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RESUMEN

El descubrimiento de los antibiéticos por Fleming en el siglo XXy su empleo en
medicina clinica, veterinaria y agricultura ha supuesto uno de los mayores avances
médicos de la historia. Sin embargo, su uso inadecuado ha generado que
determinadas bacterias patdégenas ofrezcan resistencia frente a los diferentes agentes
guimioterapicos, reduciendo asi su efectividad y, por tanto, poniendo en riesgo la salud
humana y animal. Ante el auge de las bacterias resistentes en las ultimas décadas,
los organismos nacionales e internacionales en materia de salud han desarrollado
estrategias para frenar su avance. De igual forma, se estan llevando a cabo

numerosas investigaciones sobre compuestos alternativos a los antibioticos.

En esta revision bibliogréfica se analiza el potencial antimicrobiano que exhiben
las nanoparticulas y los aceites esenciales como alternativa a los antibiéticos frente a
bacterias multirresistentes, concluyendo que ambos tipos de compuestos son idoneos
para tratar enfermedades infecciosas causadas por bacterias patégenas
multirresistentes, evitando la generacibn de resistencias. Ademas, pueden
combinarse con otros agentes antimicrobianos, aumentando asi su actividad

antibacteriana.

Sin embargo, en el caso de las nanoparticulas, se deben realizar més estudios
gue determinen la concentracién éptima y el tipo de nanomaterial adecuado para
evitar problemas de inestabilidad, almacenamiento y toxicidad. El uso de ambos tipos
de moléculas presenta un escenario de actuacion prometedor frente a la propagacion

de bacterias multirresistentes.

Palabras clave: Bacterias multirresistentes, resistencia bacteriana,

compuestos antimicrobianos, antibiéticos, nanoparticulas, aceites esenciales.

ABSTRACT

The discovery of antibiotics by Fleming in the 20th century and their use in
clinical and veterinary medicine as well as in agriculture has been one of the greatest
medical advances in modern history. However, their inappropriate use has led to
certain pathogenic bacteria becoming resistant to different chemotherapeutic agents,
reducing their effectiveness and, consequently, endangering human and animal

health. Faced with the rise of resistant bacteria in recent decades, national and

Pagina | 1



international health organisations have developed strategies to stop their advance.

Similarly, much research is being carried out on alternative compounds to antibiotics.

This literature review analyses the antimicrobial potential of nanoparticles and
essential oils as an alternative to antibiotics against multidrug-resistant bacteria.
Concluding that both types of compounds are suitable for treating infectious diseases
caused by multidrug-resistant pathogenic bacteria, without generating resistance.

Furthermore, they can be combined with other antimicrobials.

However, in the case of nanoparticles, further studies are needed to determine
the optimal concentration and type of nanomaterial to avoid instability, storage and
toxicity problems. The use of both types of molecules presents a promising scenario

for action against the spread of multidrug-resistant bacteria.

Keywords: Multi-resistance bacteria, bacterial resistance, antimicrobial

compounds, antibiotics, nanoparticles, essential oils.
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1. INTRODUCCION

1.1. Evolucién histérica de los compuestos antimicrobianos
1.1.1. Edad antigua

A lo largo de la historia el ser humano se ha centrado en la busqueda continua
de posibles remedios para tratar sus males, desde encomendarse al poder de los
dioses y la magia hasta el uso de minerales y plantas mediante el cual el hombre
primitivo a través del método de ensayo y error encontraba tratamientos eficaces
(Benitez & Pérez, 2019).

El uso de compuestos con actividad antimicrobiana se remonta a la prehistoria.
En septiembre de 1991, en los Alpes (Europa Central), a 3600 m de altitud, una pareja
de alpinistas encontré bajo un glaciar un cadaver momificado de aproximadamente
5300 afios de antigiiedad correspondiente al periodo de la edad de cobre, el cual
conservaba todos sus atuendos, ademas de portar una pulsera de hongos con

propiedades antibacterianas (Spindler et al., 1996).

Hace aproximadamente 4000 afios, en Mesopotamia (Oriente Proximo),
durante la edad de bronce, los sumerios utilizaban multiples compuestos
antimicrobianos, tablillas de arcilla similares al jabén elaboradas a partir de aceites,
sales, resinas y potasio, ademas de recetas recogidas en la farmacopea sumeria en
la que se mezclaban vino, enebro y ciruelas (antisépticos y taninos) (Marcén Letosa,
2000).

Antiguas civilizaciones como la egipcia (3200 a. C) incorporaban en su
farmacopea la elaboracion de multiples compuestos con propiedades antimicrobianas
e inmunoestimulantes, como polvos de maquillaje (Kohl) y lociones ricas en
compuestos naturales usadas para tratar enfermedades oculares y de la piel,
elaboradas a partir de la mezcla de tierra negra procedente del rio Nilo (contenian
sulfuro de plomo, el cual estimula a los queratinocitos para producir una gran cantidad
de Oxido nitrico) y plantas como el azafran, hinojo y neem (Tapsoba et al., 2010) e
incluso la aplicacion de cierto tipo de hongo procedente de aguas estancadas sobre
llagas y heridas (Soriano, 2003).
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Ademas, diversos papiros antiguos egipcios como el de Smith (1600 a. C) y el
de Ebers (1400 a. C) recogen numerosos métodos curativos, como el drenaje de pus,
el lavado de heridas con agua caliente, miel, vino y cerveza (Broughton et al., 2006),
el uso de gasas con emplastos (mezcla de hierbas y grasa) (Majno, 1976) e
instrucciones para la desecacion y conservacion de cadaveres (momificacion) en las
gue se utilizaban sales como el natron (bicarbonato y carbonato sédico) y resinas
aromaticas como la mirra y el incienso en el embalsamiento de clases altas y cebollas

en los de clase baja (Hugo, 1995).

Del mismo modo en la cultura China, se utilizaban multiples compuestos con
actividad antibacteriana, como el queso de soja enmohecido para tratar infecciones e
infusiones de té verde, obtenida a partir de la Camellia sinensis, utilizadas
frecuentemente en la medicina tradicional para la prevencion y tratamiento de diarreas
causadas por infecciones de origen bacteriano, que también fueron utilizadas para las
infecciones provocadas por Vibrio chorea en las epidemias de célera del siglo XIX.
Esta costumbre pasé a los musulmanes, los cuales afadieron hierbabuena al té,
aumentando asi su accion antimicrobiana, y a los hindues, que fermentaron el té verde
consiguiendo té negro, potenciando aun mas sus propiedades antibacterianas
(Marcén Letosa, 2000).

Destacando la gran aportacion hecha por los hinddes a la medicina, mediante
el Ayurveda basado en 3 principios o doshas (pitta, vata y kapha), y, cuyos
conocimientos se transmitieron a lo largo del tiempo por diversas regiones y paises

tales como Indonesia, Indochina, Japon, Arabia y Grecia (Hankey, 2001).

En la farmacopea Ayurveda se recogen multiples tratamientos con propiedades
antimicrobianas tanto para uso humano como veterinario, elaborados principalmente
a partir de la combinacion de plantas (poliherbolaria) como pastas, jugos, polvos,
aceites esenciales, pildoras e infusiones (Gujarathi et al., 2013). También se incluye
el uso de alcohol (de Mora, 1990) y de apdsitos con mantequilla fermentada y miel

como profilacticos sobre llagas y heridas (Marcén Letosa, 2000).

Finalmente, la medicina helénica se nutri6 del conocimiento de antiguas

civilizaciones como la egipcia, sumeria e hinda.

Hipocrates, considerado el padre de la medicina contemporanea, recogié en su

obra Corpues Hippocratium, numerosas historias clinicas y aforismos (Rodriguez
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Alfageme, 2007), ademas de hacer énfasis en el aseo personal, la desinfeccion de
sumideros y calles con sahumerios de azufre y alquitran (Moll, 1934), describi6 la
utilizacion de diversos compuestos con actividad antimicrobiana, como el aceite de
canela, emplastos de miel y tomillo, vino (alcohol y malvosida) y vinagre, que gracias

a su acidez es eficaz frente a Pseudomonas (Marcén Letosa, 2000).

1.1.2. Siglo XIX

Con el paso del tiempo surgieron nuevos compuestos antimicrobianos e
hipotesis sobre el origen de la vida, pero no fue hasta mediados del siglo XIX cuando
el estudio sobre microorganismos y su relacion para causar ciertas enfermedades
permiti6 que la ciencia pudiera dar un salto cualitativo hacia la busqueda de

tratamientos efectivos de origen natural y de sintesis.

