluyendo la meticilina y antibiéticos similares, como la
cloxacilina; pero también a los inhibidores de las betalactamasas, como el
acido clavulanico y a todas las cefalosporinas (incluyendo las mas modernas
como la cefepima) a los monobactamico (aztreonam) y a los carbapenemes
(imipenem y meropenem). Ademas, con mucha frecuencia, los SARM suelen
ser resistentes a otros antibidticos no betalactdmicos (sobre todo a
eritromicina y fluoroquinolonas como ciprofloxacino o levofloxacino) y con
cierta frecuencia también pueden ser resistentes a los aminoglucésidos
(gentamicina, tobramicina y amicacina) (Alkiza M. et al., 2004).

3.1.4.1. GEN mecA

El gen mecA, responsable de la resistencia a la meticilina en S. aureus, se
encuentra integrado al cromosoma bacteriano, pudiendo ser detectado
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El producto de
expresion de este gen es una proteina de unién a la penicilina de 78 kDa, con
baja afinidad por los antibiéticos beta-lactdmicos, llamadas PBP2" o PBP2a.
Este gen se encuentra dentro de un elemento cromosomal movil heterogéneo
conocido como “Staphylococcal cassette chromosome mec” (SSCmec). Los
aislamientos que poseen este elemento genético presentan una disminucion
en la afinidad a meticilina, lo cual genera la resistencia bacteriana, por lo cual
han sido utilizados en diversos estudios para caracterizar la resistencia a B-
lactdmicos (Sanchez M et al., 2013). La expresion fenotipica de la resistencia
a la meticilina es compleja, y varia segun las condiciones del cultivo. Se
diferencian dos tipos de cepas, unas con resistencia homogénea, o de alto
nivel, y otras con resistencia heterogénea, en las que so6lo una poblacion
minoritaria expresaria dicha cualidad, mientras que el resto tendrian bajos
niveles de resistencia a meticilina. Se han descrito otras modalidades de
resistencia en las que no se demuestra la presencia del gen mecA ni de la
PBP2a, como la denominada —borderline Il, con niveles de resistencia a
meticilina bajos por hiperproduccion de lactamasas, y en cuyo mecanismo,
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estan implicados otros genes. Estas cepas pueden responder al tratamiento
con penicilinas semisintéticas (Barrios M, 2012).

3.1.4.2. Cassette cromosomico estafilocécico (SCCmec)

El SCCmec es un elemento genético movil que contiene el complejo mec,
formado por el gen mecA, los genes que regulan su transcripciéon (mecR) y
secuencias de insercion (1IS431mec). Ademéas, SCCmec contiene genes que
codifican las recombinasas responsables de su integracion y excision (ccr)
(Katayama Y. y Ito T, 2000). Existen diferentes tipos de SCCmec, la mayoria
de los aislados SARM asociados a la comunidad poseen el SCCmec tipo IV, y
de forma menos frecuente el tipo V. El tipo IV es pequefio, faciimente
transmisible, y no contiene genes de multirresistencia. Estas caracteristicas
podrian tener un papel en la emergencia, permiten mayor rapidez de
replicacion y supervivencia de SARM-AC. EI SCCmec tipo V es de tamafio
similar, con pequefias diferencias en su estructura y plasticidad. Es poco
frecuente en aislados de EEUU y Europa. Las cepas de SARM-AH estan
asociadas a los tipos I-lll, grandes, con poca movilidad, y contienen otros
genes de multirresistencia antibidtica (Deresinski S., 2005).

3.1.5. ANTIBIOTICOS UTILIZADOS PARA EL CONTROL DE
Staphylococcus aureus METICILINA RESISTENTE.

3.1.5.1. VANCOMICINA

Es un glicopéptido con accion frente a la mayoria de bacterias grampositivas
(aerobias y anaerobias). Es eficaz en el tratamiento de infecciones producidas
por bacterias resistentes a los antibiéticos beta-lactamicos. Vancomicina es el
antibidtico de eleccion en el tratamiento de las infecciones graves por:
Staphylococcus aureus meticilina resistente (SAMR) entre otras bacterias
resistentes. El uso de la Vancomicina se sugiere como terapia de eleccién en
el caso de bacteriemias, tanto complicada como no complicada. Es una de las
drogas recomendadas en pacientes con neumonia por SAMR. Sin embargo,
vancomicina es un antibiético que tiene algunas limitaciones, como por
ejemplo, pobre penetracidon tisular e intracelular, falta de actividad contra
microorganismos que crecen en el interior del biofilm, lento efecto bactericida,
falta de interferencia con la produccion de toxinas y escasa actividad contra
aislamientos heterorresistentes o con resistencia intermedia (Deresinski S,
2007). La vancomicina podria ser adecuada para infecciones por aislamientos
de SAMR con CIM baja (inferior a 1 uyg/mL) (Chen SY et al., 2012). Los pocos
resultados obtenidos con Vancomicina en el tratamiento de infecciones
causadas por SAMR: un 43 % de bacteriemia persistente en endocarditis
(Fowler et al., 2005), un 46 % de fallo en osteomielitis (Dombrowski JC. et al.,
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2008), y 54 % de mala respuesta en neumonia nosocomial (Wunderink R. et
al., 2003).

3.1.5.2. GENTAMICINA

Segun algunos estudios in vitro se ha demostraron sinergia entre gentamicina
y vancomicina contra aislamientos de SAMR (De Vedia L et al., 2014). En
modelos animales de endocarditis, la adicibn de gentamicina acortd la
duracion de la bacteriemia (Tsuji BT et al.,, 2005). Sin embargo, ningun
estudio ha comparado la vancomicina sola versus vancomicina mas
gentamicina en pacientes con infecciones graves por SAMR (De Vedia L et
al., 2014).

3.1.5.3. CIPROFLAXINA

Los inhibidores de fluoroquinolona de ADN girasa por ejemplo, ciprofloxacina
son potentes agentes antibacterianos que han sido ampliamente utilizados en
el tratamiento de infecciones bacterianas dificiles, incluyendo aquellas que
implican cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistente. La resistencia
a las fluoroguinolonas es ahora muy comun, la aparicion de la resistencia a
las fluoroquinolonas es especialmente preocupante dado que relativamente
pocos agentes antimicrobianos son eficaces contra las infecciones
estafilocicicas resistentes a la meticilina. Se ha revelado que la resistencia a
la ciproflaxina en S. aureus se asocia con mutaciones similares encontradas
en E. coli, ya que la regién N- terminal de la subunidad A girasa de S. aureus
es altamente homodloga a la de E.coli (Sreedharan S. et al., 1990).

3.1.5.4. ERITROMICINA

Un grupo importante de antimicrobianos empleados para el tratamiento de las
infecciones por Staphylococcus aureus es el denominado complejo MLSB que
incluye macrélidos (eritromicina). EI mecanismo de accién de este complejo
MLSB, consiste en la inhibicién de la sintesis proteica mediante una metilasa
ribosomal que se une al sitio P en la subunidad 50S del ribosoma bacteriano.
La elevada capacidad del microorganismo de generar resistencia a los
antimicrobianos se ve reflejada en la resistencia al grupo MLSB, la cual
presenta dos variables, la resistencia constitutiva (MLSBc) y la inducible
(MLSBi)14: ambas estan relacionas con la expresion de los genes erm
(Erythromycin Ribosome Methylation) (Tamariz J et al., 2009).

3.1.6. ACEITES ESENCIALES

Las plantas poseen un enorme y desconocido reservorio de sustancias
derivado de sus actividades metabdlicas enfocado a sus sistemas de defensa
en contra de microorganismos, insectos y herbivoros. Esa gran diversidad de
mecanismos bioquimicos que intervienen en el metabolismo secundario de
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las plantas superiores ha permitido la produccién de una amplia variedad de
principios activos (Garcia C. et al., 2010)

El término aceite esencial (AE) es utilizado para referirse a sustancias
liquidas, volatiles, de caracter lipofilico y con fuertes propiedades aromaticas.
La mayoria de los AE son extractos de plantas arométicas localizadas en
zonas templadas y calidas como areas mediterraneas y tropicales. Son
liquidos, volatiles, cristalinos, raramente coloreados, solubles en disolventes
organicos y generalmente con menor densidad que el agua y estas sustancias
son sintetizadas por las plantas como metabolitos secundarios y pueden ser
extraidas mediante métodos fisicos como la destilacion a vapor o
hidrodestilacion. En la actualidad se conocen alrededor de 3000 AE, 300 de
los cuales son comercialmente importantes para la industria farmacéutica,
sanitaria, cosmética y alimentaria. Los AE y/o muchos de sus componentes
son ampliamente usados en perfumeria, cosmética, en industria farmaceutica,
odontologia, agricultura, como aditivos en la industria alimentaria y como
remedios naturales. Por ejemplo, d-limoneno, geranyl acetato o d-carvona, se
utilizan en perfumes, cremas, jabones, como aroma en productos quimicos de
limpieza y como aditivos en alimentacién. Ademas, el uso de mezclas de AE
estd siendo ampliado en la actualidad con fines terapéuticos y en
aromaterapia (Sanchez P., 2011).

