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Resumen

La resistencia antimicrobiana representa un grave problema para la salud humana y animal.
Los aceites esenciales son un gran recurso para enfrentar esta problematica. Melaleuca
armillaris es una planta cuyo aceite esencial (AE) ha sido reportado como antimicrobiano. La
cloxacilina (CLOX) es un antibitico de amplio uso en medicina veterinaria contra
Staphylococcus aureus. Nuestro objetivo fue evaluar la interaccion farmacodinamica de la
combinacion del AE con CLOX en busca de un efecto sinérgico que maximiza la actividad
antibacteriana contra S. aureus.

Se establecieron las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) frente a S. aureus (3 cepas
salvajes aisladas de vacas Holstein y ATCC 29213 como referencia) para CLOX, AE y la
combinacion de ambos mediante microdilucion en caldo a pH 7.4; 6.5 y 5.0. El AE se obtuvo
mediante destilacién por arrastre de vapor. Se aplicé el método de tablero de damas para
evaluar la interaccion CLOX/AE, estableciendo el indice de concentracion fraccionaria
inhibitoria (CFI). Luego evaluamos el indice de actividad antibacteriana E, diferencia entre el
Logio del nimero de bacterias viables iniciales (nt0) y finales (nt24) de las combinaciones
con CFl mas bajos. Se construyeron curvas de muerte bacteriana de CLOX y AE/CLOX a
0.5,1, 2,4y 8 veces la CIM en caldo a pH 7.4; 6.5 y 5.0 considerando efecto bacteriostatico
(E = 0), bactericida (E = -3) y de erradicacion virtual (E = -4).

Se observo una clara actividad sinérgica entre el AE y CLOX, permitiendo reducir la CIM del
B-lactamico contra S. aureus. Esta interaccion se vio favorecida por la acidificacion del
medio, donde concentraciones mas bajas de CLOX lograron un efecto bactericida cercano a

la erradicacion virtual en presencia de pequefias cantidades de AE.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, Melaleuca armillaris, aceite esencial, cloxacilina,

resistencia.
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Introduccién

La mastitis bovina es uno de los
problemas que mas afecta a la produccion
de ganado lechero en todo el mundo, y la
terapia antimicrobiana es la herramienta
principal para su tratamiento. Esta
enfermedad es responsable de un efecto
negativo en la economia de varios paises,
debido a la disminucién en el nivel de
produccion y la calidad de la leche. El
patbgeno mas frecuente que causa
mastitis subclinica en vacas lecheras es
Staphylococcus aureus (Mestorino vy
Errecalde, 2012). Este microorganismo se
caracteriza por su capacidad de

seleccionar  resistencia  contra  los
antimicrobianos tradicionales, de formar
biopeliculas, y de invadir y sobrevivir
dentro de las células epiteliales (Rich,
2005). La aparicion de resistencia a
mdultiples  antibiéticos se ha visto
favorecida por el abuso en la aplicacion de
antimicrobianos en varias areas:
medicinahumana, veterinaria, agricultura.
En la actualidad, el creciente nimero
de cepas de S. aureus resistentes a la
meticilina (SARM) aisladas de humanos y
animales pone en peligro la eficacia de los
tratamientos antimicrobianos tradicionales.
El uso excesivo e irracional de
antimicrobianos favorecid la aparicion de
familias de

resistencia a mudltiples

antibioticos. Es probable que Ila
introduccioén de antimicrobianos

resistentes a las p-lactamasas en la
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década de 1960 haya conducido a la
Le Dell,
Boxrud y Elianne,

aparicibon de SARM (Nami,
Sabetti, Borchadt,
2003). En la literatura de medicina
veterinaria, el aislamiento de SARM en
animales ha sido reportado desde 1975
(Devriese y Hommez, 1975). Esto ha
estado generando una diseminacion de
cepas resistentes y multirresistentes
transmitidas entre humanos y animales
(Cervantes-Garcia, Garcia-Gonzélez,
Salazar-Schettino, 2014).