En la segunda mitad del siglo XIX, Louis Pasteur refutdé experimentalmente la
teoria de la generacion espontanea, ademas de exponer la teoria germinal en la que
afirmaba que los microorganismos eran los responsables de multiples enfermedades
y que su transmision se producia tras el contacto con un enfermo o a través del aire,
siendo esta teoria, esencial para el futuro desarrollo de la microbiologia clinica y la

medicina moderna (Madigan et al., 2005).

Tras la trascendencia de esta teoria surgieron nuevos compuestos

antimicrobianos de aplicacion externa como el formol y el fenol (Marcén Letosa, 2000).

Esta teoria fue ratificada por Robert Koch en 1881, después de la realizacion
de diversas investigaciones y experimentos sobre la tuberculosis. Por otra parte,
incorpor6é un medio solido a las placas con la finalidad de desarrollar un cultivo

bacteriano y poder observar su crecimiento (Benitez & Pérez, 2019).

Posteriormente, disefié una serie de criterios recogidos en los postulados de
Koch los cuales establecian si el microorganismo en cuestion era responsable de la
enfermedad (Segre, 2013).

Afos mas tarde Hans Christian Gram elabor6 una técnica de tincion que

permitiria la identificacién bacteriana con mayor precision (Benitez & Pérez, 2019).
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1.1.3. Siglo XX

A principios del siglo XX Paul Ehrlich formulé la hipétesis de las balas méagicas
(antibidticos) en la que describia la existencia de sustancias con capacidad de causar
dafio a ciertos patdgenos sin perjudicar a las células del huésped. Tal es el caso de

las sulfamidas, quinolonas y antipaltdicos de sintesis (Marcén Letosa, 2000).

Tiempo después, Alexander Fleming descubri6 casualmente y tras la
realizacion de un cultivo de moho el primer antibiético, la penicilina, obtenida a partir
de Penicilllum notatum, la cual tenia un potente efecto bactericida. Este
descubrimiento no tuvo la acogida que cabia esperar ante la sociedad cientifica a

pesar de que su aplicacion reducia sustancialmente las infecciones (Uriarte, 2000).

Paralelamente, René Dubos descubri6 como las distintas cepas bacterianas

contenidas en la tierra liberaban sustancias antibioticas (Uriarte, op. cit.).

Fue en la Segunda Guerra Mundial cuando Walter Florey junto a Chan
recuperan las investigaciones de Fleming y Dubos, haciendo posible la fabricacion de
la penicilina y su distribucién a gran escala en el continente americano, la cual se
destino al tratamiento de infecciones en heridos de guerra, pasando a ser distribuida

en el continente europeo tras la finalizacion del conflicto (Uriarte, op. cit.).

Posteriormente, Walkman descubri6 otro antibidtico, la estreptomicina,

obtenida a partir de la fermentaciéon Streptomyces griseus (Uriarte, op. cit.).

En la década de los 50 se introdujo la utilizacion de estos antibiéticos en
animales de granja, en vista a aumentar su crecimiento y evitar la aparicién de

infecciones (Uriarte, op. cit.).

Y seria a partir de los afios 60 cuando comenzaria la distribucién y utilizacién a
gran escala de los diferentes compuestos antimicrobianos, desde los no destinados al
uso clinico como los desinfectantes hasta los de utilizacion clinica como los

antisépticos y antibioticos.
1.2. Definicién y clasificacion de los diferentes tipos de antibiéticos

Los antibidticos son agentes quimicos con actividad bacteriostatica y
bactericida, sintetizados por bacterias y hongos. Estos tienen la capacidad de

interactuar con las diferentes estructuras diana, vitales para la bacteria. Por tanto,
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pueden dafar e inhibir el crecimiento de los microorganismos sin afectar al huésped.
Ademas, debido a su baja toxicidad pueden ser administrados y utilizados para el
tratamiento de infecciones en la medicina clinica y veterinaria e incluso en la
agricultura. Estos se clasifican conforme a su estructura (Tabla 1.1) y modo de accién
(Figura 1.1) (Madigan et al., 2005).

Clasificacién Subclasificacion Ejemplos Estructura representativa

CHs
—¢O HO,
—Q N—NH;

Compuestos Azlcares puros Nojirimicina

gue contienen Aminoglicésidos  Estreptomicina

carbohidratos Ortosomicinas Everninomicina

N-Glicésidos Vancomicina HO HN‘\CH OHNH2
3 >/NH2
Glicolipidos Moenomicina HoN
2
Lactosas Macroélidos Eritromicina
macrociclicas Poliénicos Candicidina
Ansamicinas Rifampicina

Quinonas y
compuestos
relacionados

Macrotetrélidos

Tetraciclinas
Antraciclinas

Naftoquinonas

Tetranactina

Tetraciclina
Adriamicina

Actinorrodina

Benzoquinonas Mitomicina
Mitomicina C
Aminoé&cidos  Derivados Cicloserina
y anélogos aminoacidos Penicilina,
peptidicos B-lactdmicos ceftriaxona J_J[i Ha
Peptidicos Bacitracina HJS/‘V
Depsipéptidos Actinomicina O’N
Péptidos Valinomicina
formadores de Bleomicina
quelado Ceftriaxona
Compuestos Nucleosidicos Polioxinas o OH
heterociclicos
_ HN._ O
que contienen E:
nitrégeno o
HsN
Polioxina B
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Compuestos
heterociclicos
gue contienen

oxigeno

Derivados

aliciclicos

Compuestos

aromaticos

Compuestos
alifaticos

Compuestos

guinolénicos

Oxazolidinona

Poliéter

Derivados del
cicloalcano

Esteroideos

Derivados del
benceno
Aromaticos
condensados
Eter aromaéticos
Compuestos que
contienen fésforo

4-Qinolona
Fluoro - 4 -

quinolonas

Lactona ciclica

Monensina

Cicloheximida

Acido fusidico

Cloranfenicol
Griseofulvina

Novobiocina

Fosfomicina

Acido nalidixico

Ciprofloxacino

2-Oxazolidinona

Monensina

CHa

Cicloheximida

Griseofulvina

Fosfomicina

HO

o O

Acido nalidixico

0

2- Oxazolidinona

EOH
-
~

HBS\MH CH

O

NH
/

Tabla 1.1. Clasificacion de los antibiéticos en funcién de su estructura quimica. Se incluye un ejemplo

de cada grupo (adaptado de Madigan et al., 2005).
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RNA polimerasa

DNA girasa GIGBEROCHUSRNAS o1 dicnte de DNA
Cicloserina Quinolonas _IE‘“'?idO mlidi'lic‘il Actinomicina Rifampicina
Vancomicina Ciprofloxacino
Bacitracina Novobiocina
Penicilinas
Cefalosporinas
Monobactamas Eritromicina (macrolidos)
Carbapenemas Cloranfenicol
Metabolismo del &c1do folico Clindamicina
Tri — Lincomicina
rimetroprima
Sulfonamidas de (inhibid

Tetraciclinas
Espectinomicina
Estreptomicina
Gentamicina
Kanamicina
Amikacina
Nitrofuranos

; 'i‘i‘i‘;g"xf{[ﬁf"_j’sz
3 e A

u

v

folimixinas /\\

Daptomicina

PABA Membrana Pared celular Sintesis de proteinas (tRNA)
citoplasmatica

Muropicina
Puromicina

Figura 1.1. Clasificacion de los principales antibiéticos segun el modo de accién (adaptado de Madigan
et al., 2005).

1.3. Bacterias multirresistentes a los antibidticos
1.3.1. ;Qué es la resistencia a antibiéticos?

La resistencia a antibiéticos es la capacidad que adquieren determinadas cepas
bacterianas para sobrevivir en un ambiente hostil y al que se es sensible normalmente,
originada por los distintos agentes quimioterapéuticos, con actividad bactericida y
bacteriostatica. En consecuencia, se reduce la competencia por parte de otras cepas
sensibles al antibiético a favor de las cepas resistentes, las cuales se siguen

multiplicando y dispersando en el ambiente (Madigan et al., 2005).
1.3.2. Tipos de resistencia

Los tipos de resistencia bacteriana se agrupan principalmente en (Figura 1.2):

¢ Intrinseca (RI): De forma natural, las bacterias pueden codificar genes capaces
de activar los distintos mecanismos de defensa y ofrecer resistencia frente a

uno o varios tipos de antibiéticos (Cox & Wright, 2013). Estos pueden ser:
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o Mecanismos que sirven como barreras de permeabilidad, como en el
caso de las bacterias Gram-negativas, impermeables a la penicilina G y
de E. coli, resistente a la vancomicina, gracias a la presencia de una
barrera que ofrece su membrana externa (Arthur & Courvalin, 1993).

o Enzimas que inhiben el efecto de los diferentes antibitticos, como las p-
lactamasas, producidas por los estafilococos y que rompen el anillo B-
lactamico de la mayoria de cefalosporinas y penicilinas (Madigan et al.,
2005).

o Bombas de expulsion como la AcrAB/TolC en E. coli, la cual presenta
una alta especificidad, ademéas de la capacidad de exportar diversos
tipos de agentes quimioterapéuticos, detergentes, desinfectantes y
colorantes (Nikaido & Takatsuka, 2009).

o Ademas, las bacterias pueden carecer de la estructura diana que inhibe
el antibidtico, como la pared celular en micoplasmas, ofreciéndoles
resistencia a la penicilina (Madigan et al., 2005).