Quimicamente, son metabolitos secundarios derivados de terpenos (mono y
sesquiterpenos) y sus compuestos oxigenados incluyendo carbohidratos,
alcoholes, éter, aldehidos y cetona; por tanto la presencia de aceites
esenciales y su composicion son responsables de las fragancias y de las
propiedades bioldgicas de las plantas aromaticas y medicinales (Kalemba &
Kunicka, 2003; Olivero J et al., 2009; Garcia C et al., 2010).

Aproximadamente 17.500 especies de plantas con propiedades aroméaticas
ampliamente distribuidos en unas 60 familias de plantas, principalmente
Asteraceae, Lamiaceae, Lauraceae, Verbenaceae, Myrtaceae, Pinaceae,
Rosaceae, Rutaceae, Umbeliferae, entre otras; de las cuales se reportan altos
contenidos de aceites esenciales (Peris y Asencio, 2002). Varios aceites
producen efectos: farmacolégicos, antiinflamatorios, antioxidantes vy
propiedades anticancerigenas. Otros son biocidas contra una amplia gama de
organismos tales como bacterias, hongos, virus, protozoos, insectos y plantas
(Kalemba & Kunicka, 2003: Thembo K et al., 2010).

3.1.6.1. ACEITES ESENCIALES EN COLOMBIA

Colombia posee mas de 45.000 especies vegetales diferentes en su territorio,
Un programa actual para el desarrollo de la agroindustria en Colombia explora
maneras sostenibles de obtener productos valiosos de esta biodiversidad.
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Esto incluye estudios de plantas arométicas nativas, entre las que destacan
las del género Lippia (familia Verbenaceae) (Stashenko E et al., 2008). Se ha
demostrado que los aceites y extractos de diversas especies de Lippia tienen
actividades antimaléricas, sedantes, hipotensoras y antiinflamatorias (Pascual
M et al., 2001).

Las actividades biolégicas de los aceites esenciales dependen de su
composicién quimica, que, curiosamente, también es diversa en muchas
especies. Los quimiotipos, otra faceta de la biodiversidad, son plantas
morfolégicamente similares que poseen una composicion de metabolitos
secundarios diferente. Sin embargo, existen otras causas de diferencias en la
composicién del aceite esencial para plantas de la misma especie. Su
composicién varia durante las etapas de desarrollo de la planta o debido a
variaciones en las condiciones de cultivo o como resultado de modificaciones
estructurales o fisioldgicas de la planta, causadas por factores ambientales
especificos (plasticidad fenotipica) (Stashenko E., et al., 2010).

En Colombia, la planta Lippia origanoides es conocida como se Oregano del
Monte (orégano de montafia), y se encuentra en altitudes entre 400 y 2500m
en varios estados andinos y en la peninsula norte de Guajira.
Tradicionalmente, Lippia origanoides se utiliza en las infusiones de sus hojas
y flores y se emplea en la medicina popular para el tratamiento del dolor de
estdmago, la indigestion, la nausea, el flatus y como un antiséptico general
para la boca, la garganta y las heridas (Pascual M et al., 2001). Se ha
informado sobre la existencia de dos quimiotipos de Lippia origanoides que
crecen en proximidad, en estado silvestre, en el cafion del rio Chicamocha en
Colombia (Stashenko E et al., 2008).

3.1.6.2. Lippiaalba

La planta Lippia alba (familia Verbenaceae), un subarbusto muy aromaético,
esta ampliamente distribuida y crece espontaneamente en America Central y
del Sur. También es conocida como Lippia geniculata HBK o Lantana alba Mill
y en Colombia, por sus nombres populares “Pronto alivio” (Antioquia),
“Curatodo” y “Orégano de cerro”. Esta especie se ha empleado como
estomacal y antiespasmadico en infusién teiforme; también se ha usado como
sedante, desinfectante, diaforética y emenagoga. La planta se caracteriza por
su intenso y penetrante olor y contiene de 0,1 a 1,2% del aceite volatil. La
composicién quimica del aceite esencial de L. alba depende sensiblemente
del origen geografico de la planta, las condiciones de su cultivo, la edad y la
parte de la planta empleada para la extraccion, y de algunos otros factores
geobotéanicos (Senatore & Rigano, 2001).
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3.1.6.3 Lippia origanoides

Es un arbusto silvestre que se distribuye en algunos paises de América
Central hasta el norte de Argentina, con areas de alta diversidad
especialmente en la regidbn amazodnica del centro y el este de Brasil, Colombia
y Venezuela (O'Leary N et al., 2011). En Colombia L. origanoides se conoce
comunmente como “orégano de monte” y “orégano silvestre”, encontrandose
en ambientes semiaridos de los departamentos de la Guajira, Magdalena,
Cauca, Cundinamarca, Santander, Norte de Santander (Vicuiia G et al., 2009)
y Narifio (Arango O et al., 2012; Bueno J et al., 2009).

Lippia origanoides presenta tallos delgados entre 1 a 3 metros de longitud,
perenne, posee hojas ovaladas muy aromaticas, presencia de pubescencia
estrigosa o0 hispida (no grisaceo, sericeo), inflorescencias sin bracteas
apicales frondosas en racimo, axilares y blancas. Esta planta presenta
diferentes usos etnobotanicos utilizada tradicionalmente como condimento
culinario, remedio para desordenes gastrointestinales, antiséptico, tratamiento
para problemas estomacales y tratamiento para enfermedades respiratorias;
especialmente por los metabolitos secundarios que genera esta especie
(O'Leary N et al., 2011).

3.1.6.4. Eucalyptus globulus labill

Es una especie originaria de Australia y Tasmania, cuenta con mas de 500
especies encontrandose distribuida en toda la cuenca Mediterranea, Francia,
Espafia, Italia, Portugal, Marruecos, Sudafrica y en grandes zonas de Asia. En
América se cultiva en climas tropicales, subtropicales y templados, desde
California hasta Argentina. Es un arbol de 70 a 90 m de altura, hojas con capa
cerosa blanca. Se caracteriza por un importante polimorfismo, las plantas
jovenes son opuestas, oblongas de 7 a 15 cm de largo; cuando son adultas
son alternas. Inflorescencia axilar, solitaria, botones sésiles, flores de 4 cm de
ancho, masa proveniente de estambres, frutos conico de 2 a 3 cm de ancho y
numerosas semillas. Tronco largo generalmente liso (Chavez A y Rodriguez I.,
2014).
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4. MARCO LEGAL

4.1. DECRETO 3553 DE 2004

La norma se refieren a las farmacopeas y textos de referencia oficialmente
aceptados, clasificacion de los productos fitoterapéuticos, expedicion del
Instrumento de Verificacion de Cumplimiento de Condiciones Sanitarias por
parte del Ministerio de la Proteccion Social, un plan gradual de cumplimiento
que permita la implementacion, desarrollo y aplicacion de las Buenas
Practicas de Manufactura, BPM, acciones del Invima por incumplimiento de
los fabricantes sobre BPM, controles de calidad de los productos
fitoterapéuticos, pruebas de eficacia, expendio de productos fitoterapéuticos,
autorizacion del envase, requisitos para la expedicidén del registro sanitario de
los productos fitoterapéuticos de uso tradicional importados y autoridad
sanitaria competente (MSPS, 2004).

4.2. DECRETO NUMERO 677 DE 1995 (abril 26)

Por el cual se reglamenta parcialmente el Régimen de Registros y Licencias,
el Control de Calidad, asi como el Régimen de Vigilancia Sanitaria de
Medicamentos, Cosméticos, Preparaciones Farmacéuticas a base de
Recursos Naturales, Productos de Aseo, Higiene y Limpieza y otros productos
de uso doméstico y se dictan otras disposiciones sobre la materia
(MSPS,1995).

Articulo 1°. Ambito de aplicacién. Las disposiciones contenidas en el
presente Decreto regulan parcialmente el régimen de registros y licencias,
control de calidad y vigilancia sanitaria de los medicamentos cosméticos,
preparaciones farmacéuticas a base de recursos naturales, productos de
aseo, higiene y limpieza y otros productos de uso doméstico en lo referente a
la produccién, procesamiento, envase, expendio, importacion, exportacion y
comercializacion.

