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Resumen: La problematica actual de la resistencia bacteriana, promovida basicamente por el abu-
so en la utilizacion de antibioticos, lleva a la necesidad de encontrar alternativas terapéuticas mas
eficaces para enfrentar las infecciones bacterianas. Los aceites esenciales representan una gran
herramienta para enfrentar esta crisis. Nuestro objetivo fue evaluar la interaccion farmacodinamica
establecida al combinar aceite esencial de Melaleuca armillaris con cloxacilina en busca de un
efecto sinérgico que maximice la actividad del antibiético frente a Staphylococcus aureus. Cepas de
referencia y salvajes de dicha especie fueron enfrentadas al extracto vegetal y al antimicrobiano en
forma individual y combinada mediante microdilucion en caldo, modificando las condiciones del pH
para emular el ambiente subcelular. Se determiné la interaccion mediante la técnica de tablero de
damas o checkerboard, se calcul6 el indice de concentracion fraccionaria inhibitoria y, finalmente, se
establecio el indice de actividad antibacteriana de la combinacién. Nuestros resultados demuestran
una clara actividad antimicrobiana del aceite esencial, que permite reducir las concentraciones mi-
nimas inhibitorias del antibidtico betalactamico para el S. aureus. Esta interaccién se ve favorecida
por la acidificacion del medio, lo que permite que menores concentraciones de cloxacilina logren
un efecto bactericida, cercano a la erradicacion virtual, en presencia de pequefias cantidades de
aceite esencial. Estos hallazgos resultan prometedores para enfrentar infecciones estafilococicas
de dificil resolucion.
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Abstract: The current problem of bacterial resistance, largely promoted by indiscriminate use of an-
tibiotics, leads to find more effective therapeutic alternatives to combat bacterial infections. Essential
oils are a potential tool to deal with this issue. Our objective was to evaluate the pharmacodynamic
interaction of Melaleuca armillaris essential oil and cloxacillin in search of a synergistic effect that
maximizes the activity of the antibiotic against Staphylococcus aureus. Reference and wild strains
of S. aureus were confronted to the essential oil and the antibiotic individually and in combination
by microdilution in broth, modifying the pH conditions to emulate the subcellular environment. The
interaction was determined by the checkerboard technique, the index of inhibitory fractional concentra-
tion was calculated and the index of antibacterial activity of the combination was finally established.
Our results demonstrate a clear antimicrobial activity of the essential oil, which allows reducing the
minimum inhibitory concentrations of cloxacillin for S. aureus. This interaction is favored by medium
acidification, where lower concentrations of cloxacillin achieved a bactericidal effect, close to virtual
eradication, in the presence of small amounts of essential oil. These findings are promising for dealing
with staphylococcal infections with a difficult resolution.
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Introduccién

Los antibiéticos constituyen una parte funda-
mental del tratamiento de las enfermedades infeccio-
sas. El desarrollo de mecanismos evolutivos, por parte
de los microorganismos para evadir la accién antibio-
tica, genera riesgos en la terapia y en la salud, tanto
animal como humana. A pesar de que durante afios
de investigacion se han logrado encontrar y desarrollar
nuevos farmacos antimicrobianos, se observan aun, y
cada vez con mayor frecuencia, situaciones en las que
aparecen infecciones dificiles de tratar, ocasionadas
por patégenos que se han convertido en resistentes
al tratamiento, lo cual se ha incrementado de forma
alarmante durante los ultimos afios (OMS, 2015). Una
alternativa para combatir la resistencia bacteriana la
representan los extractos vegetales, donde se pueden
aprovechar los metabolitos secundarios que las plan-
tas utilizan en su defensa contra microorganismos. Sus
compuestos con accién antimicrobiana se encuentran
mayoritariamente presentes en los aceites esenciales
(AE), que pueden presentarse en uno o mas érganos,
dependiendo de la especie vegetal. Estos resultan ser
el producto final del metabolismo secundario de plan-
tas aromaticas y se conforman fundamentalmente de
terpenos con actividad y composicion variada de entre
20-60 compuestos (Vega-Portocarrero & Lopez-Malo,
2009).