Adquirida (RA): Considerada la forma de resistencia mas habitual, puede
lograrse por medio de mutaciones en los loci cromosomicos o por la adquisicion
horizontal de genes de resistencia (HGT) adquiridos a través de plasmidos,

transposones e integrones (Wang et al., 2020).

Un pequefio porcentaje de las cepas bacterianas aisladas clinicamente
(del 2% aproximadamente) son afectadas por mutaciones. Este fenomeno
puede aparecer de forma espontanea, con una frecuencia de entre 10-°y 109,
dependiendo del tipo de cepa y de las caracteristicas del ambiente (Davies &
Davies, 2010).

Tras la exposicion bacteriana al antibiético, se produce la seleccion de
cepas mutantes, capaces de resistir el efecto producido por los diferentes
agentes quimioterapicos. Este tipo de resistencia es transmitida de forma
vertical. Las mutaciones sufridas en la estructura diana, la adaptacién global de
la célula, las modificaciones de la molécula antibiética o el descenso de la
penetracion y el eflujo, pueden afectar a la actividad del antibiotico y, por tanto,
a su efectividad (Davies & Davies, op.cit.).
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Algunos de estos ejemplos serian, bacterias resistentes al cloranfenicol
como S. aureus, las cuales presentan mutaciones en el ARN ribosomal 23S,
ademas de ofrecer resistencia cruzada frente al linezolid (North et al., 2005)
siendo también resistente al cloronfenicol, gracias a la presencia de enzimas
acetiltransferasa (Woodford, 2005).

En algunas especies, la mutaciobn es considerada como la causa
principal de los problemas de resistencia clinica. Uno de los casos mas
relevantes es el de M. tuberculosis cuya resistencia a la isoniazida esta
mediada por mutaciones en atC, ahpC, furA, inhA y oxyR, a la pirazinamida en
pncA, a la rifampicina en rpoB, al etambutol en embB, a las fluroquinolonas en
gyrAy gyrB y a la estreptomicina en rpsL y rrs (Gillespie, 2002).

La adquisicion horizontal de genes de resistencia es la mas comun, con
un porcentaje aproximado del 80% del total de los casos de RA demostrados
en clinica. Este traspaso de genes entre bacterias permite una difusion extensa
y acelerada de la informacién genética, llevada a cabo horizontalmente,
independientemente de los mecanismos de reproduccién. De modo que, una
bacteria puede obtener resistencia a un agente quimioterapico sin haber estado
en contacto con él. Este tipo de resistencia es el que mas inquieta a la
comunidad cientifica, debido a su impredecibilidad respecto a la resistencia

intrinseca (Oromi Durich, 2000).

La HGT puede contribuir en gran medida a la propagacion de la
resistencia. Muchos mecanismos de HGT son capaces de liberar genes de
herencia vertical. La transduccion por bacteriéfagos, la conjugacion de
plasmidos y la transformacion natural por ADN extracelular dan lugar a que el
material genético pueda transmitirse entre las distintas cepas y especies
(Figura 1.3). Por consiguiente, la transferencia horizontal de genes adscribe
una dimension relevante a las enfermedades infecciosas, ya que un gen de
resistencia a antibiéticos podria ser el agente causante de un brote al traspasar

la resistencia a patogenos no relacionados (O’Neill, 2014).

Los entornos clinicos son el lugar perfecto para que las bacterias
adquieran y transmitan genes. La HGT permite que diversas especies de

microbios puedan obtener nuevo material genético que se encuentre fuera de
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Permeabilidad

su linaje clonal. Mediante la HGT, los microorganismos tienen la capacidad de
muestrear y de compartir una gran coleccion genética, ademas de codificar
caracteristicas que les permiten sobrevivir en ambientes hostiles (Pilla et al.,
2017).

Por ejemplo, cuando las bacterias son expuestas a diferentes agentes
quimioterapicos, la adquisicion horizontal de genes de resistencia (ARG)
permite que los genomas se diversifiguen y se lleven a cabo incrementos
rapidos de aptitud. La HGT, de hecho, podria ser incluso mas rapida en
proporcionar los genes imprescindibles para la supervivencia en comparacion
qgue los proporcionados por las mutaciones espontaneas (Charpentier et al.,
2012).

RESISTENCIA NATURAL /| INTRINSECA RESISTENCIA ADQUIRIDA
o s o °*

Sobre-expresion y
modificacion de bombas

Bombas de expulsion
miiltiple de drogas

Adquisicién de nuevos
genes

reducida

Sobre-expresion y

a . —x—»' l ot
® e ‘

Ausencia de diana o
alelo resistente

Modificacion A S

de la diana Modificacién

de porinas

Figura 1.2. Mecanismos de resistencia intrinseca y adquirida en bacterias (Sanz Garcia, 2020).
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Transformacion Transduccion

Célula receptora Cubierta proteica del fago

-

xy
Cromosoma bacteriano

onoe

Fragmentos de DNA
de la célula donante

DNA cromosémico =
Célula donante

o La célula receptora capta DNA del fago
DNA de la célula donante
e El DNA donante se ::cz?i‘)arlzedc;:a‘:tl: célula fSe fnrmlan el DNAy Iz:)s proteinas del
alinea con bases fago y el cfrromosoma acteriano se
complementarias DNA del fago rompe en fragmentos
DNA del fago

L X e Se produce la recombinacién

entre el DNA de la célula durante el del Un fago con DNA bacteriano infecta una
b A D donante y el DNA de la célula fago los fragmentos del DNA bacteriano nueva célula huésped: La célula receptora
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Figura 1.3. Tipos de transferencia horizontal. Transformacion, transduccion y conjugacion (adaptado
de Tortora et al., 2007).

1.4. Alcance del problema

El descubrimiento de los antibiéticos y su utilizacion en la medicina clinica,
ganaderia y agricultura ha supuesto uno de los mayores avances médicos de la
historia desde su descubrimiento en el siglo XX (Wang et al., 2020). Sin embargo, su
abuso ha generado que determinadas cepas bacterianas ofrezcan resistencia frente
a estos (Figura 1.4), reduciendo asi su efectividad y, por tanto, poniendo en riesgo la
salud humana y animal (Mufioz et al., 2004).
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Fue en la década de los 40 cuando Abraham y Chain publicaron los primeros
estudios sobre resistencias bacterianas, en el que describian como E. coli era capaz
de inactivar la penicilina gracias a la produccion de enzimas (Uriarte, 2000) como las

B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) (Garcia et al., 2010).

Introduccién de nuevas familias de antibiéticos
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Desarrollo de la resistencia bacteriana“\2"%____/

Figura 1.4. Evolucion cronolégica entre la aparicion de nuevas familias de antibioticos y el desarrollo
de la resistencia bacteriana. En este se indican los siguientes mecanismos de resistencia: BLEE (j3-
lactamasas de espectro extendido), EMAg (enzimas modificadas de aminoglucésidos), ERV
(enterococos resistentes a la vancomicina), SARM (S. aureus resistente a la meticilina) y SARV (S.
aureus resistente a vancomicina). Los agentes quimioterapicos de naturaleza sintética estan marcados
con * (Pérez, 2021).

1.4.1. Medicina clinica

El uso de los antibidticos en la medicina clinica ha supuesto un antes y un
después en lo que respecta al tratamiento de infecciones. Estos tienen la capacidad
de controlar y eliminar la infeccion, reduciendo asi los indices de mortalidad (OMS,
2016).

Por el contrario, numerosos estudios afirman que el uso irracional e inadecuado
de los agentes quimioterapicos es una de las principales causas del auge de las
bacterias multirresistentes. Dichas bacterias pueden provocar que los antibiéticos
sean inutiles e ineficaces, conduciendo a la apariciébn de infecciones mas graves,

duraderas y costosas (OMS, op.cit.).
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Asi pues, también pueden causar alteraciones del microbioma y disbiosis de la

microbiota intestinal, ademas de ciertas afecciones relacionadas como por ejemplo

alergias, trastornos inmunitarios, desarrollo cerebral anormal y obesidad (Sola, 2020).