Paragrafo. Las preparaciones farmacéuticas a que hace referencia el
presente articulo, son aquellas producidas a base de recursos naturales que
tradicionalmente han sido utilizados en forma empirica con fines terapéuticos
y a través de este uso y por la sustentacion bibliografica, se consideran
eficaces y seguros.
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4.3. RESOLUCION 5107 DE 2005.

Por la cual se adopta el instrumento de verificacion de cumplimiento de
condiciones sanitarias para los laboratorios que elaboren productos
fitoterapéuticos (MSPS, 2005)

4.4, RESOLUCION 2674 DE 2013 (Julio 22)

El articulo 126 del Decreto-ley 019 de 2012, establece que los alimentos que
se fabriquen, envasen o importen para su comercializaciéon en el territorio
nacional, requerirdn de notificacion sanitaria, permiso sanitario 0 registro
sanitario, segun el riesgo de estos productos en salud publica, de conformidad
con la reglamentacion que expida el Ministerio de Salud y Proteccion Social.

Que conforme con lo anterior, se hace necesario establecer los requisitos y
condiciones bajo las cuales el Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos (Invima), como autoridad sanitaria del orden
nacional, deberd expedir los registros, permisos o notificaciones sanitarias.
Notificada a la Organizacion Mundial del Comercio (OMC), mediante los
documentos identificados con las signaturas G/SPS/N/COL/249 vy
G/TBT/N/COL/191 del 19 y 20 de marzo de 2013 (MSPS, 2013).

4.5. PROTOCOLO DE CARTAGENA

Sobre seguridad de la biotecnologia del convenio sobre la diversidad
biologica: Adoptado el 29 de enero de 2000 como un acuerdo suplementario
del convenio sobre la diversidad bioldgica y entré en vigor el 11 de septiembre
de 2003. De conformidad con el principio de precaucion, el protocolo de
Cartagena tiene por objeto garantizar que el movimiento transfronterizo de
organismos vivos modificados resultantes de la biotecnologia moderna se
haga en condiciones seguras para la conservacion de la biodiversidad y la
salud humana (Secretaria del Convenio sobre la Diversidad Biologica 2000).
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5. ANTECEDENTES

Varios estudios han reportado la prevalencia de las infecciones causadas por
Staphylococcus aureus Meticilina resistente. La Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS) indica que mas de 1,4 millones de personas en el mundo
contraen infecciones en el hospital. En los paises desarrollados, la
prevalencia de pacientes hospitalizados que adquieren, al menos, una
infeccion asociada a la atencidn en salud se encuentra entre 3,5y 12 %,
mientras que en los paises en desarrollo varia entre 5,7 y 19,1 %, alcanzando
en algunos de estos ultimos paises una proporcion incluso mayor a 25 % de
pacientes afectados (Villalobos A et al.,2014).

De acuerdo a un informe de 2015 sobre el estado de los antibioticos en el
mundo, los patrones de resistencia difieren segun el pais y reflejan el uso de
antibioticos y patrones de enfermedades. En los ultimos afios Estados Unidos,
Europa, Canada y Sudéfrica han reportado una disminucién de las infecciones
por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), mientras que en
Africa subsahariana, Australia, América Latina (90%) y la India (47%) se ha
reportado el aumento en las infecciones por MRSA (Chaudhary A, 2016).

En Paraguay Abente y colaboradores, realizaron un estudio observacional
descriptivo para determinar la frecuencia de SAMR y del factor de virulencia
leucocidina de Panton Valentine (PVL-Panton Valentine leukocidin), asi como
el perfil de resistencia antimicrobiana acompafante a la meticilina resistencia
en S. aureus aislados de infecciones de piel y partes blandas de pacientes
ambulatorios, el gen mecA y luk-PV fueron detectados por la técnica de PCR.
De los 70 aislados de S. aureus estudiados, el 54,3% (38/70) fue SAMR tanto
por método fenotipico como molecular (Abente S et al., 2016).

Fernandez y colaboradores identificaron 79 cepas de Staphylococcus aureus
meticilina resistente en pacientes ingresados a un hospital, realizaron pruebas
de susceptibilidad por el método de Kirby-Bauer, utilizando discos de
cefoxitina para detectar resistencia a la meticilina. Encontraron que un 75 %
procedia de las muestras de los servicios quirdrgicos, y el 50.6 % fue
resistente a meticilina (Fernandez A et al., 2015).

En Argentina Staphylococcus aureus meticilina resistente fue aislado de
abscesos de mama en una maternidad publica encontrando que
Staphylococcus aureus (SA) fue el responsable de 82,3 a 95,0% de los
abscesos segun los afos; la resistencia a oxacilina de las cepas de SA
superd el 60%. Las cepas aisladas de SA meticilino resistentes (SAMR)
fueron sensibles a eritromicina clindamicina, gentamicina, rifampicina,
ciprofloxacina y trimetroprima-sulfametoxasol (Boccaccio C et al., 2014).
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Segun Carmona y colaboradores la concentracidn minima inhibitoria (CMI) a
vancomicina de S. aureus ha ido aumentando, apareciendo cepas con
susceptibilidad intermedia (CMI 4-8 mg/L) y heteroresistencia, asociadas con
un mayor riesgo de fracaso terapéutico al emplear vancomicina (Carmona F.
et al., 2016).

Un estudio multicéntrico de prevalencia de estafilococos realizado en
Colombia en el afio 2014, se demostro la prevalencia de Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina en un 27,6%, indicando que la resistencia a la
meticilina se ha estabilizado en la dltima década. Las cepas de
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) también presentaron
resistencia a ciprofloxacino y a eritromicina, tanto las cepas sensibles como
resistentes a la meticilina son uniformemente sensibles a cotrimoxazol,
rifampicina, vancomicina, linezolid y daptomicina. En los ultimos afios se ha
presentado un cambio epidemiolédgico de las infecciones por Staphylococcus
aureus, ya que ha pasado de ser un microorganismo principalmente
nosocomial, a aumentar su prevalencia en la comunidad, debido a la
diseminacién de clones hospitalarios en la comunidad (SARM relacionado con
la atencion sanitaria), pero también a la diseminacion de diferentes clones
comunitarios y de clones asociados al ganado (Cercenado E et al., 2015).

En un estudio para determinar la prevalencia de Staphylococcus aureus
Meticilina resistente adquirido en la comunidad CA- SARM en una Institucion
Hospitalaria en Cartagena, Colombia analizaron los datos de 115 pacientes
mayores de 18 afios La prevalencia de infecciones por CA-MRSA fue del
62,61%. El 100% de CA-MRSA fue multirresistente, donde existian cepas
resistentes hasta a ocho clases de antibiéticos (Lujan et al., 2013). En una
poblacion de escolares identificaron 36 cepas de S. aureus; 25 %, oxacilino-
resistentes; 66,7 %, oxacilino-sensibles y 8,3 %, con sensibilidad intermedia.
El 67 % de cepas SARM aisladas fueron sensibles a todos los antibioticos
probados. Una cepa (SARM-Ant4) presento resistencia a tres antibiéticos con
mecanismos de accion diferentes (Castro R et al., 2010).

Debido a la alta prevalencia de este patdogeno se requieren métodos de
control. En este trabajo se explord la actividad antibacteriana de aceites
esenciales sobre SAMR. La efectividad antimicrobiana de los aceites ha sido
reportada en varios estudios. Medeiros et al 2014, en su estudio titulado
“Effect of Lippia origanoides H.B.K. essential oil in the resistance to
aminoglycosides in methicillin resistant Staphylococcus aureus”, lograron
modificar la actividad de un farmaco con Lippia origanoides contra una cepa
de SARM por el método de microdilucion. Pudieron verificar un efecto
potenciador entre este aceite y los aminoglucésidos probados, también
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lograron reducir la CMI a 248 y 78 um/ml al ser asociado el aceite esencial
con los aminoglucosidos lo cual puede utilizarse como quimioterapia
antibiética contra las enfermedades causadas por este microorganismo
(Medeiros et al 2014).