(CLOX) es un

antimicrobiano semisintético derivado de

La cloxacilina

la penicilina, que resiste la ruptura
provocada por la enzima penicilinasa.
CLOX es un antibidtico ampliamente
utilizado en medicina veterinaria contra S.
aureus (Mestorino y Errecalde, 2012).
Tiene actividad bactericida contra S.
aureus productor de p-lactamasa. Sin
embargo, la creciente aparicion de
resistencia a la meticilina y la consiguiente
dificultad en el control de estas
infecciones fomenta la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas. Una
alternativa para enfrentar el problema de
la resistencia bacteriana es el uso de
productos  derivados de  extractos
vegetales. En el pasado, los productos
naturales y fitoquimicos se usaban en el
tratamiento y prevenciéon de
enfermedades infecciosas. Las plantas
naturalmente

sintetizan compuestos

guimicos aromaticos y metabolitos
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secundarios que sirven como mecanismo
de defensa contra los microorganismos
(Zomorodian et al.,, 2013). La actividad
biolégica de una planta medicinal
generalmente se basa en la presencia de
uno o0 un conjunto de componentes
guimicos ubicados en los tejidos de la
planta. Los compuestos con actividad
antimicrobiana estan presentes
principalmente en los aceites esenciales,
que pueden presentarse en uno 0 mas
organos dependiendo de la especie
(L6pez-Malo, Palou y Alzamora, 2005).
Los aceites esenciales resultan ser el
producto final del metabolismo secundario
de las plantas arométicas (Vega-
Portocarrero y LOpez-Malo, 2009). Son
extractos conformados por mezclas
complejas de compuestos con elevada
actividad antimicrobiana. Resulta muy util
aprovechar esta propiedad y transferirla al
tratamiento de bacterias resistentes a los
antibioticos. Existen muchos trabajos que
establecen la restauracion de la actividad
antimicrobiana de los antibiéticos, que han
disminuido su efectividad frente a los

microorganismos, cuando se combinan

con aceites esenciales (Yap, Yiap,
Ping, Lim, 2014; Rosato, Vitali, De
Laurentis,  Armenise, Milillo, 2007;
Rodrigues, Costa y Coutinho, 2009;

Orchard y van Vuuren, 2017).
La explotacién de aceites esenciales en
la prevencion de la resistencia bacteriana

es prometedora, ya que la multiplicidad de
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componentes con diferentes dianas de
accion, en comparacibn con muchos
agentes antimicrobianos convencionales
gue solo tienen un Unico sitio de accion.
Dependiendo de la composicion de los
aceites esenciales, se pueden atribuir
diferentes mecanismos de accion, incluido
el dafio a proteinas esenciales del
enzimas de

patégeno, bloqueo de

membrana  con las  cuales los
microorganismos pueden bombear el

principio  activo, cambios en el
metabolismo, permeabilizaciébn de sus
membranas. Estos aceites contienen una
amplia gama de polifenoles y terpenoides,
que tienen una fuerte afinidad de unién a
diferentes estructuras moleculares como
las membranas, debido a su gran lipofilia,
presentando un alto potencial para
penetrar a través de las paredes celulares
y desorganizarlas, dando lugar a la fuga
del contenido celular (Nazzaro, Fratianni,
De Martino, Coppola, De Feo, 2013) .
Varios autores estdn investigando
sobre la aplicacion de aceites esenciales
como adyuvante para aumentar el efecto
de los antimicrobianos contra las especies
bacterianas. Este es un nuevo concepto
con alto potencial. Por ejemplo, el aceite
esencial de Pelargonium graveolens
reduce la dosis efectiva minima de
contra  Bacillus

norfloxacina cereus,

Bacillus subtilis, Escherechia coli vy
Staphylococcus aureus (Rosato et al.,

2007). Rodrigues et al. (2009) informaron
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gue el aceite esencial de hojas de Croton
zehntneri es capaz de aumentar la
actividad de la gentamicina en un 42.8%
contra Pseudomonas aeruginosa por
contacto gaseoso, lo que sugiere que el
aceite tiene potencial para ser utilizado
como adyuvante

en terapia

antimicrobiana. Las bacterias Gram

positivas como S. aureus son mas
susceptibles a los aceites esenciales que
las Gram negativas (Azhdarzadeh vy
Hoijjati, 2016), porque estas Ultimas tienen
una capa externa con lipopolisacaridos
gue cubren el peptidoglicano y limitan la
difusion de compuestos hidréfobos a
través de este (Chouhan, Sharm, Guleria,
2017).