Los principales problemas asociados al consumo de antibiéticos son los

siguientes:

Prescripcién inadecuada. La eleccion de un agente quimioterapico
incapaz de combatir la infeccion, una dosis incorrecta, un tiempo de
tratamiento inadecuado e incluso la falta de seguimiento por parte del
especialista (Spellberg et al., 2013).

Prescripciéon innecesaria. Algunos médicos se ven obligados a recetar
antibidticos para tratar infecciones virales como la influenza, debido a la
escasez de pruebas precisas y rapidas que les permita diferenciar una
infeccion viral de una bacteriana. En algunos casos, determinados
pacientes creen que el uso de antibidticos puede aliviar su
sintomatologia y obligan a los médicos su prescripcion (Pignatari &
Myake, 2016). Por otro lado, ciertos especialistas recetan agentes
guimioterapicos para tratar infecciones bacterianas que pueden curarse
solas, como las infecciones leves causadas en el tracto urinario (CDC,
2022a).

Automedicacion. En algunos paises se pueden adquirir antibiéticos sin
receta médica en las farmacias (Pignatari & Myake, 2016). También se
pueden obtener a través de farmacias que operan de forma ilegal en
internet (Paget, J. et al., 2017) o incluso se pueden utilizar antibiéticos
restantes de otras prescripciones (McNulty et al., 2006). En definitiva, se
incita a que las personas utilicen estos sin supervision y por iniciativa

propia para tratar “posibles infecciones”.

1.4.2. Ganaderia

Desde que se introdujo el uso de antibiéticos en animales de granja destinados

al consumo en la década de los 50 (Uriarte, 2000), se ha conseguido un aumento de

la natalidad, asi como un rapido crecimiento y engorde del animal (Grande et al.,

2000).
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Cabe destacar que la incorporacion de animales de distintas procedencias, en
espacios tan reducidos y estrechos, como el que se da en las grandes explotaciones
ganaderas, ha favorecido la multiplicacion y dispersion de los diferentes agentes
infecciosos y parasitarios. Estos motivos han conducido al empleo de los distintos
agentes quimioterapicos en piensos animales con fines preventivos y terapéuticos.
También, suelen utilizarse como impulsores de crecimiento y peso, ya que favorecen
el control de la microbiota, por lo que se lleva a cabo un mejor aprovechamiento y
absorcién de los nutrientes por parte del animal (Grande et al., op.cit.).

A pesar de los beneficios que presentan la administracion y utilizaciéon de
antibidticos en la ganaderia, numerosos estudios indican que el abuso de los diversos
agentes quimioterapicos en animales es un factor clave en la aparicion y propagacion

de bacterias resistentes (Van Boeckel et al., 2015).

Por lo tanto, las bacterias multirresistentes pueden producir zoonosis tras el
consumo de alimentos que sirven de vehiculos para su trasmisién, como la carne (S.
typhimurium resistente a las fluoroquinolonas) (Hurd et al., 2010), huevos, leche y sus
derivados (pueden contener residuos de tetraciclina y por tanto, aparecer cepas
resistentes) (Pérez-Rodriguez et al., 2018). Ademas, pueden propagarse por contacto
directo con animales infectados o ambientes contaminados (S. aureus resistente a la

meticilina) (Angen et al., 2017).

1.4.3. Agricultura

Tras la incorporacién de los antibiéticos en las practicas agricolas en la década
de los 50, se ha conseguido mantener el control de multiples enfermedades
bacterianas que afectaban a las cosechas, evitando asi su pérdida e incrementando
la calidad y productividad (Bonn & Morand, 1980).

Antibioticos como la gentamicina, el &cido oxolinico y la oxitetraciclina han sido
empleados en multiples paises para el tratamiento de enfermedades como el fuego
bacteriano (E. amylovora) o la mancha bacteriana del melocoton (X. arboricola). Estos
son activos durante una semana y normalmente no generan residuos (Stockwell &
Duffy, 2012).

Sin embargo, el aporte continuo de fertilizantes como el estiércol o la utilizacion

de aguas residuales en riegos esta aumentando la concentracion de antibiéticos en
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suelos agricolas, ya que contienen una cantidad considerable de agentes
quimioterapicos (Qiao et al., 2018), especialmente de tetraciclinas (Pan & Chu, 2017),
de modo que estos suelos se estan convirtiendo en un gran reservorio de

antimicrobianos (Kuppusamy et al., 2018).

Cabe destacar que los cultivos que crecen en este tipo de suelos pueden
absorber y acumular antibidticos en sus tejidos gracias al sistema radicular (Miller
et al., 2016). En consecuencia, disminuye el crecimiento y la productividad de estos
(Zhao et al., 2019). Asi mismo, los agentes quimioterapicos presentes en las plantas
pueden transferirse a los humanos y animales via alimentaria e incrementar el nUmero
de bacterias multirresistentes y, por tanto, generar un problema de salud publica
(Bondarczuk et al., 2016).

1.5. Estrategias de accién
A pesar de que el uso de antibiéticos ha supuesto uno de los avances médicos
mas relevantes del siglo XX, la resistencia bacteriana se ha intensificado en los ultimos

afos, suponiendo una de las mayores amenazas para la salud mundial (OMS, 2020).

En los ultimos 70 afios, se han descubierto un namero limitado e insuficiente
de antibidticos teniendo en cuenta el ritmo con el que las bacterias adquieren nuevos
mecanismos de resistencia. Por tanto, el uso indebido e inadecuado de estos y la
ausencia de nuevos descubrimientos nos conducen inevitablemente a una era en la
gue las infecciones consideradas comunes podrian volverse incurables (Wang et al.,
2020).

En consecuencia, la resistencia bacteriana a antibitticos esta ocasionando un
rapido incremento en el nimero de infecciones por tuberculosis, neumonia, gonorrea
y enfermedades de transmision alimentaria, entre otras. Es por esto que la OMS ha
establecido una lista de bacterias resistentes prioritarias para la investigacion y

desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos (Tabla 1.2) (OMS, 2020).
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Prioridad 1: CRITICA

Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenemas

Familia Enterobacteriaceae (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp.,

Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp. Morganella spp.), resistente a los carbapenemas
y a las cefalosporinas de 3 generacion.

Mycobacterium tuberculosis, multirresistente

Pseudomonas aeruginosa, resistente a carbapenemas

Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas

Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina

Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina

Neisseria gonorrhoeae, resistente a las cefalosporinas de 32 generacion y fluoroquinolonas

Salmonelia spp., resistente a fluoroquinolonas

Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina y a la vancomicina

Tabla 1.2. Lista de bacterias resistentes establecidas como prioritarias por la OMS (adaptado de OMS,
2017)

Las infecciones causadas por estas provocan alrededor de 700.000 muertes al
afo en todo el mundo. Se estima que para el afio 2050 el nimero de muertes aumente
hasta 10 millones si no se establecen las medidas oportunas (Figura 1.5), ademas de

un costo asociado de 2,9 billones de doélares anuales (O’Neill, 2014).

Sélo en la Unién Europea se produce la muerte de aproximadamente 25.000
pacientes al afio a consecuencia de estas infecciones, lo que supone un coste afiadido
de 1500 millones de euros al afio y unas pérdidas de 2,9 billones de dblares anuales
para el afio 2050 (OMS, 2016).

North America
317,000

Latin America
392,000

Africa
4,150,000

Oceania
22,000

Figura 1.5. Estimacion de muertes anuales para el afio 2050 provocadas por infecciones de origen
bacteriano (AMR, 2020).

Pagina | 18



Actualmente, se estan llevando a cabo diversas estrategias a nivel nacional e
internacional para reducir el uso de los antibioticos e intentar frenar el avance de las

bacterias resistentes.

En 2015, la OMS aprob6 el Plan de Accién Mundial sobre la Resistencia a los

Antimicrobianos estableciendo 5 objetivos prioritarios (OMS, 2016):

e Ofrecer una formacion adecuada sobre el uso responsable de
antibidticos.

e Aumentar la vigilancia sobre el uso excesivo de determinados farmacos.

e Reducir el nimero de infecciones mediante la aplicacion de medidas de
saneamiento e higiene efectivas.

e Limitar el uso de antibi6ticos en la medicina clinica y veterinaria.

e Aumentar el gasto en el desarrollo e investigacion de nuevos

compuestos antimicrobianos.

En 2003, la Comisién Europea establecido que desde el afio 2006 quedaria
prohibido la utilizacién de antibidéticos como promotores de crecimiento y engorde en
la produccion animal (EUR-Lex, 2003). Posteriormente, en 2017 se establecieron las
directrices para hacer frente al impacto originado por la resistencia bacteriana en las
diferentes areas (clinica, veterinaria y agricultura), las cuales estan basadas en el Plan
de Accion de 2011. Este plan tiene un enfoque One Health (salud humana, animal y

vegetal) y sus objetivos principales son (UE, 2017):

e Fomentar el buen uso de los antibidticos en la UE y convertirse en una
region modelo.

e Impulsar el desarrollo, investigacion e innovacion de nuevos
antimicrobianos.