Marques y colaboradores en el 2017 en su estudio: “Visible light enhances the
antimicrobial effect of some essential oils”, evalud la luz azul y roja para la
mejora de la actividad antimicrobiana de algunos aceites esenciales sobre
cepas estandar estan iluminadas in vitro. Utilizaron cepas de Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans la cual se
irradiaron con luz visible monocromética de diodos emisores de luz en
presencia de 5% y 0,5% de eucalipto (Eucalyptus globulus), clavo (Eugenia
caryophyllata) y tomillo (Thymus vulgaris). Los niveles microbianos fueron
medidos por conteo de placas en los medios de cultivo. Este estudio
demostré que la luz azul principalmente realza la actividad antimicrobiana
innata de los aceites esenciales, especialmente los fenoles, y podria ofrecer
una manera muy eficiente y natural para combatir los microorganismos en
varias industrias y aplicaciones meédicas (infecciones cutaneas y orales,
textiles médicas, productos alimenticios y superficies de frutas (Marques C. et
al., 2017)
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6. METODOLOGIA

6.1. CARACTERIZACION DE Staphylococcus aureus METICILINA
RESISTENTE

La cepa bacteriana Staphylococcus aureus Meticilina resistente utilizada en
este trabajo fue donada por la profesora Fanny Herrera. Esta cepa fue aislada
a partir de queso doble crema fresco artesanal, fue caracterizada
fenotipicamente, genotipicamente mediante PCR, en donde se analiz6 la
presencia de los genes: mecA, coa, sea, seb, sec, sed, see y tst, que
codifican, respectivamente: resistencia a la meticilina, coagulasa,
enterotoxinas A a la E y la toxina del sindrome del shock toxico. (Herrera F et
al., 2015).

6.1.1. CEPAS BACTERIANAS CONTROL

Se adquirieron para este estudio dos cepas bacterianas control de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus provenientes del Cepario de la
Universidad de Pamplona.

6.1.2. PREPARACION DE CULTIVOS

Se inoculo cada uno de los microorganismos en Caldo Tripticasa de Soya y
se incubaron a 37 °C por 18 h a 150 rpm. A partir de estos cultivos se
prepararon los cultivos de trabajo, que fueron ajustados a una concentracion
de Mcfarland 0,5 (1,5 x 108 UFC/mL). Esto se realiz6 con el fin de obtener
cultivos jovenes de cada uno de los microorganismos.

6.2. OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES.

Los aceites esenciales fueron obtenidos de plantas, estos fueron provistos
por la empresa PROMITEC “Soluciones Biotecnoldgicas Naturales que
brindan bienestar y salud”, ubicada en la ciudad de Bucaramanga, a la cual el
laboratorio NANOSOST le ofrece asesorias técnico-cientificas. En la Tabla 1
se observan las plantas utilizadas para la obtencion de cada uno de los
aceites.
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Nombre Nom,pre Compqnentes Tlpo.de USOS/EFECTOS
vulgar cientifico principales Actividad

o Timol y Qondimentos, _sedantes y
Orégano Lippia carvacrol General tonicas  nervioso,  contra
origanoides resfri6o toses y asma,
asimismo tiene efecto

diurético, desinfectante.
Piperitona Planta ornamental. Utilizado
Prontoalivio Lippia alba Geranial, neral General como sedante, para a
’ diabetes, diaforética,
emenagoga, trastornos
digestivos y antiespasmadico.
Planta ornamental por su
: Bacterias, follaje aromatico y hermosas
Eucalvot Cln_eol, virus, E. coli, | flores, usadas para
Eucalipto vcalyptus Taninos Sporothrix | condimentar las comidas.
globulus Polifenoles spp Medicinalmente tiene
propiedades somaticas,
sedativas, antidepresivas vy

analgésicas.

Tabla 1. Caracteristicas de los Aceites Esenciales obtenidos de plantas.

6.2.1. EVALUACION DE LOS AGENTES INHIBITORIOS

Se evaluaron los efectos inhibitorios de los aceites esenciales (Lippia
Origanoides, Lippia alba y Eucalyptus globulus labill) y los antibiéticos
(Ciprofalxina, Gentamicina y Eritromicina) mediante ensayos con sensidiscos.

6.2.2. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LOS EXTRACTOS

Se emple6 el método reportado por Cruz A et al., (2010) con algunas
modificaciones. Se prepararon placas de Petri (60 x 15 mm) con agar
tripticasa de soja (TSA) y se realiz6 una siembra masiva con 100uL de
Staphylococcus aureus Meticilina resistente a una concentracion de Mcfarland
0,5 (1,5 x 10® UFC/ml) por triplicado. El mismo procedimiento se realizé con,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Posteriormente se colocO un disco sensitivo en el centro de la placa y se le
deposité 10uL de cada uno de los AE (Lippia origanoides, Lippia alba y
Eucalyptus globulus) a una concentracién de 100%. Se incubd a 37°C y se le
realizd seguimiento de la inhibicion del crecimiento alrededor del sensidisco
durante 24 a 96 horas.
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6.2.3. DETERMINACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD Y/O RESISTENCIA DE
SARM FRENTE A LOS ACEITES ESENCIALES

Se determin6d la susceptibilidad y/o resistencia empleando los valores
reportados por Ponce A et al., (2003). La resistencia o susceptibilidad fue
expresada segun la siguiente tabla:

SUSCEPTIBILIDAD DIAMETRO HALO DE
(S)/RESISTENCIA ® INHIBICION
Resistente <8 mm
Sensible (+) 9-14 mm
Sensible (++) 15-19 mm
Sensible (+++) 20 mm

Tabla 2. Rangos de resistencia o susceptibilidad (Fuente: Ponce A et al.,
2003)

6.2.4. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS

Se empleé el método reportado por Cruz A et al, (2010) con algunas
modificaciones. Se prepararon placas de Petri (60 x 15 mm) con agar
tripticasa de soja (TSA) y se realiz6 una siembra masiva con 100uL de
Staphylococcus aureus Meticilina resistente a una concentracion de Mcfarland
0,5 (1,5 x 108 UFC/mlI) por triplicado. El mismo procedimiento se realizé con,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Se colocé un disco sensitivo de antibiéticos (Gentamicina 10 ug, Eritromicina
15 pg y Ciproflaxina 5 pg) en el centro de la placa. Se incub6 a 37°C y se le
realizd seguimiento de la inhibicion del crecimiento alrededor del sensidisco
durante 24 a 96 horas.

6.2.5. ESTANDARES DE INTERPRETACION DE LA RESISTENCIA O
SUSCEPTIBILIDAD DE LOS MICROORGANISMOS FRENTE A
ANTIBIOTICOS

Tabla 3. Estandares de diametro de halo establecidos para Staphylococcus
aureus frente a diferentes grupos de antibidticos segun la CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2016). Las zonas de diametro en
milimetros (mm) son determinadas por los parametros: Susceptible (S),
Intermedio (1) y Resistente (R).
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Agente Contenido Zona de Didmetro (mm)
Grupo o . .
Antimicrobiano del disco
S I R
Aminoglucosidos Gentamicina 10 pg 215 13-14 <12
Macrolidos Eritromicina 15 pg 223 14-22 <13
Fluoroquinolonas Ciproflaxina 5 g 221 16-20 <15

Tabla 4. Estdndares de didmetro de halo establecidos para Staphylococcus
aureus frente a diferentes grupos de antibidticos segun la CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2016). Las zonas de dimetro en
milimetros (mm) son determinadas por los parametros: Susceptible (S),
Intermedio (I) y Resistente (R).

Agente Contenido Zona de Diametro (mm)
Grupo o . .
Antimicrobiano del disco
S I R
Aminoglucosidos Gentamicina 10 pg 215 13-14 <12
Macrolidos Eritromicina 15 g 213 - <12
Fluoroquinolonas Ciproflaxina 5 ug 221 16 - 20 <15

6.3. ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Se realiz6 un ensayo preliminar de cada uno de los aceites esenciales Lippia
origanoides, Lippia alba y Eucalyptus globulus con concentracion de 5%,
25% y 1% frente a cada bacteria, Staphylococcus aureus Meticilina
resistente, Staphylococcus aureus y Escherichia coli, esto con el fin de
determinar rangos de concentraciones de inhibicién aproximado

6.3.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
DE ACEITES ESENCIALES

La concentracién inhibitoria minima (CIM) de los aceites esenciales: Lippia
origanoides, Lippia alba y Eucalyptus globulus fue determinada por el método
de microdilucion en Caldo TS (Tripticasa de Soya) propuesto por
(Alburquerque Q et al, 2006; Abate G et al, 1998) con algunas
modificaciones. A cada pozo se le adicion6 25 pl de la suspensién bacteriana
(Staphylococcus aureus Meticilina resistente, Staphylococcus aureus y
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Escherichia coli) a una concentracion McFarland 0,5 mas 25ul de aceites
esenciales con diferentes concentraciones (ver Tabla 5). Ademas se adicion6
50yl de caldo TSB y 10ul de CTT (Cloruro Trifenil Tetrazolio). El volumen final
de cada pozo fue de 110ul. Los controles positivos fueron preparados con la
suspension bacteriana, el antimicrobiano y el colorante de contraste. Para el
caso del control negativo se adiciono Caldo Tripticasa de Soya mas colorante.