Las propiedades antimicrobianas de los
aceites esenciales promueven el interés
cientifico en el estudio de ellos como un
grupo de

farmacoldgicos. Poseen

nuevo compuestos

una enorme
variedad quimica y estructural, lo que las
convierte en mezclas funcionalmente
versatiles (Yap et al., 2014). Aunque su
asociarse los

actividad puede con

componentes principales, todos ellos

influyen en el efecto farmacolégico. Es
probable que la alta concentracion de los
principales compuestos enmascare los
efectos de los deméas. Sin embargo, en
términos de actividad antimicrobiana, cada
muestra menos

componente aislado

efecto antibacteriano que el aceite

esencial completo (Burt, 2004). También

\ni Asociacién de Universidades

‘% \g GRUPO MONTEVIDEO

17, 18 y 19 de octubre de 2018

se ha demostrado que la funciéon de los
compuestos principales esta regulada por
las moléculas minoritarias, lo que
contribuye al efecto sinérgico (Bassole et
al., 2010). Teniendo en cuenta la gran
cantidad de estructuras quimicas que
los aceites esenciales,

componen es

probable que las propiedades
antibacterianas no se puedan atribuir a un
solo compuesto quimico, y por lo tanto
podria haber varios sitios diana de accion
células microbianas donde

en las

actuarian dando como resultado una
influencia potenciadora. Es por eso que es
razonable estudiar los aceites esenciales
como un todo y aprovechar la sinergia de
todos los componentes (Bassolé y Juliani,
2012).
Melaleuca armillaris (Soland. Ex
Gaertn.) Sm. es una de las plantas de
Melaleuca mas cultivadas. Crece en la
forma de un arbusto grande o como un
arbol pequefio. Los trabajos publicados
sobre el aceite esencial de M. armillaris
(AE)

investigaciones de la composicion de su

siguen siendo escasos. Las
AE por GC-MS revelaron la presencia de
1.8-cineol como principal
(Chabir et al.,, 2011; Hayouni, Bouix,
Abedrabba, Leveau, Hamdi, 2008; Silva,
Barbosa, Maltha, Pinheiro, Ismail, 2007).

Se han determinado varias actividades

componente

para este AE. Rizk et al. (2012) obtuvieron
resultados positivos in vivo utilizando este

AE en el tratamiento contra el parasitoide
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Schistosoma mansoni, respondiendo a la

actividad oxidante generada por el
patégeno. También se encontré actividad
inhibidora, in vitro, contra algunas
especies bacterianas tales como B.
subtilis, S. aureus, S. epidermidis, E. coli y
P. aeruginosa (Rizk, Ibrahim, EI-Rigal,
2012; Amri et al., 2012). Las actividades
gue se ha observado para el AE de M.
armillaris en forma pura permiten suponer
gue los buenos resultados obtenidos por
si mismos pueden incrementarse en

sistemas sinérgicos para el mismo
propésito, como la mejora de antibiéticos
para tratar infecciones causadas por
cepas resistentes a los tratamientos
convencionales. No se ha encontrado
bibliografia que indique el uso del aceite
esencial de M. armillaris como potenciador
de antibioticos utilizados en el tratamiento
de infecciones producidas por
microorganismos, particularmente contra
cepas de S. aureus. Este patdgeno es
responsable de un alto porcentaje de
infecciones persistentes. El uso
indiscriminado de antimicrobianos esta
generando microorganismos resistentes a
multiples antibidticos, convirtiéndose en
un problema grave para la salud publica

global (WHO, 2018).

Objetivos

Nuestro objetivo fue evaluar la
interaccion farmacodindmica establecida

mediante la combinacién del AE de M.
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armillaris con CLOX emulando Ilas

condiciones de pH extracelular e
intracelular (pH 7.4, 65 y pH 5) en la
busqueda de un efecto sinérgico que
maximice la actividad del antibidtico contra

Staphylococcus aureus.

Materiales y Métodos
Material vegetal y extraccién del aceite

esencial.