¢ Conformar una agenda internacional.

La Agencia Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) esta
llevando a cabo desde 2014 un Plan Nacional frente a la Resistencia a los Antibioticos
(PRAN) para reducir la seleccion y propagacion de las bacterias resistentes a los
diferentes antibioticos. Con un enfoque One Health y unos objetivos similares a los
establecidos por el Plan de Accion Mundial sobre la Resistencia a los Antimicrobianos
de la OMS (AEMPS, 2014).
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Asi pues, se han establecido dos estrategias enmarcadas dentro del PRAN
para optimizar el uso de antibiéticos, PROA orientado a la clinica humana y REDUCE
en el ambito veterinario (AEMPS, 2017).

El Centro para el Control y la Prevencion de enfermedades de EE. UU (CDC)
esta llevando a cabo desde 2020 un Plan de Accién Nacional con un enfoque One
Health para hacer frente al auge de las bacterias resistentes a los antibioticos (CARB),
basado en la Estrategia Nacional para la CARB de 2014 y en el Plan de Accion
Nacional para la CARB de 2015. Este tiene una duracion de 5 afios e incluye los
siguientes objetivos (CDC, 2020):

e Optimizar el empleo de antibi6ticos en la clinica humana, veterinaria y
agricultura.

e Avalar el desarrollo e investigacion de nuevos métodos de diagnéstico y
tratamiento.

e Recolectar datos y elaborar informes actualizados sobre el nimero de
infecciones causadas por bacterias resistentes a los antibidticos.

e Fomentar la coordinacion internacional en materia de salud.

Ademas, la CDC esté& desarrollando campafias de concienciacion sobre el uso
adecuado de antibiéticos como Be Antibiotics Aware (CDC, 2022), del lavado
adecuado de manos Clean Hands Count (CDC, 2020) y del tratamiento y prevencion
de infecciones Get Ahead of Sepsis (CDC, 2022b).

Por otro lado, se estan llevando a cabo numerosos estudios e investigaciones
para el desarrollo de nuevos compuestos antimicrobianos como alternativa a los
antibioticos. Debido a su potencial y eficacia destacan los tratamientos con
nanoparticulas, aceites esenciales, bacteriéfagos (fagoterapia), probiéticos, vacunas,

anticuerpos y péptidos antimicrobianos.
1.6. Compuestos alternativos a los antibiéticos

En esta revision bibliografica nos centraremos en los distintos estudios e
investigaciones relacionadas con las nanoparticulas y aceites esenciales como

compuestos alternativos a los antibioticos.
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1.6.1. Nanoparticulas

Desde 2005, se han llevado a cabo multitud de estudios relacionados con las
nanoparticulas, en los que se ha podido comprobar su eficacia y potencial como
posibles compuestos alternativos a los antibidticos (Kreuter, 2007). Estas se
caracterizan por ser particulas minusculas, de no mas de 100 nm, con propiedades
antibacterianas e inmunomoduladoras y elaboradas a partir de nanomateriales
poliméricos, metalicos, basados en carbono o semiconductores. Especialmente, los
metalicos como el oro, la plata, el 6xido de titanio y el 6xido de zinc muestran
propiedades fisicoquimicas potenciales y significativas frente a los distintos tipos
bacterianos. Ademas, sus caracteristicas y mecanismos de accién estan exentos de
generar resistencia bacteriana (Zhou et al., 2012). Por otro lado, las nanoparticulas
podrian emplearse como vehiculo para suministrar diferentes agentes terapéuticos de
forma directa a las células como por ejemplo, anticuerpos y medicamentos (Kreuter,
2007).

Las interacciones biofisicas que se producen entre las bacterias y las
nanoparticulas, incluida la agregacion de particulas y la absorcion celular pueden
provocar dafios en la membrana, resultando en la liberacién de sustancias toxicas vy,
por ende, causar la muerte de la célula. De la misma forma, estas pueden introducirse

en las células e interactuar con el ADN causando la muerte celular (Zhou et al., 2012).

1.6.2. Aceites esenciales

Los aceites esenciales han sido utilizados desde hace siglos en la medicina
tradicional para el tratamiento de multiples enfermedades e infecciones (Brenes &
Roura, 2010). Actualmente se estan desarrollando numerosas investigaciones en este
campo debido al potencial que muestran como alternativa a los antibioticos (Li et al.,
2012).

Estos compuestos son de naturaleza aromatica, aceitosos y volatiles,
constituidos principalmente por terpenos (como el timol y el carvacrol) y fenilpropenos
(como el eugenol y el cinamaldehido) (Lee et al., 2004). Se caracterizan por sus
propiedades bactericidas, microbicidas, antioxidantes y antiinflamatorias. Se obtienen
a partir de los diferentes 6rganos y tejidos de las plantas. Ademas, sus caracteristicas
y mecanismos de accion estan exentos de generar resistencia bacteriana. Por otro

lado, los aceites esenciales tienen la capacidad de fortalecer el sistema inmune
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(Brenes & Roura, 2010), aumentar la digestibilidad e incluso fomentar la salud
intestinal (Chitprasert & Sutaphanit, 2014).

Los constituyentes de los aceites esenciales tienen la capacidad de destruir
proteinas de membrana y provocar la coagulacion del citoplasma, lo que conlleva a la
liberacion de componentes vitales para la célula al espacio extracelular, causando la
muerte de este (Ultee et al., 2002). En patrticular, el timol y el carvacrol poseen una
estructura lipofilica que les permite incorporarse a las cadenas de acidos grasos de la
membrana, aumentando la fluidez y, por ende, la expansion de las mismas (Delaquis
et al., 2002). Ademas, son capaces de interferir en la generacion de energia afectando
a la fuerza proton motriz de la cadena de transporte de electrones (Nazzaro et al.,
2013).
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2. OBJETIVOS
El objetivo principal de este trabajo ha sido:
e Realizar una revision bibliografica exhaustiva y actualizada sobre el
potencial antimicrobiano que exhiben las nanoparticulas y los aceites
esenciales como compuestos alternativos a los antibiéticos y determinar su

futura aplicacion en la medicina clinica, veterinaria y agricultura.
Para alcanzar dicho objetivo se desarrollaran los siguientes objetivos especificos:

e Examinar la actividad antibacteriana que exhiben las nanoparticulas y los
aceites esenciales solos 0 en combinacibn con otros agentes
antimicrobianos.

e Analizar los mecanismos de accion que ejercen las nanoparticulas y los

aceites esenciales frente a las bacterias multirresistentes.
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3. METODOLOGIA
En este trabajo se ha realizado una busqueda bibliografica exhaustiva sobre la
utilizacion de las nanoparticulas y los aceites esenciales como compuestos

alternativos a los antibiéticos, asi como de sus mecanismos de accion.

La busqueda de articulos relacionados con los temas expuestos se realizo
principalmente en las bases de datos de PubMed, Science Direct, Web of Science,
Scopus, Dialnet y Google Académico. Ademas, para la realizacion de este trabajo se

utilizé el organizador de bibliografia Zotero.

Los criterios de busqueda empleados incluyeron los términos, “bacterial
resistance”, “alternative compounds to antibiotics”, “antimicrobial essential oils” y
“antimicrobial nanoparticles”. Estos se combinaron con los operadores booleanos
AND, OR y NOT para delimitar la busqueda.

Por otro lado, los resultados se filtraron en funcion del idioma (espafiol e inglés),
el tipo de articulo (ensayos clinicos, revisiones, metaanalisis, libros y documentos) y
del afio de publicacion (2000 — 2023), ademés se incluyd informacion de estudios
anteriores al afio 2000, ya que contenian informacién de interés para establecer el

contexto historico.

Tras revisar el resumen y conclusién de 194 estudios, se seleccionaron 107
que contenian informacion relevante sobre el tema. Posteriormente se hizo una lectura
analitica de estos articulos, de los cuales 74 fueron necesarios para la elaboracion de
un estudio previo sobre los compuestos antimicrobianos y 33 para el desarrollo de los

resultados (20 de ellos sobre las nanoparticulas y 13 sobre aceites esenciales).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Nanoparticulas

Las nanoparticulas inorganicas elaboradas a partir de hanocompuestos como

el oro, plata, oxido de titanio y oOxido de zinc muestran una gran actividad

antibacteriana gracias a su modo de accion (Figura 4.1) (Zhou et al., 2012). Por este

motivo nos hemos centrado en los siguientes estudios (Tabla 4.1):

Nanoparticulas de oro (AuNPs)

Estudios

Actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de oro de 35 nm
combinadas con estreptomicina de

quitosano (Mu et al., 2016).

Actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de oro combinadas

con amoxicilina (Kalita et al., 2016).

Actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de oro de 2 nm
combinadas con amonio cuaternario
(Xie et al., 2018).

Actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de oro de 10 nm
combinadas

con amikacina vy

gentamicina (Rad et al., 2018).

Actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de oro combinadas
con oligosacéaridos de quitosano
(Khan et al., 2019).

Actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de oro de 23 nm
combinadas con flavonoides (Riaz

et al., 2020).

Resultados

Evitaron la formacion de biofilms y dafiaron la pared celular en
un 95% de los casos en infecciones originadas por L.
monocytogenes (ATCC), S. aureus (ATCC), E. coli (ATCC), P.
aeruginosa (ATCC), S. typhimurium (ATCC).

La combinaciéon de las nanoparticulas de oro y la amoxicilina
provoco la inhibicién de la sintesis de la pared celular en 4 cepas
de S. aureus resistente a la meticilina (AC).

Ademads, las nanoparticulas facilitaron la introduccion de la
amoxicilina en las cepas bacterianas.

Eliminaron la infeccion epidérmica causada por bacterias Gram-
positivas, 2 cepas de S. aureus resistente a la meticilina (AC) y
3 cepas de E. faecalis resistente a la vancomicina (AC).

La combinacion AuNP-amikacina mostré un 94,5% de eficacia
antimicrobiana y de un 50% AuNP-gentamicina con respecto al
uso exclusivo de gentamicina en pacientes con una infeccién
causada por una cepa de A. baumannii (AC) tras sufrir

quemaduras graves.

Evitaron la formacién de biopeliculas, redujeron la hemdlisis
bacteriana y los diferentes factores causados por P. aerugionosa
(ATCC).

Disminuyd la infeccién producida en los tejidos de rifién e higado

de ratén originada por una cepa de E. faecalis (AC).
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Actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de oro de 25 nm
combinadas con ampicilina (Chavan
et al., 2020).

Actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de oro combinadas
con compuestos bioactivos o
extractos procedentes de plantas

(Timoszyk & Grochowalska, 2022).

Produjeron dafios en la membrana bacteriana, reduciendo en un

95% la resistencia a la ampicilina en una cepa de E. coli (AC).

Sus propiedades antibacterianas aumentan o disminuyen
dependiendo de la forma, tamafio y de la biomolécula que
contiene, ademas, al usar compuestos procedentes de plantas

no producen toxicidad.

Nanoparticulas de plata (AgNPs)

Propiedades antimicrobianas de las
nanoparticulas de plata en funcion
de la forma y el tamafio (Pal et al.,
2007).

Propiedades antimicrobianas de las
nanoparticulas de plata en funcion
de la concentraciéon (Lara etal.,
2010).

Determinacién de las concentracion
minima inhibitoria bacteriana de las
nanoparticulas de plata (Panacek
et al., 2018).

Actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de plata combinadas
con cloranfenicol y kanamicina
(Vazquez-Muiioz et al., 2019).
Actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de plata de 45 nm
fruticosus

combinadas con C.

(Shirzadi-Ahodashti et al., 2021).

Respecto a la forma, las nanoparticulas de aspecto triangular
presentaron mayor actividad antimicrobiana que las de forma
esférica o nano-bastones frente a una cepa de E. coli (ATCC).
Respecto al tamafio, cuanto mas pequefia es la nanoparticula,
mayor area superficial ocupa. Por tanto, presentaron una mayor
interaccién con las biomoléculas bacterianas.

Tras la utilizaciéon de nanoparticulas de plata de un tamafio de
100 nm y el aumento progresivo de la concentracion (6.25, 12.5,
25 y 50 nM) llegaron a la conclusién de que a mayor
concentracién se producia mayor muerte celular.

Por tanto, se produjo la inhibiciéon de un 92,8% en las cepas de
P. aeruginosa resistente a diversos agentes quimioterapicos
(AC), de un 95,7% de E. coli resistente a la ampicilina (AC) y de
un 99,7% de S. pyogenes resistente a la eritromicina (AC).
Tras la exposicion reiterada de AgNP frente a E. coli (ATCC) y
P. aeruginosa (ATCC) se establecié la concentracion minima

inhibitoria en 432 mg/L.

La combinacion AgNP - cloranfenicol logré inhibir hasta un 50%
del crecimiento de E. coli (ATCC), S. aureus (AC) y S.
typhimurium (ATCC). De la misma forma, AgNP - kanamicina
inhibié el crecimiento de estas un 95%.

AgNP funcionalizada con C. fruticosus mostré mayor actividad
antibacteriana frente a dos cepas de A. baumannii (una de ellas
AC y la otra ATCC), dos de E. faecalis (una de ellas AC y la otra
ATCC), y dos de S. aureus (una de ellas AC y la otra ATCC),
con respecto al uso exclusivo del antibiético ciprofloxacino.

En cambio, ofrecié la misma actividad que el ciprofloxacino
frente a dos cepas de E. coli

(una de ellas AC y la otra ATCC).
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No obstante, no produjo la sensibilidad suficiente frente a dos
cepas de K. pnemoniae (una de ellas AC y la otra ATCC) y dos
de P. mirabilis (una de ellas AC y la otra ATCC).

Nanoparticulas de 6xido de titanio (TiO2NPs)

Actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de TiO, combinadas
con nitrito de sodio (Huang et al.,
2019).

Actividad antibacteriana de las

nanoparticulas compuestas por TiO>

y ZnO (Menazea & Awwad, 2020).

Propiedades antibacterianas de las
nanoparticulas de TiO, (Arbade

et al., 2020).

Interaccion entre las nanoparticulas

de TiO, y los fosfolipidos de la

membrana bacteriana (Malekkhaiat
Haffner et al., 2021).

Provocaron la inhibicién de una cepa de S. aureus resistente a
la meticilina (AC) y la muerte de una cepa de E. coli (AC) gracias
a los mecanismos que producen ROS (nitracién de tirosina y
peroxinitrito).

La combinacion TiO2-ZnO demostré6 poseer mayor actividad
antibacteriana frente a las cepas resistentes de E. coli (AC), B.
subtilis (AC), P. aeruginosa (AC) y S. aureus (AC) que la
mostrada por las nanoparticulas compuestas exclusivamente
por TiOz0 ZnO.

Tras la exposicion de las TiO2NPs integradas en discos frente a
las cepas de E. coli (gram -) (AC) y B. subtilis (gram +) (AC) y la
posterior medicion del halo de inhibicién, se determiné que este
tipo de nanoparticulas presentan mayor actividad inhibitoria
frente a las bacterias gram negativas en comparacion con las
gram positivas.

Se produjo una interaccidn entre las nanopatrticulas de TiOz2y los
fosfolipidos de la membrana bacteriana debido a que, con el pH

acido, las nanoparticulas adquieren carga positiva.

Nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnONPs)

Actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de ZnOde 10y 45 nm
combinadas
(Banoee et al., 2010).

Propiedades antimicrobianas de las

con ciprofloxacino

nanoparticulas de ZnO en funcién
del tamafio vy
(Zhong et al., 2018).

la concentracion

Efecto de las nanoparticulas de ZnO

en las biopeliculas bacterianas

(Bhattacharyya et al., 2018).

Con una concentracion de 500 ug se produjo un aumento en la
inhibicién del crecimiento, de un 27% en cuatro cepas de S.

aureus (AC) y de un 22% en tres cepas de E. coli (AC).

Las ZnONPs, con un tamafio de 30 nm y con una concentracion
de 125 ug/mL, mostraron una inhibicion del 87% en una cepa de
E. coli (ATCC) mientras que con un tamafio de 10 nm y una
concentracion de 62,5 pg/mL lograron una inhibicion mayor, de
un 97%.

Las concentraciones 3, 6 y 12 ug/mL de ZnONPs mostraron la
capacidad de inhibir la formacion de biopeliculas en una cepa
de S. pneumoniae (ATCC).

Tabla 4.1. Tema de estudio y resultados de los principales tipos de nanoparticulas frente a las bacterias,

incluidas las resistentes a los antibidticos. Cepa perteneciente a la colecciéon americana (ATCC), aislada

clinicamente (AC) (elaboracion propia).
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Figura 4.1. Mecanismos de accién antimicrobianos de las principales nanoparticulas inorganicas (Au,
Ag, TiO2 'y ZnO) (Adaptado de Balderrama-Gonzélez et al., 2021).