Concentraciones
AE en cada pozo P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 | P11 | P12
(%)

Lippia 06 | 04 | 02 | 008|006 |004|002]|00L| 0,008

origanoides

Lippia alba 22 [ 20 1008|0604/ 02]008] 006 |0,04]0,02
Eucalyptus 46 | 42 | 38 |36 | 34|28 (26|24 | 22 | 20|08/ 06
globulus

Tabla 5. Representacién esquemética del ensayo de pozos usando diferentes
concentraciones de los aceites esenciales (P: Pozo).

Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h. La CIM se determiné como la
concentracion méas baja a la cual no se observo viabilidad celular después de
24 h de incubacion.

Nota: La viabilidad celular se determiné por cambio de coloracién en el pozo
de Amarillo a rojo debido a la reaccién del Cloruro Trifenil Tetrazolio (CTT),
evidenciando la actividad metabdlica de células viables (Abate et al., 1998).
Todos los ensayos fueron realizaron por triplicado.

6.3.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
BACTERICIDA DE ACEITES ESENCIALES

Para determinar la CMB se emple6 la metodologia de Horna Q., et al (2005)
con algunas modificaciones. Se extrajo 100 yL de los pozos en los cuales no
se observl crecimiento visible de la bacteria (inhibicién de crecimiento). Esta
suspension se inoculd en placas Petri con Agar TS debidamente rotuladas
con la concentracion correspondiente. Se incub6 durante 24 horas a 37 °C. La
concentracion minima bactericida fue tomada como aquella capaz de inhibir
completamente el desarrollo bacteriano o eliminar al 99,9% de bacterias,
comparandolo con el control positivo.
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6.4. CARACTERIZACION MICROSCOPICA DE Staphylococcus aureus
Meticilina Resistente

Se empled el microscopio de barrido electrénico marca Zeiss para obtener
imagenes de Staphylococcus aureus Meticilina Resistente antes y
después de haber sido tratado con los aceites esenciales. La muestra fue
secada hasta punto critico y posteriormente metalizada con oro. Para la
obtencion de las imagenes se trabajé en bajo vacio. Este procedimiento se
llevé a cabo en el Instituto de Geofisica de la Universidad Javeriana, en
cooperacion con el grupo de investigacion en Nanociencia y Nanotecnologia.

6.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se empled la prueba estadistica ANOVA para evaluar las diferencias entre los
valores y la prueba Tukey.
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7. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Tiempo MARZO ABRIL MAYO JUNIO
o 2|3 213 213 2|3
Actividad
Revision

bibliografica y
estructuracion del
anteproyecto

Presentacion del
primer avance

Reactivacion y
caracterizacion
microscopica de
Staphylococcus

aureus Meticilina
resistente

Ensayos de
inhibicién
Pozo-CMI-CMB

Caracterizacién
bacterias por
Microscopia

Electrénica

Socializacion
resultados Feria de
los
Microorganismos

Presentacion del
segundo avance
grupo NANOSOST

Escritura, entrega y
sustentacién
trabajo final
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. CARACTERIZACION DE Staphylococcus aureus METICILINA
RESISTENTE

La cepa Staphylococcus aureus fue donada por la profesora Fanny Herrera,
docente e investigador del Grupo de Microbiologia y Biotecnologia GIMBIO,
de la Universidad de Pamplona. Dicho microorganismo fue aislado a partir de
qgueso fresco artesanal en donde se determind su resistencia a la meticilina a
partir de analisis moleculares (PCR). La resistencia de S. aureus a la
meticilina esta conferida por el gen mecA, que codifica una proteina variante
de unioén a la penicilina (PBP), llamada PBP2a (Herrera F et al., 2015).

En este estudio se realizaron siembras confirmativas en Agar Baird Parker.
Este medio es selectivo para la deteccion de Staphylococcus aureus. Su
composicidon consta de piruvato sodico el cual ayuda a recuperar las bacterias
lesionadas; su poder selectivo se debe a la presencia de telurito, cloruro de
litio y glicina. La caracteristica méas relevantes de Staphylococcus aureus es la
presencia de un aspecto negro, debido a la reduccion del telurito (Forsythe S,
2000), con un halo transparente que revela la actividad lipolitica del
microorganismo sobre la yema de huevo (Zendejas G et al., 2014).

Figura 2. Crecimiento caracteristico de Staphylococcus aureus en Agar Baird
Parker (Fuente: Cruz K, 2017)
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8.2. EVALUACION DE LOS AGENTES INHIBITORIOS

8.2.1. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LOS EXTRACTOS
Los ensayos de inhibicion en placa de Petri empleando como agente inhibidor
los aceites esenciales mostraron los siguientes resultados:

Microorganismo Agente inhibidor Resultado (mm) Promedio

Resistencia o
susceptibilidad

Staphylococcus 18,72

19,80
Lippia origanoides 19,48 19,67 Sensible (++)
19,73

aureus Meticilina Lippia alba 19,21 18, 98 Sensible (++)

Resistente (SARM) 19, 02

3,32
Eucalyptus globulus 0,0 1,10 Resistente
0,0

Staphylococcus

19,03 _
Lippia origanoides 18, 18 18,80 Sensible (++)
19,11

19,80
Lippia alba 16, 95 18, 37 Sensible (++)
18, 38

aureus

10,32
Eucalyptus globulus 0,0 8,51 Resistente
15, 22

19,04
Lippia origanoides 19,02 19,03 Sensible (++)
19,03

13,41

Escherichia coli Lippia alba 13,22 10,94 Sensible (+)

6,19

1,84
Eucalyptus globulus 2, 88 2,37 Resistente
2,39

Tabla 6. Resultados de los ensayos de actividad inhibitoria de los extractos de
Aceites esenciales (Lippia origanoides, Lippia alba y Eucalyptus globulus) a
una concentracion del 100% frente a SARM, S. aureus y E.coli.

En la Tabla 3, se pueden observar las mediciones de los halos de inhibicién
y el promedio de cada uno de los aceites esenciales frente a cada bacteria.
Segun los rangos de susceptibilidad reportados por Ponce A. et al., (2003)
(Tabla 2). Igualmente en la Tabla 4, se puede observar el efecto inhibitorio de
los ensayos de cada uno de los aceites esenciales mediante discos sensitivos
en placa frente a cada uno de los microorganismos estudiados. El aceite
esencial de Lippia origanoides obtuvo mejor desempefio antimicrobiano,
siendo Staphylococcus aureus meticilina resistente (SARM) sensible (++),
Staphylococcus aureus sensible (++) y Eschericha coli sensible (++). Dentro
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de las actividades biologicas del orégano silvestre se han reportado efectos
antimicrobianos, anti parasiticos, estrogénicos, antigenotoxicos, insecticidas y
antioxidantes. Existen diversos reportes de la accion biocida del aceite
esencial de Lippia origanoides especialmente sobre bacterias, levaduras y
mohos que causan enfermedades en los seres humanos (Olivera et al., 2007).
Se ha demostrado que los aceites esenciales obtenidos a partir de Lippia
origanoides son ricos en compuestos hidrofobos como monoterpenos. La
composicién quimica de Lippia origanoides fue ensayado por Medeiros H et
al., (2014) en donde verificO que sus compuestos mayoritarios eran los
monoterpenos Carvacrol (37,3%), Timol (22,4%) y "Y-Terpinene (10,9%).
Estos compuestos son altamente lipofilos que son capaces de acumularse en
el plasma de la membrana bacteriana, causando la pérdida de su integridad,
aumentando su permeabilidad principalmente a los iones K* y H*, pérdida de
contenido citoplasmico, disipacion de la fuerza motriz del proton, la lisis y la
muerte celular (Medeiros H. et al.,, 2014). El efecto antibacteriano de los
aceites esenciales fue visualizado a través de Microscopia electrénica (SEM).
Se puede evidenciar en la Figura 3 que el aceite esencial de Lippia
origanoides produce lisis celular ocasionando la pérdida de la integridad
celular y su morfologia y agrupacion caracteristica.

EHT =2000kV Signal A= SE1 Date :24 May 2017 EHT =2000kV Signal A = SE1 Date :24 May 2017

WD = 80mm Mag= 1000KX Time :17:01:42 WD = 8.0 mm Mag= 990KX Time :17:64:20
- 7 2

Figura 3. Microscopia de barrido electronica de Staphylococcus aureus
Meticilina Resistente: A. Sin tratamiento B. Después de haber sometida a
Lippia origanoides.