Se recolectaron hojas y ramas
herbaceas de M. armillaris durante mes de
julio en las afueras de la ciudad de
Coronel Brandsen, cerca de la ciudad de
La Plata, Buenos Aires, Argentina. Esta
region  se latitud
35°06'18.9"S y longitud 58°10'57.0"O. El

material

encuentra en

vegetal
Herbario LPAG de la Facultad de Ciencias

se depositd en el

Agrarias y Forestales, UNLP (Holmgren,
Holmgren, Barnett, 1990).

La extraccibn de AE se realiz6 por
destilacion de arrastre de vapor de agua
con un equipo de destilacion con
capacidad de 385 litros. Se utilizaron 38.5
litros de agua para la destilacion y la
cantidad de hojas y ramas herbaceas fue
de 44.750 kg. El AE obtenido se secé con
sulfato de sodio anhidro, se filtr6 vy
almacend en un frasco de vidrio &mbar en

heladeraa 4 ° C.

Andlisis de composicion.
El AE fue analizado por un GC-FID-MS
(Agilent

Agilent Technologies, Santa
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Clara, CA, EE. UU.) 7890A/5975C,
equipado con un inyector (relacién de
division 1: 100), conectado por un divisor
de flujp a dos columnas capilares
(HPWAX y DB-1-MS, ambos 60 m x 0.25
mm con 0.25 pym de fase fija). La columna
polar se conecté a un FID, mientras que la
columna no polar se conectd a un detector
de masas cuadrupolar (HP 5975C) (70
eV). Se usé helio como gas portador, a
1,8 mL/min. La temperatura del inyector
se ajust6 a 250 °C. El volumen de
inyeccion fue 0.3 uL. La temperatura de la
columna se programé de acuerdo con el
siguiente gradiente: 100 °C, aumentando a
2 °C/min hasta 240 °C y se mantuvo
constante durante 15 min. La temperatura
del FID fue de 260 °C y las temperaturas
para la linea de transferencia y la fuente
ibnica se ajustaron a 280 y 230 °C,
respectivamente. El rango de masa (m / z)
fue 40-500 Da. La adquisicion de datos, el
y el
instrumentos se realizaron utilizando el

procesamiento control  de
software Agilent ChemsStation (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.).
La identificacion de los compuestos se
logr6 mediante el andlisis de los indices
de retencién (relativos a n-alcanos C8-
C24) obtenidos en ambas columnas y
comparados con los de los compuestos de
referencia  identificados en  aceites
esenciales quimicamente conocidos y de
la bibliografia (Joulain y Konig, 1998;

Babushok, Linstrom, Zenkevich, 2011).
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Ademas, cada espectro de masas
obtenido se compard con los de la base
de datos (Joulain y Koénig, 1998; Adams,
2007; Wiley/NIST, 2008) y los espectros
de masas obtenidos a partir de los
compuestos de referencia. La contribucion
relativa porcentual de los compuestos se
calcul6 a partir de la respuesta FID
mediante una integracion computarizada
suponiendo que todos los factores de

respuesta fueron 1.

Microorganismo vy antibidtico

El estudio se llevo a cabo utilizando 3
cepas salvajes de S. aureus y como cepa
de referencia S. aureus ATCC 29213 para
el control de calidad. Las cepas salvajes
fueron aisladas a partir de muestras de
leche obtenidas de vacas Holstein con
mastitis subclinica. Se identificaron por la
morfologia de las colonias y por pruebas
bioquimicas de rutina como: tincion de
Gram, prueba de coagulasa y catalasa,
desarrollo de B-hemdlisis, fermentacion de
glucosa y crecimiento en medio salino
(7,5%).

Se us6 un estdndar de CLOX, potencia
del 96.4% (Sigma-Aldrich,
Company, St. EE. UU.) para

Chemical
Louis,

realizar este trabajo.