Tras revisar y analizar los resultados sobre las nanoparticulas como
compuestos alternativos a los antibioticos (Tabla 4.1), podemos apreciar que las
AuNPs, AgNPs, TiO2NPs y las ZnONPs muestran propiedades antimicrobianas
significativas frente a las diferentes bacterias patégenas como E. coli, S. pneumoniae,
P. aeruginosa y B. subtilis (Pal et al., 2007; Panacek et al., 2018; Arbade et al., 2020),
incluidas las cepas resistentes a los diferentes agentes quimioterapicos como P.
aeruginosa multirresistente, E. coli resistente a la ampicilina, S. pyogenes resistente a
la eritromicina, B. subtilis multirresistente y S. aureus resistente a la meticilina (Lara
et al., 2010; Menazea & Awwad, 2020).

Por otro lado, numerosos estudios afirman que las nanoparticulas
funcionalizadas con antibiéticos como la estreptomicina, amoxicilina, amikacina,
cloranfenicol, ciprofloxacino, kanamicina, gentamicina y otros compuestos
antimicrobianos como los QACs (amonio cuaternario), oligosacéaridos de quitosano,
nitrito de sodio y flavonoides provocan un aumento de la actividad antibacteriana con
respecto a su uso individual frente a S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium,
E. faecalis, S. pneumoniae, A. baumannii, K. pneumoniae y P. mirabilis (Banoee et al.,
2010; Mu et al., 2016; Rad et al., 2018; Khan et al., 2019; Vazquez-Muiioz et al., 2019;
Riaz et al., 2020; Shirzadi-Ahodashti et al., 2021), incluidas las cepas resistentes de

S. aureus resistente a la meticilina, E. faecalis resistente a la vancomicina y E. coli
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resistente a la ampicilina (Kalita et al., 2016; Xie et al., 2018; Huang et al., 2019;
Chavan et al., 2020).

Asimismo, estudios previos indican que las nanoparticulas disponen de
mecanismos de accion antibacterianos que provocan la ruptura de la pared celular,
alteracion de la permeabilidad de membrana, destruccidén del biofilm, dafios en el
ADN, dafio en la bomba de salida e inhibicidon de la sintesis te proteinas, ademas de
la generacion de ROS (Zhou et al., 2012; Balderrama-Gonzalez et al., 2021).

Cabe destacar que, dependiendo del tipo, el tamafio, la concentracién e incluso
la forma de las nanoparticulas, estas pueden influir de forma positiva o negativa en lo
gue respecta a la actividad antimicrobiana. Un buen ejemplo es el estudio llevado a
cabo por Pal et al., en 2007, el cual indica que cuanto mas pequefias son las AgNPs
mayor es el area superficial que ocupa y, por tanto, se produce una interaccion mayor
con las biomoléculas bacterianas. Del mismo modo, afirmaron que las nanoparticulas
gue poseen un aspecto triangular presentan mayor actividad antibacteriana que las
de forma esférica y nano-bastones frente a una cepa de E. coli (ATCC).

Dependiendo de la nanoparticula en cuestion, puede necesitar mayor o menor
concentracion para producir efectos negativos sobre las diferentes cepas. Algunos
ejemplos de estos estudios serian el de Lara et al., en 2010, en el que mostraron que
tras utilizar diferentes concentraciones (6.25, 12.5, 25 y 50 nM) de AgNPs frente a
cepas aisladas clinicamente de P. aeruginosa y E. coli, se producia mayor inhibicion
en el crecimiento bacteriano y, por ende, mayor muerte celular cuando se exponian a
una concentracion de 50 nM. Otro estudio similar seria el de Zhong et al., en 2018 en
el cual emplearon concentraciones de 3, 6 y 12 pug/mL ZnONPs para inhibir la
formacion de biopeliculas de una cepa de S. pneumoniae (ATCC), siendo la

concentracion de 12 pg/mL la més efectiva.

4.2. Aceites esenciales

Los aceites esenciales suelen estar constituidos por diversos tipos de terpenos
(timol, carvacrol, 1,8-cineol, terpinen-4-ol, geraniol, alcanfor, a-pineno, camfeno,
linalool, limoneno, mirceno, borneol) y fenilpropenos (eugenol, eugenilacetato y
cinamaldehido) (Alvarez-Martinez et al., 2021), los cuales aportan propiedades
antimicrobianas significativas gracias a sus mecanismos de accion (Figura 4.2). A

continuacion, se muestran algunos de los estudios mas relevantes sobre la actividad

Pagina | 29



antibacteriana que presentan los aceites esenciales frente a las bacterias resistentes

a los antibidticos (Tabla 4.2):

Estudios

Actividad antibacteriana del aceite
esencial de artemisa (A. cana)
(Lopes-Lutz et al., 2008).

Actividad antibacteriana del aceite
esencial del arbol de té (M.
alternifolia) (Loughlin et al., 2008).

Actividad antibacteriana del aceite
esencial de tomillo (T. vulgaris)
(Tohidpour et al., 2010).

Actividad antibacteriana del aceite
esencial de helicriso (H. italicum)
(Berti et al., 2014).

Actividad antibacteriana del aceite
esencial de clavo (S. aromaticum)
(Cui et al., 2018).

Aceites esenciales
Resultados

Tiene la capacidad de inhibir las cepas resistentes de E. coli
(AC), S. aureus (AC) y S. epidermidis (AC).

Por otro lado, se determiné que los principales constituyentes
quimicos responsables de aportar dichas caracteristicas
antibacterianas a este aceite son, el 1,8-cineol, alcanfor, a-
pineno y camfeno.

Con un MIC de 0,125 — 1% (v/v) y un MBC de 1 — 8% (v/v), el
aceite esencial del arbol de té provocd dafios en la estructura
celular y alteraciones en la sintesis de proteinas y é&cidos
nucleicos en treinta cepas de S. aureus resistente a la meticilina
(AC).

Ademas, concluyeron que este tipo de aceite seria Util para el
tratamiento de infecciones provocadas en la piel.

Por otro lado, se determindé que el principal constituyente
guimico responsable de aportar dichas caracteristicas es el
terpinen-4-ol.

Tras exponer el aceite esencial de tomillo frente a catorce cepas
de S. aureus resistentes a la meticilina (AC) se demostré que,
con un MIC de 18,5 pug/mL de este aceite se producia la
inhibicién del crecimiento bacteriano.

Por otro lado, se determindé que el principal constituyente
guimico responsable de aportar dichas caracteristicas
antibacterianas a este aceite es el timol.

Tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de cepas
bacterianas gram negativas resistentes como A. baumannii
(AC), E. aerogenes (AC), E. coli (AC) y P. aeruginosa (AC).
Por otro lado, se determindé que el principal constituyente
quimico responsable de aportar dichas caracteristicas al aceite
esencial de helicriso es el geraniol.

Con un MIC de 0,5 mg/mL y MBC de 1mg/mL, el aceite esencial
de clavo mostré propiedades antibacterianas significativas
frente a L. monocytogenes (ATCC).

Por otro lado, se determin6 que los principales constituyentes
qguimicos responsables de aportar dichas caracteristicas

antibacterianas a este aceite son el eugenol y eugenilacetato.
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Actividad antibacteriana del aceite
esencial de tomillo (T. vulgaris)
combinado con ciprofloxacina
(Mohamed et al., 2018).

Actividad antibacteriana del aceite
esencial de orégano (O. vulgare)
(Owen et al., 2019).

Actividad antibacteriana del aceite
esencial de pimienta dioica (P.

dioica) (Lorenzo-Leal et al., 2019).

Actividad antibacteriana del aceite
esencial de tomillo (T. capitata)
(Qaralleh, 2019).

Actividad antibacteriana del aceite
esencial de romero (R. officinalis)
(Esmael et al., 2020).

La combinacion del aceite esencial de tomillo y la ciprofloxacina
provocé la ruptura de la membrana celular y la pérdida de
viabilidad de la biopelicula en un 80,1 — 98% de diez cepas de
K. pneumoniae multirresistente (AC) con una concentracion de
10 pl/mL, ademés de un aumento en la actividad antibiética de
la ciprofloxacina.

Por otro lado, se determind que el principal constituyente
guimico responsable de aportar dichas caracteristicas
antibacterianas a este aceite es el timol.

Con un MIC de 290 ug/ml para la cepa de E. coli resistente al
ciprofloxacino (AC), y un MIC de 580 pg/mL para las cepas de
S. aureus resistente a la meticilina (AC) y E. faecalis resistente
a la vancomicina (AC), el aceite esencial de orégano presenté
propiedades antibacterianas significativas.

Por otro lado, se determindé que el principal constituyente
guimico responsable de aportar dichas caracteristicas es el
carvacrol.