Se ha observado que los compuestos que
conforman la mezcla de un AE presentan efectos
sinérgicos potenciandose entre si. A pesar de que
muchos de estos componentes no pueden producir
efectos inhibidores significativos cuando son utiliza-
dos solos, si se usan en combinacion con farmacos
convencionales, el efecto logrado supera la actividad
individual y produce mejoras en la accién antimicro-
biana (Gibbons et al., 2003).

Melaleuca armillaris es una de las plantas del
género Melaleuca sp. mas ampliamente cultivadas,
cuyo AE, aun poco estudiado, debido a la presencia
de 1,8-cineol entre sus principales componentes, se
transforma en una alternativa terapéutica con promete-
doras acciones farmacologicas (Chabir et al., 2011). Se
encontro actividad inhibitoria, in vitro, frente a especies
bacterianas como Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli
y Pseudomonas aeuriginosa (Amri et al., 2012).

S. aureus es un patégeno de importancia en
salud animal y humana. La convivencia con animales
portadores de estos microorganismos puede generar
infecciones ocasionadas por cepas que han incre-
mentado su resistencia a diversos antibiéticos. Las
infecciones e intoxicaciones alimentarias contindan
representando graves problemas en salud publica. A
lo dicho debemos agregar la capacidad de superviven-
cia a nivel intracelular que presenta el S. aureus. El

tratamiento antibacteriano frente a microorganismos
capaces de mantenerse y prosperar en el medio intra-
celular nos enfrenta a un reto de grandes proporciones,
ya que las bacterias en este estado son especialmente
refractarias a los mecanismos inmunes. La pobre
accion intracelular de los antimicrobianos posibilita la
supervivencia de los microorganismos y predispone
el camino para la seleccion de cepas resistentes.
Estas consideraciones nos incitan a desarrollar el co-
nocimiento con miras hacia el control de infecciones
intracelulares, para lo cual los AE podrian tener im-
portancia por su lipofilia y capacidad de permeabilizar
las membranas celulares.

La cloxacilina (CLOX) es un antimicrobiano del
grupo de los betalactamicos con buena actividad sobre
S. aureus y de amplio uso en medicina veterinaria.
Estos compuestos mantienen su actividad a pH 5
(Barcia-Macay et al., 2006), lo cual es importante por
la capacidad de este patégeno de permanecer dentro
de los fagolisosomas, donde el pH es cercano a 5,5.
El pH acido ocasiona un cambio conformacional en
la proteina diana de accién (PBP2a), aumentando la
afinidad de su centro catalitico por el betalactamico
(Mensa et al., 2013).

Existe evidencia documentada que el AE de M.
armillaris en forma pura tiene actividad antibacteriana
in vitro frente a multiples microorganismos (Amri et al.,
2012). Esto permite suponer que si se combina con
un farmaco antimicrobiano en sistemas sinérgicos,
podrian optimizarse los resultados, incluso frente a
microorganismos resistentes a los tratamientos con-
vencionales. Hasta el momento, no hemos encontrado
referencias que indiquen el uso del AE de M. armillaris
como potenciador de antibiéticos utilizados en el tra-
tamiento de infecciones microbianas, particularmente
contra cepas de S. aureus. Por ello en este trabajo
nos propusimos estudiar la posible existencia de un
efecto sinérgico entre el AE de M. armillaris y la CLOX
frente a S. aureus.