Concentracién Inhibitoria Minima (MIC) de
CLOX y AE de M. armillaris
Para determinar la CIM de CLOX y AE,

utilizamos placas de microtitulacion de
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poliestireno de 96 pocillos con caldo
Mueller Hinton (CMH) suplementado con
0,5% de Tween 80 (para mejorar la
disolucion del AE). El caldo se ajust6 a pH
7.4, 6.5 y 5.0 con &cido clorhidrico 1N
(Anedra, Argentina), con el fin de emular
las condiciones de pH a nivel extracelular
e intracelular. El rango de concentraciones
de CLOX (aplicando un esquema de
dilucién en serie a la mitad) fue de 256 a
0.007 pg/mL. Las concentraciones de AE
50 ubL/mL a

0.1yL/mL. En ambos casos, cada pocillo

evaluadas fueron de

se inoculd6 con una concentracién
bacteriana final de 5x10° UFC/mI obtenida
a partir de diluciones de una suspension
correspondiente a la del 0.5 de la escala
de Mc Farland (1x10®% UFC/mL). Las
placas se incubaron a 35 °C durante 18-
24 horas. La CIM se establecio como la
concentracion mas baja que inhibi6 el
crecimiento  bacteriano. Todas las
determinaciones se llevaron a cabo por
triplicado y en todos los casos se usaron
controles positivos y negativos con CMH

conteniendo 0,5% de Tween 80.

Concentraciéon Inhibitoria Minima (CIM) de
la combinacion CLOX/AE.

La CIM de la mezcla se realiz6 como
se describi6 previamente para CLOX vy
AE. Las combinaciones del antibiético y el
extracto vegetal se prepararon de acuerdo
con la técnica de tablero de damas
Wojcik,

(Grzybowska; Banaszczyk-Ru;
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Tyski, 2004) frente a las

seleccionadas. La placa de microtitulacion

cepas

consistié en una fila con una dilucién en
serie a la mitad de AE y una columna con
una dilucion en serie a la mitad de CLOX
(como control de CIM). Los pocillos
intermedios presentaron combinaciones
AE/CLOX. Los resultados se interpretaron
de la misma manera que para la CIM de
los antimicrobianos en forma individual,
pero considerando este parametro como
una mezcla. Los indculos bacterianos de
las cepas salvajes de S. aureus y la cepa
de referencia utilizada fueron de 5x10°
UFC/mL por pocillo. La incubacion se llevo
a cabo a 35 °C durante 18-24 horas. El
indice de concentracion fraccionaria
inhibitoria (CFI) se determind de acuerdo

con la siguiente ecuacion:

) + (B) = CFI
(CIM)a (CIM)b
Donde (A): CIM de CLOX en

combinacion con AE; (B): CIM de AE en
combinacion con CLOX; (CIM)a y (CIM)b:
CIM del antimicrobiano y AE en forma
individual, respectivamente. Se consideré
sinergismo (S) si FIC =< 0,5; sinergismo
parcial o bajo (PS) si 0.5 <FIC <1,
indiferencia o adicién (I) si 1 < FIC <2 y

antagonismo (A) cuando FIC = 2.

Ensayo de Curva de muerte e indice de

actividad antibacteriana de la combinacién
AE/CLOX
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El indice de actividad antibacteriana (E)
se evalu6 a partr de aquellas
combinaciones que mostraron los valores
mas bajos de CFI, establecidos como el
valor CIM de la mezcla. Para este fin,
llevamos a cabo ensayos de curva de
muerte diferentes
concentraciones (0.5MIC; 1MIC; 2MIC;
AMIC; 8MIC) de AE, CLOX vy la

combinacion. Para esta Udltima, 1MIC

bacteriana  para

corresponde a la mezcla con valor CFI
mas bajo, y los demas (0.5MIC, 2MIC,
4MIC, 8MIC) mantienen la proporcién de
ambos

compuestos (diluyendo o]

concentrando segin sea el caso).
Preparamos 7 tubos en cada caso
(considerando el control positivo y
negativo) con 1 mL de volumen final que
contiene CMH al 0.5% de Tween 80,
antimicrobiano (0o combinacion AE/CLOX)
y los in6culos. Todos los tubos tenian una
concentracion bacteriana de
aproximadamente 5x10° UFC/mL (excepto
el control negativo). Se incubaron a 35 ° C
y se obtuvieron muestras a las 0, 2, 4, 8,
12 y 24 horas para construir las curvas de
muerte por recuento en placa. Esos se
realizaron para todas las cepas a pH 7.4;
6.5y 5.0.