Con un MIC de 500 pg/mL, el aceite esencial de pimienta dioica
presenté propiedades antibacterianas frente a las cepas
resistentes de A. baumannii (ATCC), S. aureus (ATCC) y P.
aeruginosa (ATCC).

Por otro lado, se determindé que el principal constituyente
guimico responsable de aportar dichas caracteristicas
antibacterianas a este aceite es el eugenol.

Con MIC de 0,041% (v/v) de aceite esencial de tomillo se
produjo la reduccion del 98,4 - 99,6% del biofilm bacteriano de
dos cepas de P. aeruginosa (una de ellas AC y la otra ATCC).
Por otro lado, se determindé que el principal constituyente
guimico responsable de aportar dichas caracteristicas
antibacterianas a este aceite es el timol.

Con un MIC y MBC de 78 — 156 mg/L de aceite esencial de
romero para las cepas de S. aureus (AC) y S epidermidis (AC)
y de 39 mg/L para C. acnes (AC).

Se produjo la inhibicion del crecimiento y la muerte de las cepas
bacterianas resistentes de S. aureus, S epidermidis y C. acnes.
Por otro lado, se determind que los principales constituyentes
guimicos responsables de aportar dichas caracteristicas
antibacterianas a este aceite son el acetato de bornilo, alcanfor,
a-pineno, a-terpinoleno, benzoilacetato de linalool, borneol,

canfeno, gereniol, linalool, limoneno y mirceno.
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Actividad antibacteriana del aceite
esencial de canela (C. zeylanicum)
(Foda et al., 2022).

Actividad antibacteriana del aceite
esencial de ravintsara (C.
camphora) (Mujawah et al., 2022).

Actividad antibacteriana del aceite
esencial de toronjil (M. officinalis)
(Arbab et al., 2022).

Con un MIC de 4,88 — 312,5 ug/mL, el aceite esencial de canela
mostré propiedades antibacterianas significativas frente a 5
cepas de E. coli (AC) y P. mirabilis (AC) resistentes a la
colistina.

Ademas, concluyeron que este aceite tiene la capacidad de
reducir 20 — 35 veces el gen mcr-1 de las diferentes cepas
resistentes a la colistina.

Por otro lado, se determind que el principal constituyente
quimico responsable de aportar dichas caracteristicas a este
aceite es el eugenol.

Con un MIC de 1,04 - 6,25% (v/v) y un MBC de 3,13 — 12,5%
(viv), el aceite esencial de ravintsara mostré propiedades
antibacterianas significativas frente a dos cepas resistentes de
A. baumannii (AC), una de E. coli (AC), dos de K. pneumoniae
(AC), una de P. aeruginosa (AC) y dos de S. aureus (AC).

Por otro lado, se determind que el principal constituyente
guimico responsable de aportar dichas caracteristicas a este
aceite es el 1,8-cineol.

Tras un aumento progresivo de la concentracién, 10, 20 y 30 ul,
el aceite esencial de toronjil mostré propiedades antibacterianas
significativas frente a las cepas de E. coli (AC) y S.aureus (AC)
resistentes.

Por otro lado, se determindé que el principal constituyente
guimico responsable de aportar dichas caracteristicas a este

aceite es el eugenol.

Tabla 4.2. Tema de estudio y resultados de los diferentes tipos de aceites esenciales frente a las

bacterias, incluidas las resistentes a los diferentes antibiéticos. Concentracién minima inhibitoria (MIC),

concentracién minima bactericida (MBC), cepa perteneciente a la coleccién americana (ATCC), aislada

clinicamente (AC) (elaboracion propia).
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Figura 4.2. Mecanismos de accion antibacterianos de los aceites esenciales (Adaptado de Angane
et al., 2022).

Tras revisar y analizar los resultados sobre los aceites esenciales y de sus
constituyentes quimicos como compuestos alternativos a los antibiéticos (Tabla 4.2),
podemos apreciar que los aceites esenciales de artemisa, arbol de té, tomillo,
helicriso, clavo, orégano, pimienta dioica, romero, canela, ravintsara y toronijil
muestran propiedades antimicrobianas significativas frente a las diferentes bacterias
patégenas como L. monocytogenes y P. aeruginosa (Cui et al., 2018; Qaralleh, 2019),
incluidas las cepas resistentes a los antibiéticos como E. coli multirresistente, S.
aureus resistente a la meticilina, S. epidermidis, C. acnes, A. baumannii, E. aerogenes,
P. aeruginosa, P. mirabilis resistente a la colistina y E. faecalis resistente a la
vancomicina (Lopes-Lutz et al., 2008; Loughlin et al., 2008; Tohidpour et al., 2010;
Berti et al., 2014; Owen et al., 2019; Lorenzo-Leal et al., 2019; Esmael et al., 2020).

Por otro lado, estudios como el de Mohamed et al., en 2018, afirman que el
aceite esencial de tomillo combinado con el antibiético ciprofloxacina provocoé la
ruptura de la membrana celular y la pérdida del biofilm en un 80,1 — 98% en diez
cepas de K. pneumoniae multirresistente (AC). Ademas, aument6 la actividad
antibiotica de la ciprofloxacina gracias al constituyente quimico timol presente en este

aceite, reduciendo asi la resistencia a la ciprofloxacina de K. pneumoniae.
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Asimismo, estudios previos indican que los aceites esenciales disponen de
mecanismos antibacterianos que provocan la alteracion de la permeabilidad de
membrana, dafios en la pared bacteriana y dafios en la membrana celular, en
consecuencia, pérdida de metabolitos e iones y fuga de material intracelular (proteinas
y acidos nucleicos). Ademas de producir ROS que afectan a los acidos nucleicos,
proteinas y ribosomas, interfiere en la generacioén de ATP afectando a la fuerza proton
motriz (Angane et al., 2022).

Cabe destacar que, dependiendo del aceite esencial en cuestion y del
constituyente quimico predominante, es necesario una concentracion determinada
para producir efectos negativos sobre las diferentes tipos bacterianos. Estudios como
el de Arbab etal., en 2022, demostraron que tras un aumento progresivo de la
concentracion (10, 20y 30 ul) el aceite esencial de toronijil cuyo constituyente principal
es el eugenol mostro propiedades antibacterianas significativas frente a las cepas
resistentes de E. coli (AC) y S. aureus (AC). Otro estudio similar seria el de Owen
et al., en 2019, en el que se utilizaron diferentes concentraciones del aceite esencial
de orégano cuyo componente principal es el carvacrol para establecer finalmente el
MIC en 290 ug/mL frente a E. coli resistente al ciprofloxacino (AC) y 580 ug/mL para

S. aureus resistente a la meticilina (AC) y E. faecalis resistente a la vancomicina (AC).
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5. CONCLUSION

Tras analizar y discutir los resultados de numerosos estudios podemos concluir
que las nanoparticulas y los aceites esenciales son una opcién prometedora como
alternativa a los antibioticos frente a las bacterias multirresistentes presentes en
diferentes ambientes, entre los que destacan: medicina clinica, veterinaria y

agricultura.

Se ha demostrado que las AuNPs, AgNPs, TiO2NPs y ZnONPs tienen la
capacidad de eliminar enfermedades infecciosas de dificil tratamiento causadas por
bacterias patégenas, en muchos casos multirresistentes. Los mecanismos de accion
antibacterianos que presentan las nanoparticulas les permiten llegar a lugares de
dificil acceso y destruir selectivamente a las bacterias. Ademas, pueden combinarse
con otros agentes antimicrobianos como el cloranfenicol y la gentamicina,
aumentando asi su actividad antibacteriana. Asimismo, cabe destacar que estas
nanoestructuras no generan resistencia bacteriana. Debido al tipo de estructura,
tamafio, formay a las multiples propiedades fisico-quimicas que presentan.

Sin embargo, se deben de realizar mas investigaciones en este ambito para
optimizar los distintos tratamientos y asi determinar la concentracion éptima y el tipo
de nanomaterial adecuado para evitar problemas de inestabilidad, almacenamiento y

toxicidad.

De igual forma existe un gran interés en la investigacion de los aceites
esenciales de artemisa, arbol de té, tomillo, helicriso, clavo, orégano, pimienta dioica,
romero, canela, ravintsara y toronjil, ya que estos tienen la capacidad de eliminar
infecciones producidas por bacterias patdgenas, incluidas las cepas resistentes sin
producir toxicidad ni generar resistencia. Los constituyentes quimicos de estos aceites
esenciales y sus mecanismos de accion son los responsables de aportar dichas
caracteristicas antibacterianas. Estos también pueden combinarse con otros
compuestos antimicrobianos como la ciprofloxacina, incrementando asi su actividad

antibacteriana.
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