Materiales y métodos
Obtencion del aceite esencial de M. armillaris

Se recolectaron hojas y ramas herbaceas de
plantas de M. armillaris en la localidad de Coronel
Brandsen, provincia de Buenos Aires, durante el mes
de julio. Las mismas se sometieron a destilacion por
arrastre de vapor de agua, en un equipo especialmen-
te preparado (Figura 1). Para la extraccion de AE se
utilizaron 26,12 kg de hojas y ramas herbaceas. El
proceso durd 4,5 h. EI AE obtenido se seco con sulfato
de sodio anhidro y se guardo en frascos de vidrio color
ambar en heladera a 4 °C. Se obtuvieron muestras del
espécimen vegetal utilizado, que se depositaron en el
Herbario LPAG de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales, UNLP (Holmgren et al., 1990).
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Figura 1. Destilador de aceites esenciales por arrastre
de vapor.

Staphylococcus aureus

El estudio se llevé a cabo usando 3 cepas
salvajes de S. aureus. La cepa de referencia S. au-
reus ATCC 29213 se utilizd como control de calidad.
Las cepas salvajes fueron obtenidas a partir de ais-
lamientos realizados en vacas Holstein portadoras
de mastitis subclinica. Estas fueron identificadas
mediante pruebas bioquimicas de rutina, tincion de
Gram, pruebas de coagulasa y catalasa, desarrollo de
B-hemolisis, fermentacion de glucosa y crecimiento
en medio salino (7,5 %).

Determinacion de la concentracion inhibitoria
minima (CIM) de CLOX y del AE de M. armillaris
mediante microdilucion en caldo

Para determinar la CIM de CLOX se utilizaron
placas de microtitulacion de poliestireno de 96 pocillos
con caldo Mueller Hinton (MH) a pH 7,4, pH 6,5 y pH
5. El rango de concentraciones evaluado fue de 256 a
0,007 pg/ml. Se siguieron las pautas establecidas por
la CLSI (2009) en su documento M31-A3.

Para la determinacién de la CIM del AE se
preparoé el caldo MH agregando Tween® 80 al 0,5 %
para mejorar la disoluciéon de la esencia a los 3 pH
mencionados para CLOX. Se probaron concentra-
ciones desde 50 pl/ml hasta 0,1ul/ml.

En ambos casos, cada pocillo fue inoculado
con una concentracién bacteriana final de 5 x 10°
UFC/ml. Se incub6 a 37 °C en estufa durante 18-24
h y se estableciéo como CIM la primera concentracion
en la que no se observé la formacion de botén de
crecimiento ni turbidez. Todas las determinaciones
se llevaron a cabo por triplicado y en todos los casos
se utilizaron controles positivos y negativos con caldo
MH conteniendo Tween® 80 al 0,5 %.

Cloxaciclina y aceite esencial frente a S. aureus

Determinacion de la CIM de la combinacion
CLOX/AE de M. armillaris

Se evaluaron combinaciones del antibiético y
del extracto vegetal (en placas de microtitulacion de
96 pocillos, con caldo MH con Tween® 80 al 0,5 % a
pH7,4,6,5y5) frente a los aislados de S. aureusy a
la cepa de referencia, mediante la técnica de tablero
de damas o checkerboard (Grzybowska ef al., 2004).
El inéculo bacteriano utilizado fue de 5 x 105 UFC/ml
por pocillo. Se realizé la incubacién a 37 °C durante
18-24 h. Se determino el indice de concentracion frac-
cionaria inhibitoria (ICF) segun la siguiente ecuacion:

[(A) / (CIM)a] + [(B) / (CIM)b] = ICF

Donde (A) es la CIM de CLOX en combinacion con
el AE; (B) es la CIM del AE en la mezcla con CLOX;
(CIM)a es la CIM del antimicrobiano solo y (CIM)b es
la CIM del AE solo. Se consider6 sinergismo (S) si ICF
< 0,5; sinergismo parcial o bajo (SP) si 0,5 < ICF< 1;
indiferencia o adicion (l) si 1 < ICF< 2 y antagonismo
(A) cuando ICF = 2.