Por otro lado el aceite esencial de Lippia alba obtuvo un efecto frente a
Staphylococcus aureus meticilina resistente (SARM) sensible (++),
Staphylococcus aureus sensible (++) y un efecto sensible (+) frente a
Escherichia coli.
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Microorganismo

1. Lippiaoriganoides

2. Lippiaalba

3. Eucalyptus globulus

4. CONTROL

*)

A. SAMR

(++)

(*++)

R

B. S.aureus

(++)

(++)

C. E.coli

(++)

(+)

Tabla 7. Efecto Inhibitorio de los Aceites esenciales sobre A) SARM, B) S. aureus, C) E.colivs 1) Lippia origanoides, 2) Lippia alba, 3)

Eucalyptus globulus, 4) Control positivo.
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Henao S. et al., (2011) evaluaron la actividad antibacteriana de Lippia alba,
mostraron actividad inhibitoria del crecimiento de las cepas de C. albicans
(ATCC 14053), S. aureus (ATCC 6538) y E. coli (ATCC 25992). En su estudio
gue los extractos cloroférmicos, acetonicos, etandlicos de la raiz de Lippia alba
mostraron actividad antimicrobiana invitro empleando la técnica de disco de
papel contra cepas de Staphylococcus aureus, Micrococus luteus, Bacillus
subtilis, Mycobacterium smegmatis, Candida albicans, Monilia sitophila, lo cual
es similar al método utilizado en este estudio. El extracto etandlico de Lippia
alba sirve como antibacteriano y antimicotico. Los aceites esenciales de Lippia
alba, mostraron actividad antimicética contra Aspergillus fumigatus y Candida
krusei. Ademas, recientemente se ha demostrado efecto inhibitorio sobre virus
patbgenos humanos de alta prevalencia en América latina como son el virus
de la fiebre amarilla y virus del dengue (Henao S et al., 2011).

El efecto inhibitorio de Eucalyptus globulus segun los rangos establecidos por
Ponce A et al., (2003) fueron: resistente (< 8mm) frente a Staphylococcus
aureus meticilina resistente  SARM y Escherichia coli. En cuanto a
Staphylococcus aureus presento un efecto sensible (+). Yafiez X. y Cuadro O.,
(2012) evaluaron dos especies de aceites esenciales entre ellos Eucalyptus
globulus y dos métodos de extraccion de aceite, esto con el fin de determinar
cual es el mas adecuado para obtener un efecto antibacteriano que garantizara
la eliminacion de las bacterias de interés alimentario. En ese estudio
procesaron hojas de Eucalipto seleccionadas en tres zonas del municipio de
Pamplona y obtuvieron el aceite esencial por dos métodos de extraccion:
Arrastre con vapor (AV) e hidrodestilacién asistida por radiacién de microondas
(HDMO), ellos evaluaron el efecto antibacterial de los aceites de las especies
E. globulus y E. camaldulensis en donde encontraron actividad frente a las
cepas Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis , Bacillus
subtilis y Enterococcus faecalis.

8.2.2. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y CONCENTACION
MINIMA BACTERICIDA USANDO ACEITES ESENCIALES

La concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida de
cada uno de los aceites esenciales Lippia origanoides (Tabla 8), Lippia alba
(Tabla 9) y Eucaliptus globulus (Tabla 10) frente a Staphylococcus aureus
meticilina resistente SARM, Staphylococcus aureus y Escherichia coli, se
realizd6 en placas de 96 pozos ELISA (CMI) evaluando diferentes
concentraciones minimas de cada uno de los aceites. Para determinar la
concentracion minima bactericida se realiz0 siembra en superficie en Agar TS
de las CMI donde se evidencio ausencia de crecimiento bacteriano. Luego de
incubadas las placas ELISA a 37°C /24h, se pudo observar la cambio de color
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Aceite Concentracién minima inhibitoria (CMI) Concentracién minima bactericida (CMB)
esencial

06 04 02 008 006 004 002 001 0,008

Lippia
origanoides

Cada flechaindica la ubicacion de la CMI y CMB.

Escherichia coli

Tabla 8. Concentraciones minimas inhibitorias y concentraciones minimas bactericidas de Lippia origanoides frente a
Staphylococcus aureus meticilina resistente (SARM), Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
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de los pozos debido al colorante de contraste empleado, el cual evidencia la
actividad metabdlica de las bacterias. En la Tabla 8 se puede observar el
efecto antibacteriano del aceite esencial Lippia origanoides, las
concentraciones minimas inhibitorias se establecieron a partir de 0,6% a
0,008% frente a las bacterias. Se emple6 para cada bacteria una concentracion
de Mcfarland 0,5. Se obtuvo la CMI para Staphylococcus aureus meticilina
resistente (SARM) a una concentracién de 0,2% de AE y su CMB en 0,2%,
ya que no se evidencid crecimiento a partir de esa concentracién. En cuanto a
Staphylococcus aureus se obtuvo la CMI en 0,6% y su CMB en 0,6%, por
altimo en Escherichia coli la CMI se obtuvo a una concentraciéon de 0,2% vy
una CMB en 0,2%.

Las plantas del género Lippia (Verbenaceae) han sido utlizadas para
propoésitos medicinales en muchos paises, varias actividades bioldgicas tales
como antibacteriana, antiparasitaria, antiviral y antimicética han sido
establecidas tanto para los extractos como para los aceites (Pascual M et al.,
2001). El mecanismo de accion de los aceites frente a los microorganismos
Gram negativos es la desintegracion de la membrana externa de este grupo de
bacterias, liberando los lipopolisacéaridos, e incrementando la permeabilidad de
la membrana citoplasmatica al ATP. Segun Ramirez L. et al., (2012) las
diferentes concentraciones evaluadas de los aceites presentan algin grado de
actividad inhibitoria frente a las cepas de Salmonella y E. coli; generalmente,
los aceites esenciales que poseen propiedades antibacterianas fuertes contra
agentes patdégenos alimenticios, contienen un alto porcentaje de compuestos
fendlicos como el carvacrol y timol (Ramirez L et al., 2012). Parece razonable
gue su mecanismo de accion pueda ser similar al de otros fenoles; estos
mecanismos incluyen la alteracion de la membrana citoplasmica, perturbacién
de la fuerza motriz de protones (PMF), el flujo de electrones, el transporte
activo y la coagulaciéon de contenidos celulares (Stashenko E. et al., 2004).

Segun Ramirez L et al.,, (2009) en su estudio obtuvo una CMI de Lippia
origanoides con valores bajos (256 ppm) frente a Escherichia coli. En el
presente estudio se obtuvo un porcentaje de 0,2% y los valores de la CMI
coincidieron con los CMB, igualmente en el estudio de Ramirez L. y
colaboradores, esto demuestra la accion bactericida de estos aceites a las
diferentes concentraciones. Las actividades inhibitorias presentadas frente a
microorganismos Gram positivos y Gram negativos puede deberse a la
presencia de timol y carvacrol. No obstante existen evidencias que los
componentes minoritarios juegan un papel critico en la actividad antibacteriana,
posiblemente por producir un efecto sinérgico con otros componentes (Marino
M et al.,, 2001). La actividad antimicrobiana del carvacrol y el timol ha sido
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Aceite Concentracién minima inhibitoria (CMI)
esencial
22 20 10 02 06 04 02 008 006 004 002
Lippia alba

* CMI

* CMB

Cada flecha indica la ubicacion de la CMl y CMB.

Concentracién minima bactericida (CMB)

Escherichia coli

Tabla 9. Concentraciones minimas inhibitorias y concentraciones minimas bactericidas de Lippia alba frente a Staphylococcus aureus

meticilina resistente (SARM), Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
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demostrada, ambos compuestos parece que afectan la permeabilidad de la
membrana celular (Salgueiro L. et al., 2003).