El indice E se cuantific6 como la
diferencia entre los valores Logio del
numero de bacterias viables (UFC/mL) al
inicio (nt-0) y al final de la prueba (nt-24)
segun la siguiente ecuacion: E = (nt-24) —

(nt-0). Para evaluar E, se aplicaron tres
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puntos de corte tedricos (Sidhu, Landoni,
Aliabadi, 2011): a)
bacteriostatico: E = 0; no hay cambios en

Lees, Efecto
el valor de nt-0; b) Efecto bactericida: E = -
3; hay una reduccion de = 3 log10 de nt-0
y c) Efecto de erradicacion virtual de
bacterias: E = -4; hay una reduccion de =
4 Logio (99.99%) respecto al Log de nt-0.
Los resultados obtenidos se graficaron
usando el programa GraphPad Prism 6
para obtener curvas E versus Logio
(concentracién de CLOX). Los ensayos se
realizaron por triplicado y las cepas
silvestres se agruparon obteniendo una
n=3.

Resultados y Discusion

El proceso de destilacion dur6é 5 horas
y se extrajeron 550 ml de aceite esencial.
El andlisis de su composicion reveld la
presencia de 1.8 cineol (72.3%), limoneno
(7.8%) y oa-pineno (6%) como los
componentes mas abundantes en el AE.

Las cepas utilizadas en este estudio se
identificaron como miembros de la especie
S. aureus después de caracterizarlas
bioquimicamente, resultado cepas Gram
positivas, coagulasa positivas, catalasa
positivas, p-hemoliticas, fermentadoras de
glucosa y con crecimiento en medio salino
(7,5%).

La CIM de CLOX obtenida para S.
aureus ATCC 29213 a pH 7.4 fue de
0.125 pg/mL, lo que esta de acuerdo con

las recomendaciones del CLSI 2009.
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Las 3 cepas silvestres (denominadas
SA13, SA96 y SA139) presentaron una
CIM de 0.5 yg/mL a pH 7.4. En todos los
casos, se observé una disminucion de
esta concentracion al acidificar el medio
de cultivo (Tabla 1).

Respecto al AE de M. armillaris, para
S. aureus ATCC 29213, la CIM fue de 25
ML/mL, mientras que para las 3 cepas
salvajes fue de 12.5 yL/mL. Estos valores
disminuyeron ligeramente con la acidez

del medio de cultivo (Tabla 2).

Cepa CIMpH7.4 CIMpH6.5 CIMpH5.0
ATCC 29213 25 Ol/mL 250mL  12.5 OlimL
SA 13 12501/mL  12.50/mL  6.25 Ol/mL
SA 96 1250/mL  12.500/mL  6.25 Ol/mL
SA 139 1250/mL  12.500/mL  6.25 Ol/mL

Tabla 1. Valores de CIM de CLOX a pH 7,4; 6.5y 5.0.

Cepa CIMpH7.4 CIMpH65 CIMpHS5.0
ATCC 29213 0.125 Og/mL 0.062 Og/mL  0.031 Og/mL
SA 13 0.500g/mL  0.125 Og/mL  0.031 Dg/mL
SA 96 0.5 0g/mL  0.125 Og/mL 0.031 DOg/mL
SA 139 0.5 0g/mL  0.125 Og/mL 0.031 DOg/mL

Tabla 2. Valores de CIM del AE apH 7,4; 6.5y 5.0.

Con la evaluacion del indice de

actividad antibacteriana pudimos
comparar la incidencia de AE en la
actividad CLOX,

causado por la variacion del pH. Esto se

ademas del efecto

visualiza en las Figuras 1-2. Se observa
como la acidificacion del medio aumenta
la actividad antimicrobiana de CLOX
contra S. aureus (para la cepa de

referencia y las cepas salvajes). Los
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valores de pH mas bajos requieren una
menor cantidad de antibidtico para
obtener un valor de E inferior a -3
indicando un efecto bactericida. En los
gréficos se puede ver como la presencia
de AE favorece la accion de CLOX, ya
que se alcanzan valores de E mas bajos
con concentraciones mas bajas del
antibiético en comparaciébn con los
resultados obtenidos solo para CLOX.
Para la cepa de referencia ATCC
29213, se logré un efecto bactericida muy
cercano a la erradicacién virtual, ya que
los valores E estan cerca de -4. Esto se
observo a partir de concentraciones de 2
veces la CIM de CLOX en la mezcla, a los
3 pHs evaluados (Figura 1). En los
aislamientos salvajes, el comportamiento
fue similar al observado para la cepa de
(Figura 2). EI

cromatografico de nuestro AE reveld la

referencia analisis
presencia de 1.8 cineol como componente
principal (72,3%) y en menor cantidad de
limoneno (7,8%) y a-pineno (6,0%). Estos
comunmente estan presentes en aceites
esenciales eficaces como antimicrobianos.