Evaluacion del indice de actividad
antibacteriana de la combinacion AE/CLOX

A partir de aquellas combinaciones que arroja-
ron los menores valores de ICF, tomadas como valor
CIM de la mezcla, se evalu6 el indice de actividad
antibacteriana (E). El indice E se cuantificé como la
diferencia entre los valores log,, del nimero de bacte-
rias viables (UFC/ml) al inicio (n, ;) y al final del ensayo
(n.,,). segun la siguiente ecuacion: E=n_,, -n, . Para
ello se prepararon 6 tubos con 1 ml de volumen final
conteniendo la mezcla AE/CLOX (control sin antimi-
crobianos, 0,5, 1, 2, 4 y 8 veces la CIM de la mezcla),
para luego incubar a 37 °C y obtener muestras a las
0, 2,4, 8,12y 24 h, para construir curvas de muerte
bacteriana mediante recuento de bacterias en placa.

Para evaluar E, se aplicaron tres puntos de corte
tedricos (Sidhu et al., 2011): a) efecto bacteriostatico: E=
0; no hay cambios en el valor de n,; b) efecto bactericida:
E = -3; hay reduccion de 2 3 log,, de n,, y c) efecto de
erradicacion virtual de bacterias: E = -4; hay reduccion
de 24 log,, (99,99 %) respecto del log de n,,.

Los resultados obtenidos fueron graficados
utilizando el programa GraphPad Prism 6 a fin de ob-
tener curvas E vs. log,, (concentracion de CLOX). Los
ensayos fueron realizados por triplicado y las cepas
salvajes fueron agrupadas obteniéndose una n=3.

Resultados

Las cepas utilizadas en este estudio fueron
aquellas identificadas como la especie S. aureus lue-
go de caracterizarlas bioquimicamente, dando como
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resultados cepas Gram +, coagulasa +, catalasa +,
B-hemoliticas, fermentadoras de glucosa y con creci-
miento en medio salino (7,5 %).

La CIM de la CLOX obtenida para S. aureus
ATCC 29213 a pH 7,4 fue de 0,125 ug/ml, lo cual es
acorde a las recomendaciones de la CLSI (2009). Las
3 cepas salvajes (denominadas como SA13, SA96 y
SA139) presentaron una CIM de 0,5 pg/ml a pH 7,4.
En todos los casos se observo un descenso de esta
concentracion al acidificar el medio de cultivo (Tabla 1).

En cuanto al AE de M. armillaris, para S. aureus
ATCC 29213, la CIM fue de 25 pl/ml, mientras que para
las 3 cepas salvajes fue de 12,5 pl/ml. Estos valores

Tabla 1. Valores de concentracion inhibitoria minima de
cloxacilina obtenidos paralas 4 cepasapH7,4,6,5y 5.

disminuyeron ligeramente con la acidez del medio de
cultivo (Tabla 2).

En la tabla 3 se presentan los resultados obte-
nidos al combinar la CLOX con el AE a los 3 valores
de pH mencionados y los menores valores de ICF
hallados.

Con la evaluacion del indice de actividad anti-
bacteriana se pudo comparar la incidencia del AE en
la actividad de la CLOX, ademas del efecto causado
por la variacion del pH. Esto se observa en las tablas
4,5,6yenlas figuras 2y 3.

Aqui se observa como, al acidificar el medio,
se potencia la actividad antimicrobiana de la CLOX

Tabla 2. Valores de concentracion inhibitoria minima
del aceite esencial de M. armillaris obtenidos para las
4 cepasapH7,4;6,5y5.