En la Tabla 9 se puede observar el efecto antibacteriano del aceite esencial
Lippia alba, las concentraciones minimas inhibitorias se establecieron a partir
de 2,2% a 0,02% frente a las bacterias. Se establecié para cada bacteria una
concentracion de Mcfarland 0,5 y se obtuvo la CMI para Staphylococcus
aureus meticilina resistente (SARM) a una concentracion de 0,6% de AE y
su CMB en 0,6%, ya que no se evidencio crecimiento a partir de esa
concentracion. En cuanto a Staphylococcus aureus se obtuvo la CMI en 0,8% y
su CMB en 0,8%, por ultimo en Escherichia coli la CMI se obtuvo a una
concentracion de 0,4% y una CMB en 0,4%. Henao S et al., (2011) encontr6
en su estudio una concentracion minima bactericida (CMB) de 0,5 mg/ml de
Lippia alba frente a Helicobacter pylori y se observé que entre mayor es el
tiempo de exposicion del indculo bacteriano al extracto acuoso mayor seré la
actividad bactericida. Se pudo observar segun los resultados que el mejor
efecto antibacteriano de este aceite fue frente a Staphylococcus aureus
meticilina resistente (CMI: 0,6% y CMB: 0,6%) en comparacion con
Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

En los resultados obtenidos para Eucalyptus globulus (Tabla 7) se puede
observar el efecto antibacteriano, las concentraciones minimas inhibitorias se
establecieron a partir de 4,6% a 0,8% frente a las bacterias, se obtuvo la CMI
para Staphylococcus aureus meticilina resistente  (SARM) a una
concentracion de 2,2% de AE y su CMB en 2,2%, ya que no se evidencio
crecimiento a partir de esa concentracién. En cuanto a Staphylococcus aureus
se obtuvo la CMI en 2,4% y su CMB en 2,4%, por ultimo en Escherichia coli la
CMI se obtuvo a una concentracion de 2,2% y una CMB en 2,2%.

Chavez A. (2014) y colaboradores encontraron es su estudio que la
Concentracion Minima Inhibitoria del extracto acuoso liofilizado de Eucalyptus
globulus fue de 16 mg/ml para Escherichia coli, mientras que para
Staphylococcus aureus fue 32 mg/ml. Asimismo, el extracto acuoso liofilizado
de Eucalyptus globulus frente a Escherichia coli tuvo una Concentracion
Bactericida Minima de 128 mg/ml, mientras que frente a Staphylococcus
aureus tuvo una C.B.M. de 256 mg/ml (Chavez A et al., 2014). Graveson R,
2012 encontré que el extracto acuoso de hojas de Eucalyptus globulus mostré
actividad antimicrobiana invitro contra Escherichia coli (0.07 mg/ml),
Staphylococcus aureus (0.09 mg/ml y 0.4 mg/ml), Bacillus subtilis (0.8 mg/ml) y
Enterococcus feacalis (1,3mg/ml). Medizzine, (2012) muestra que la planta de
eucalipto tiene accion inhibitoria del crecimiento de algunos gérmenes in vitro
como algunos causantes de infecciones respiratorias. Con respecto al
Staphylococcus aureus meticilina-resistente, el eucalipto posee un
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Concentracion minima bactericida (CMB)

Aceite Concentracion minima inhibitoria (CMI)
esencial
46 42 38 36 34 28 26 24 22 20 08
Eucalyptus
globulus

*CMI

*CMB

Cada flecha indica la ubicacion de la CMl y CMB.

Escherichia coli

Tabla 10. Concentraciones minimas inhibitorias y concentraciones minimas bactericidas de Eucalyptus globulus frente a

Staphylococcus

aureus meticilina resistente (SARM),
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cierto grado de actividad inhibitoria. En el presente estudio se pudo evidenciar
la accién inhibitoria de Eucalyptus globulus frente a SARM, Staphylococcus
aureus y Escherichia coli.

8.3. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS

Resultado zona de
Microorganismo Agente inhibidor Promedio | Diametro

(mm) STT R

4,85
Gentamicina 2,34 3,08 X
2,06

Staphylococcus aureus 6,32
Meticilina Resistente Ciproflaxina 5,02 5,86 X
(SARM) 6, 25

9,29
Eritromicina 7,09 7,48 X
6,07

3,47
Gentamicina 3,85 2 92
1, 45

7,13
Staphylococcus aureus Ciproflaxina 6,54 6,51 X
5, 87

0,0
Eritromicina 0,0 3,63 X
10, 90

4,84
Gentamicina 1,54 3,38 X
3,76

13,97
Escherichia coli Ciproflaxina 6, 45 10,21 X

0, 28
Eritromicina 10,90 5,59 X

Tabla 11. Resultados de los ensayos de actividad inhibitoria antibioticos
(Gentamicina, Ciproflaxina y Eritromicina) frente a SARM, S. aureusy E.coli.

Segun la CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) las zonas de
diametro en milimetros (mm) obtenidas fueron interpretadas por los siguientes
parametros: Susceptible (S), Intermedio (l) y Resistente (R) (CLSI, 2016). En la
Tabla 11, se puede observar que SARM, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli presentaron resistencia a la Gentamicina. Este antibidtico pertenece al
grupo de los aminoglucosidos. Segun Ardanuy et al., (2011) los fenotipos mas
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frecuentes de resistencia a los aminoglucosidos que se pueden encontrar en
pruebas invitro son el de resistencia a la Gentamicina, esto se debe a la
produccion de enzimas modificadoras de aminoglucosidos, gracias a la
produccion de la enzima bifuncional AAC (6’)-APH (2”); en Staphylococcus
aureus la tasa de resistencia a la Gentamicina fue del 8,6%, en Staphylococcus
aureus Meticilina resistente fue del 20%, esto indica la alta distribucion de esta
enzima en nuestro medio. Esta enzima combina la actividad acetiltransferasa
con la actividad fosfotransferasa y esta codificada por el gen aac (6)-aph (2°).
La presencia de esta enzima implica resistencia a casi todos los
aminoglucésidos.

En cuanto a los ensayos de inhibicion con Ciproflaxina observados en la Tabla
11 las bacterias SARM, Staphylococcus aureus y Escherichia coli presentaron
resistencia de acuerdo a los parametros establecidos por la CLSI (CLSI, 2016).
Las fluoroquinolonas inhiben la sintesis de ADN, la inhibiciébn ocurre por la
interaccion del antibiético con el complejo formado por la uniéon del ADN a las
dianas de las quinolonas, la ADN-girasa y la topoisomerasa IV. Estas dos
enzimas estan estructuralmente relacionadas y constan de dos pares de
subunidades diferentes, las subunidades GyrA y GyrB en el caso de la ADN-
girasa, y las subunidades ParC y ParE en el caso de la topoisomerasa IV. En
Su mayoria, la resistencia a quinolonas en bacterias gramnegativas se produce
por mutaciones cromosdmicas (Drlica y Zhao., 1997; Hooper, 1998; Martinez.,
et al 1998). En Escherichia coli la modificacion de la diana es determinada por
mutaciones en gyrA o parC (genes que codifican para la subunidad A de la
ADN-girasa y la topoisomerasa IV, respectivamente), y en menor medida en
gyrB o parE (genes que codifican para la subunidad B de la ADN-girasa y la
topoisomerasa IV, respectivamente) (Helling et al., 2002).
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Microorganismo

Gentamicina

Ciproflaxina

Eritromicina

4.

CONTROL (+)

A. SARM

RESISTENTE

RESISTENTE

RESISTENTE

B. S.aureus

RESISTENTE

RESISTENTE

RESISTENTE

C. E.coli

RESISTENTE

RESISTENTE

RESISTENTE

Tabla 12. Efecto Inhibitorio de los Antibidticos obre A) SARM B) S. aureus C) E.coli vs 1) Gentamicina 2) Ciproflaxina 3)

Eritromicina 4) Control positivo.
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En Escherichia coli como en Staphylococcus aureus se ha demostrado que
diferentes niveles de resistencia a quinolonas dependen de si las alteraciones
ocurren en la diana primaria, la secundaria, o en ambas. Un factor muy
importante para la resistencia a fluoroquinolonas se debe a mutaciones en
bombas de transporte activo que expulsan compuesto téxico debido a su
expresion o sobreexpresion provocando resistencia a diferentes grupos de
antibioticos al mismo tiempo (Ribera et al., 2002). El gen norA codifica una
bomba que contribuye a resistencia en S. aureus, y acrAB codifica en E. coli un
sistema de expulsion multidroga que asociado al producto de tolC modula la
resistencia a quinolonas en esta especie. Tambien se ha demostrado que la
sobreexpresion de NorA, por una mutacion en el promotor, provoca un
aumento de 2 a 4 veces la concentracion inhibitoria minima (CIM) de
ciprofloxacino (Helling et al., 2002).