El 1.8 cineol es un monoterpeno
monociclico con alta actividad
antimicrobiana. En varios trabajos (Chabir
et al. 2011; Rizk et al. 2012; Farag et al.
2004; Yvon et al. 2012;), el componente
principal reportado también fue el 1.8
cineol, pero este resultado no concuerda
con otros autores como Amri et al. 2012

porque la concentracion de este fue

1918 2018

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




XXVi1 JI

JORNADAS DE JOVENES
INVESTIGADORES AUGM

A 100 ANOS DE LA REFORM
SABER TE HACE LIBRE

A UNIVERSITARIA

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina

17, 18 y 19 de octubre de 2018

ATCC 29213 pH 74 ATCC 29213 pH 6.5 ATCC 29213 pH 5.0
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Figura 1. Efecto antibacteriano (E: ALogio UFC/mL 24 - 0 h) de CLOX contra S. aureus ATCC 29213 (n=3)
apH7,4(A); 6.5(B) y5.0(C)en presencia y ausencia de AE
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Figura 2. Efecto antibacteriano (E: ALogio UFC/mL 24 - 0 h) de CLOX contra cepas salvajes de S. aureus
(n=3) apH 7,4 (A); 6.5 (B) y 5.0 (C) en presencia y ausencia de AE

marcadamente baja (3.6%).

Existe evidencia de que las diferencias
encontradas en la concentracién de los
componentes en los aceites esenciales,
extraidos de diferentes plantas, se verian
afectadas por las condiciones ambientales
(Curado, Oliveira, Jesu, Santos, Seraphin,
Ferri, 2006). EI compuesto principal de la
mezcla generalmente ejerce la actividad
mas fuerte, pero puede ser influenciado

moléculas (Lang vy

por las otras

Buchbauer, 2012).
En nuestro estudio, el AE solo, sin la
adicion del antimicrobiano, ha demostrado

una fuerte actividad antibacteriana contra
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S. aureus, este resultado concuerda con
la investigacion llevada a cabo por Amri et
al. 2012. La CIM contra S. aureus ATCC
29213 fue de 25 pylL/mL a pH 74 vy
disminuy6 2 veces a pH 5. Este resultado
también se observé en cepas salvajes.

Se observo un claro efecto sinérgico
para la combinacién AE/CLOX, ya que los
valores de CFl obtenidos fueron <1.

Cuando enfrentamos la combinacion
AE/CLOX contra las cepas de S. aureus,
hubo

concentracion de antibiético necesaria

una gran disminucion en la

para inhibir el crecimiento bacteriano.
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En la combinacion AE/CLOX, el efecto
bactericida se mantuvo incluso cuando el
pH del caldo se redujo de 7.4 a 5.0, como
hemos mencionado anteriormente cuando
se estudio el AE sin CLOX. De la misma
manera, cuando se acidifico el medio de
cultivo, la concentracién de CLOX, en la
mezcla AE/CLOX, se redujo aun mas de
10 veces para inhibir el microorganismo
(Tabla 4).