Cepa CIMpH7,4 CIMpH®6,5 CIMpHS5 Cepa CIMpH74 CIMpH6,5 CIMpHS5

ATCC 29213 0,125 ug/ml 0,062 pg/ml  0,031ug/ml ATCC 29213 25,0 pl/ml 25,0 pl/ml 12,50 pl/ml
SA 13 0,5 pg/ml 0,125 pg/ml 0,031ug/mi SA13 12,5 pl/ml 12,5 pl/ml 6,25 pl/ml
SA 96 0,5 pg/ml 0,125 pg/ml 0,031ug/mi SA 96 12,5 pl/ml 12,5 pl/ml 6,25 pl/ml
SA 139 0,5 pg/ml 0,125 pg/ml  0,031ug/ml SA 139 12,5 pl/ml 12,5 pl/ml 6,25 pl/mi

CIM: concentracion inhibitoria minima

CIM: concentracion inhibitoria minima

Tabla 3. indices de concentracién fraccionaria obtenidos para la combinacion aceite esencial/cloxacilina en
diferentes condiciones de pH vs. concentraciones inhibitorias minimas individuales.

pH 7,4

Cepa C;IE/I CIM CIM 2ICF CIM CIM
CLOX  AE/CLOX AE CLOX

pl/ml pg/ml (u|/m|)/(ug/m|) pl/ml pg/ml

?;;g 25 0,125 25/0,03 0,75 25 0,062
13 125 0,5 6,25/0,125 0,62 12,5 0,125
139 125 05 6,25/0,125 0,62 12,5 0,125
96 125 05 6,25/0,125 0,62 12,5 0,125

pH 6,5 pH5
CIM SICF CIM  CIM CIM sICF
AE/CLOX AE  CLOX  AF/CcLOX
(ul/mi)/(ug/ml) H/mI pg/mb i/miy((ug/mi)
0,62/0,007 0,36 12,5 0,031 3,1/0,0035 0,36
12,5/0,015 1,12 6,25 0,031  3,1/0,0035 0,61
12,5/0,015 1,12 6,25 0,031  3,1/0,0035 0,61
12,5/0,015 1,12 6,25 0,031  3,1/0,0035 0,61

ICF: indices de concentracion fraccionaria; AE/CLOX: aceite esencial/cloxacilina; CIM: concentracion inhibitoria minima

Tabla 4. indices de actividad bacteriana (E) con su desvio estandar (DE) para la CLOX sola y en combinacion
con AE (AE/CLOX) a diferentes concentraciones (CIM) para S. aureus ATCC 29213 (n=3) y para S. aureus

salvajes (n=3), a pH 7,4.

S. aureus ATCC 29213 pH 7,4

S. aureus salvajes pH 7,4

CLOX CLOX +AE CLOX CLOX +AE

OM  Comb  E*PE (gmymy  F*PE Ggmy  E*PE (omyumy  E*DE
0,5 0,062 6,50 + 0,04 0,015/12,5 1,07 + 0,06 0,25 6,69 + 0,71 0,062/3,13 0,15+ 0,07
1 0,125 1,34 £ 0,15 0,031/25 -1,25+ 0,09 0,5 0,13+0,30 0,125/6,25 -1,94 + 0,10
2 0,25 -1,10 £ 0,12 0,062/50 -3,83 + 0,06 1 -2,82 +0,08 0,25/12,5 -3,66 + 0,13
4 0,5 -3,05+ 0,08 0,125/100 -3,77 £ 0,09 2 -3,12+ 0,21 0,5/25 -3,78+0,14
8 1 -3,46 £ 0,14 0,25/200 -3,76 + 0,08 4 -3,31+ 0,39 1/50 -3,77 £ 0,15

E: indice de actividad bacteriana; DE: desvio estandar;

CLOX: cloxacilina, AE: aceite esencial; CIM: concentracion inhibitoria minima
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frente a S. aureus (tanto para la cepa de referencia
como para las cepas salvajes). Al descender el pH se
requieren menores concentraciones de antibiético para
obtener un valor E menor a -3, indicando un efecto
bactericida. En las figuras 2 y 3 se puede ver cémo la
presencia del AE favorece el accionar de la CLOX, ya
que se alcanzan valores de E menores con concentra-
ciones mas bajas del antibidtico en comparacion con
los resultados obtenidos para CLOX sola. En la cepa

Cloxaciclina y aceite esencial frente a S. aureus

de referencia ATCC 29213 se logra alcanzar un efecto
bactericida muy cercano a la erradicacion virtual, dado
que los valores de E son cercanos a -4. Esto se obser-
va con concentraciones de 2, 4 y 8 veces la CIM de
CLOX en la mezcla, a los 3 pH evaluados (Figura 2).