En la Tabla 12 se pueden observar los ensayos de disco sensitivo en Agar TS.
Se obtuvieron halos de inhibicion de los antibi6ticos probados frente a SARM,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los resultados obtenidos en los
ensayos de inhibicion realizados con Eritromicina fueron interpretados segun
los estandares establecidos por la CLSI, los microorganismos ensayados
presentaron resistencia Staphylococcus aureus (3,63 mm), SARM (7,48mm) y
Escherichia coli (5,59 mm). Segun estudios se ha demostrado que en los
estafilococos, la resistencia a los macrélidos (eritromicina, claritromicina,
azitromicina, midecamicina) puede asociarse a diferentes fenotipos de
sensibilidad o de resistencia a las lincosamidas (clindamicina). La resistencia a
los macrdlidos y a la clindamicina es mas frecuente entre cepas de ECN que en
S. aureus. Segun un reporte realizado en el 2006 del Sexto Estudio Nacional
de estafilococos, los porcentajes de resistencia de S. aureus a la eritromicina y
a la clindamicina fueron del 37% y del 19,9%. Los mecanismos de resistencia a
los antimicrobianos del grupo MLSB que subyacen bajo 4 fenotipos de
resistencia poseen un efecto de: 1) Modificacion de la diana (ARNr 23S) por la
accion de metilasas codificadas principalmente por genes erm (erythromycin
ribosome methylase, ermA, ermB, ermC, entre otros) y en raras ocasiones por
el gen cfr; 2) expulsién activa del antimicrobiano relacionado con diferentes
genes de codificacibn plasmidica del tipo msrA; 3) inactivacion del
antimicrobiano (genes de tipo Inu); 4) modificacion de la diana por mutacién del
ARNr 23S y/o de proteinas ribosémicas (Ardunay et al., 2011).
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8.4. ANALISIS ESTADISTICO

8.4.1. ANALISIS DE VARIANZA APLICADA A LOS TRATAMIENTOS
EMPLEADOS PARA LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE
STAPHYLOCCOCCUS AUREUS METICILINA RESISTENTE

En el presente trabajo, se aplicé un Andlisis de Varianza (ANOVA) a los
tratamientos utilizados para la inhibicion de Staphylococcus aureus Meticilina
Resistente, para ello se realizaron tres repeticiones de las pruebas con
sensidiscos cada una por triplicado, lo que nos da un total de nueve datos en
cada tratamiento, tanto para cada uno de los Aceites esenciales como para
cada antibiotico empleado. Se aplico un nivel de significancia del 95% (p-valor
< 0,05) para probar la existencia de diferencias significativas en los resultados
obtenidos. En caso de encontrar diferencias significativas en los resultados, se
aplicé una prueba de mudltiples rangos mediante el test HSD de Tukey para
separar los grupos.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Lippia Origanoides 9 172,4 19,15555556 0,332052778
Lippia alba 9 144 16 20,75

Eucalyptus

globulus 9 35 3,888888889 26,86111111
Gentamicina 9 27,8 3,088888889 2,012836111
Ciproflaxina 9 57,01 6,334444444 12,70307778
Eritromicina 9 44,35 4,927777778 24,33501944

Tabla 13. Resumen de valores de Analisis de Varianza por un factor.

En la Tabla 13 se pueden observar los valores obtenidos en el andlisis, se
observan los valores de las sumas de datos, promedio de datos y varianza de
cada grupo, en este caso cada grupo son los tratamientos empleados para la
inhibicion de Staphylococcus aureus Meticilina Resistente. Cada tratamiento
corresponde a los Aceites esenciales (Lippia origanoides, Lippia alba y
Eucalyptus globulus) y antibioticos (Gentamicina, Ciproflaxina y Eritromicina).
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Entre grupos 2131,445593 5|426,2891185| 29,40124437 | 0,00000000000016 2,408514119

Dentro de los

grupos 695,9527778 48| 14,4990162

Total 2827,39837 53
Tabla 14. Resultados del Analisis de Varianza aplicado a cada uno de los
grupos.

Se plantea la siguiente pregunta con el fin de establecer una hipétesis nula y
una hipétesis alternativa:

¢Existen diferencias estadisticamente significativas en el promedio del
diametro de halo de inhibicién entre los tratamientos empleados?

Para la prueba estadistica de Analisis de varianza plantea que la hipétesis nula
es aquella donde todas las medias son iguales, por lo tanto:

Hipodtesis nula: El promedio del diametro de halo inhibicion en los seis grupos
de tratamientos es igual, con el 95% de confiabilidad.

La hipétesis alterna es aquella donde una de las medias es diferente, por lo
tanto:

Hipotesis alternativa: En al menos un grupo de tratamiento existe diferencia
en el promedio del diametro de halo de inhibicién, con 95% de confiabilidad.

La prueba estadistica de Analisis de Varianza se realizé en Excel mediante la
funcién Analisis de Varianza de un factor. Con los resultados obtenidos en la
Tabla 14 se tuvieron en cuenta el valor F y valor P (Probabilidad), el cual nos
muestra que el valor F es de 29,40 y el valor P de 0,00000000000016. Teniendo
en cuenta el valor de significancia de 0,05 se rechaza la HIPOTESIS NULA: El
promedio del diametro de halo inhibicién en los seis grupos de tratamientos es
igual, con el 95% de confiabilidad, debido a que el valor de P es menor que el
valor de significancia 0,05.

Debido a que la hipotesis nula es rechazada, se debe identificar la HIPOTESIS
ALTERNA: En al menos un grupo de tratamiento existe diferencia en el
promedio del diametro de halo de inhibicién, con 95% de confiabilidad. En este
caso debido a las diferencias significativas en los resultados, se aplicé una
prueba de mdltiples rangos mediante el test HSD de Tukey para separar los
grupos. Para aplicar esta prueba se tuvieron en cuenta los valores de Suma de
cuadrados y grados de libertad observados en la Tabla 14.
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Se establecio el valor de HSD (Diferencia honestamente significativa), este
valor se calculdé con el valor alfa obtenido de la tabla de Tukey segun los
grados de libertad obtenidos junto con el valor MSe (14,5) y valor n (9). El valor
alfa de la prueba de Tukey fue de 4,16. Al hallar el valor HSD que fue de 5,3 se
restaron los promedios de los diametros de halo de inhibion entre cada grupo
de tratamientos empleados y se compararon con el valor HSD. Aquellos
valores mayores a HSD presentaron diferencia.

Lippia
origanoides

Eucalyptus
globulus

Tratamientos Lippia alba Gentamicina | Ciproflaxina | Eritromicina

Lippia

. . 3
origanoides

Lippia alba

Eucalyptus
globulus

Gentamicina 3

Ciproflaxina 1

Eritromicina

Tabla 15. Prueba Tukey, establece las diferencias significativas entre los
grupos de tratamientos.

Segun la Tabla 15 se observan las diferencias de Lippia origanoides con los
tratamientos de Eucalyptus globulus, Gentamicina, Ciproflaxina y Eritromicina.
También las diferencias entre Lippia alba con los tratamientos de Eucalyptus
globulus, Gentamicina, Ciproflaxina y Eritromicina. Mediante estos resultados
se puede interpretar la efectividad que tienen los tratamientos Lippia
origanoides y Lippia alba en la inhibicién de Staphylococcus aureus Meticilina
Resistente en comparacién con los otros tratamientos empleados, la cual
fueron corroborados con los parametros establecidos para cada tratamiento, en
el caso de los Aceites esenciales los parametros de Resistencia y
susceptibilidad establecidos por Ponce A. et al (2003) y los parametros
establecidos por la CLSI para cada uno de los antibioticos empleados frente a
Staphylococcus aureus Meticilina Resistente. Con estos resultados se acepta la
hipotesis alternativa ya que existen diferencias entre los tratamientos
empleados para la inhibicion de Staphylococcus aureus Meticilina Resistente.
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9. CONCLUSIONES

A través de este estudio se evalud el efecto antibacteriano de los aceites
esenciales obtenidos de plantas (Lippia origanoides, Lippia alba y Eucalyptus
globulus) y antibidticos (Gentamicina, Ciproflaxina y Eritromicina) sobre
Staphylococcus aureus Meticilina resistente (SAMR).

Se pudo establecer que el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales es
mayor que el de los antibidticos probados frente a Staphylococcus aureus
meticilina resistente SAMR.

De los aceites ensayados Lippia origanoides presentdé mayor efecto inhibitorio
en comparacion con Lippia alba y Eucaliptus globulus frente a Staphylococcus
aureus Meticilina Resistente SARM, con una CMIl y CMB de 0,2%. Por tanto, se
propone la utilizacion de este aceite como método de tratamiento efectivo para
eliminar este patdgeno multirresistente.
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10. RECOMENDACIONES

Analizar los efectos citotdxicos de las concentraciones minimas inhibitorias de
los aceites esenciales de Lippia origanoides, Lippia alba y Eucalyptus globulus
obtenidas en este estudio
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12. ANEXOS

Anexo 1. Registro fotografico de la participacion en la Feria de los
Microorganismos 2017, organizada por el Departamento de Microbiologia
(Pamplona, Norte de Santander).
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