introduccion,

Como mencionamos en la
todavia no hay trabajos
publicados donde se haya estudiado la
interaccion farmacolégica entre el AE de
M. armillaris y CLOX. En la bibliografia se
encuentran gran cantidad de trabajos que
han investigado ampliamente otra especie
de Melaleuca, M. alternifolia (arbol de té),
utilizando la técnica de tablero de damas
contra S. aureus. Sin embargo, los
resultados obtenidos al combinar su aceite
esencial con diferentes antibidticos como
vancomicina (LaPlante, 2007), tobramicina
(D’Arrigo et al.,, 2010) y ciprofloxacina
2009)
fueron indiferencia o efecto antagonista.
La actividad combinada de AE y CLOX,

utiizada en nuestro estudio, también se

(Van Vuuren, Suliman, Viljoen,

17, 18 y 19 de octubre de 2018

evidenci6 en el efecto bactericida,
establecido por el indice E. La disminucion
del -Log10
(UFC/mL) - en un factor de 3 en 24 horas

marco una actividad bactericida, la cual se

inbculo bacteriano inicial

observo tanto para CLOX solo como en la
mezcla. Sin embargo, la concentracién del
antimicrobiano en presencia del AE fue

claramente menor y el valor de E obtenido

estuvo mas cerca del efecto de
erradicacion  virtual (E=-4) que la
concentracion necesaria cuando se aplicé
el B-lactamico solo. En wun estudio

realizado por Nascimento et al. (2007) se
evalud el aceite esencial de Eremanthus
erythropappus en combinacién con
ampicilina (antibiotico B-lactamico) contra
S. aureus logrando un efecto sinérgico
bactericida después de 24 horas de
Brandao,

incubacion (Nascimento,

Oliveira, Fortes, Chartone-Souza, 2007).

Conclusiones

Fue posible reducir la concentracion del
antibiético necesario para inhibir S. aureus
combinando CLOX con AE in vitro.

Teniendo en cuenta que CLOX es un

pH7.4 pH 6.5 pH 5.0
CIM AE CIM CIM CIMAE CIM CIM CIMAE CIM CIM
Cepa pL/mL  CLOX EO/CLOX pL/mL  CLOX AE/CLOX pL/mL  CLOX AE/CLOX
pg/ml (uL/mL)/(ng/mL) CFI png/mL (uL/mL)/(ng/mL) CFI pg/mL (uL/mL)/(ug/mL) CFlI
ATCC
29213 25 0.125 25/0.031 0.75 25 0.062 0.62/0.007 0.36 125 0.031 3.1/0.0035 0.36
13 125 0.5 6.25/0.125 0.62 12.5 0.125 12.5/0.015 1.12 6.25 0.031 3.1/0.0035 0.61
139 125 0.5 6.25/0.125 0.62 12.5 0.125 12.5/0.015 1.12 6.25 0.031 3.1/0.0035 0.61
96 125 0.5 6.25/0.125 0.62 12.5 0.125 12.5/0.015 1.12 6.25 0.031 3.1/0.0035 0.61

Tabla 4. indices de concentracion fraccionaria inhibitoria (CFI) obtenidos para la combinacion aceite
esencial/Cloxacilina (AE/CLOX) en diferentes condiciones de pH vs, CIMs individuales.
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antimicrobiano del grupo de los pB-
lactamicos con buena actividad contra S.
aureus y con amplio uso en medicina
veterinaria, el AE mejora el efecto
antibacteriano de CLOX incluso cuando el
pH intracelular es mas acido que el medio
extracelular. Esto es importante para el
tratamiento de las infecciones
intracelulares en las que S. aureus se
internaliza en los fagolisosomas debido a
qgue la probabilidad de éxito terapéutico
seria  realmente  mayor.  Nuestros
resultados sugieren un aumento de la
susceptibilidad a los B-lactamicos debido
al pH &cido que prevalece en las vacuolas
donde S. aureus es capaz de vivir y
prosperar, lo que se veria facilitado por la
accion del AE de M. armillaris. El pH acido
causa un cambio conformacional de la
(PBP2a),

aumentando la afinidad de su centro

proteina de accibn diana
catalitico por el pB-lactamico. De este
modo, la sinergia que encontramos entre
CLOX y AE en condiciones acidas podria
tener lugar en el interior celular y tener un
efecto importante frente a S. aureus
cuando es refractario a los mecanismos
inmunolégicos. Estos hallazgos se
convierten en una valiosa alternativa para
el tratamiento de infecciones
estafilocdcicas persistentes. Es necesario
tener en cuenta la actividad del AE de M.
armillaris en el disefio de formulaciones

futuras para evaluar los efectos in vivo,
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con el fin de maximizar la eficacia de los

antimicrobianos actuales y futuros.
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