En los aislamientos salvajes, el comportamiento
fue similar al observado para la cepa de referencia
(Figura 3).

Tabla 5. indices de actividad bacteriana (E) con su desvio estandar (DE) para la CLOX sola y en combinacion
con AE (AE/CLOX) a diferentes concentraciones (CIM) para S. aureus ATCC 29213 (n=3) y para S. aureus
salvajes (n=3) a pH 6,5.

S.aureus ATCC 29213 pH 6,5

S. aureus salvajes pH 6,5

CLOX CLOX + AE CLOX CLOX +AE
oM Comh  E*DE (omyeimy D Gomy  E*PE (gmyum)  EDF
0,5 0,031 1,96 £ 0,12 0,015/12,5 1,04 £0,04 0,062 2,67 £0,39 0,007/6,25 0,21 +0,14
1 0,062 0,34 £ 0,15 0,031/25 -2,94+0,05 0,125 0,43 + 0,05 0,015/12,5 -2,25+0,28
2 0,125 -2,80+0,12 0,062/50 -3,95 + 0,09 0,25 -2,84+0,16 0,031/25 -2,97 + 0,09
4 0,25 -3,41+£0,04 0,125/100 -3,90+ 0,10 0,5 -3,13+0,23 0,062/50 -3,11 £ 0,06
8 0,5 -3,77 £ 0,05 0,25/200 -3,89 + 0,07 1 -3,22 +0,03 0,125/100 -3,35+0,24

Tabla 6. indices de actividad bacteriana (E) con su desvio estandar (DE) para la CLOX sola y en combinacion
con AE (AE/CLOX) a diferentes concentraciones (CIM) para S. aureus ATCC 29213 (n=3) y para S. aureus
salvajes (n=3), a pH 5.

S. aureus ATCC 29213 pH 5 S. aureus salvajes pH 5

CLOX CLOX + AE CLOX CLOX + AE
CLOX CLOX/AE CLOX CLOX/AE
CM - gmy  EEPE gmiyqimy  EEPE gmy  BEPE (L gmiyuimi) E+ DE
0,5 0,015 4,02+0,05 0,0016/6,25 -0,59+0,07 0,015 3,13+0,54  0,0015/3,1 -1,30 + 0,31
1 0,031 1,35+0,07 0,0035/12,5 -2,09+0,05 0,031 0,92+0,03 0,0035/6,25 -1,96 £ 0,12
2 0,062 -2,79+0,04 0,007/25 -3,90+0,07 0,062 -2,90+0,03 0,007/12,5 -2,89 + 0,05
4 0,125 -3,13+0,16  0,015/50 -3,84+0,08 0,125 -3,01+0,13 0,015/25 -3,44 £0,23
8 025 -3,37+0,12 0,031/100 -3,81+0,05 0,25 -3,43+0,44 0,031/50 -3,49+0,17
ATCC 29213 pHT7 4 ATCC 29213 pH 6.5 ATCC 29213 pH5
-4 A 1-B 7
. ® Clox c ® Clox ® Clox
c 5 A Clox+AE o & A Clox+AE < 5 A Clox+AE
o -+ ° .
2 2 34 KR!
:I§1...‘ ........... o 51 "p ............... §‘ .
3 1 A () g 14 §_1 'y
[+ < N A
P SRS SR B PO S g L
5 . . . 5 ‘ ‘ 5 : :

T T T T
2.0 16 1.2 0.8 0.4 0.0 -2.0 1.6 4.2 08 0.4 T T

T T
-2.8 -24 -2.0 -1.6 -1.2 0.8
LOG,, Cloxacilina (pg/mL) LOG,, Cloxacilina (ug/mL) LOG,, Cloxacilina (ug/mL)

Figura 2. Representacion grafica del efecto antibacteriano (E: A log UFC/ml 24 — 0 h) de cloxacilina frente a
S. aureus ATCC 29213 (n=3) a pH 7,4 (a), 6,5 (b) y 5 (c) en presencia y ausencia de aceite esencial de M.
armillaris.
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Discusion y conclusiones

Los AEs son mezclas complejas cuyas propie-
dades antimicrobianas han sido ampliamente estudia-
das para muchas especies vegetales y resultan ser un
gran recurso para combinar con antibiéticos que han
disminuido su efectividad frente a microorganismos
(Yap et al., 2014).

ElI AE de M. armillaris utilizado solo en este es-
tudio presentd actividad inhibitoria frente a S. aureus.
Su CIM frente a S. aureus ATCC 29213 fue de 25 ul/ml
a pH 7,4 y disminuy6 a la mitad a pH 5. Esta disminu-
cion, en un factor de dos, también se observé para los
aislamientos salvajes. Dichos resultados marcan una
importante actividad antibacteriana, la cual también
fue determinada por Amri et al. (2012).

La capacidad de los AEs de potenciar el efecto
de antibidticos frente a especies bacterianas es un
concepto nuevo. ElI AE de Pelargonium graveolens
logré reducir la dosis minima eficaz de norfloxacina
frente a B. cereus, B. subtilis, E. coliy S. aureus (Ro-
sato ef al., 2007). Rodrigues et al. (2009) informaron
que el AE de hojas de Croton zehntneri es capaz de
potenciar la actividad de gentamicina en un 42,8 %
frente a P. aeruginosa a través del contacto gaseoso,
lo que sugiere que el aceite posee un potencial para
ser utilizado como coadyuvante en la terapia antimi-
crobiana. En nuestros resultados se observa un efecto
antimicrobiano claro para la combinacion AE/CLOX,
ya que se obtuvieron valores de ICF que marcan la
presencia de sinergismo entre ellos al enfrentarlos con
cepas de S. aureus, logrando disminuir notoriamente la
concentracion del antibidtico en presencia del AE. Este
efecto se mantuvo al disminuir el pH del medio de 7,4
a 5, permitiendo bajar aun mas la cantidad de CLOX
necesaria para lograr la inhibicién del microorganismo.

La actividad conjunta del AE de M. armillaris y
la CLOX, utilizados en nuestro trabajo, se evidencié
también en el efecto bactericida, establecido por el
indice E. El descenso del inéculo bacteriano inicial
- log,, (UFC/mI)- en un factor de 3 en 24 horas, mar-
ca actividad bactericida; esto se observé tanto para
la CLOX sola como para la mezcla. Sin embargo, la

concentracion del antimicrobiano en presencia del
AE fue claramente menor y el E obtenido fue mas
cercano al efecto de erradicacion virtual (E=-4) que
la concentracion necesaria cuando se aplica el an-
tibi6tico betalactamico solo. En un estudio realizado
por Nascimento et al. (2007) se evalud el AE de
Eremanthus erythropappus en combinacion con am-
picilina (antibiotico betalactamico) frente a S. aureus,
logrando obtener un efecto sinérgico bactericida tras
una incubacion de 24 horas.

Al combinar el AE de M. armillaris con CLOX se
logrd disminuir la concentracion del antibidtico necesa-
ria para inhibir al S. aureus, incluso modificando el pH
del medio, lo cual es importante para el tratamiento de
infecciones intracelulares por la acidez del fagolisoso-
ma (donde se logra internalizar el S. aureus) respecto
del medio extracelular. Esto se refleja también en
la actividad bactericida logrando un efecto cercano
a la erradicacion virtual. Se obtuvieron resultados
prometedores frente al tratamiento de infecciones
estafilococicas. Este hallazgo se transforma en una
valiosa alternativa para el tratamiento de infecciones
estafilocécicas persistentes.
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