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Essential Oils: Exploring Their Antimicrobial Potential
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Introducere

Microorganismele reprezinta cel mai diversificat si raspandit grup de organisme de pe Pdmant, fiind
prezente in toate tipurile de medii, chiar si in cele care, pentru alte organisme, viata ar fi imposibila. Acest
aspect denotd faptul cd au o putere de adaptare remarcabild, fiind capabile sa colonizeze orice suprafata.
Microorganismele, prin biodiversitatea lor mare, indeplinesc functii extrem de benefice mediului in care
traiesc, avand o putere biodegradabila extraordinara. Sunt folosite intens in industria alimentara, sanitara si in
agricultura, iar in organismul uman indeplinesc numeroase functii metabolice si de protectie fata de agentii
patogeni.

Existd insd un mic procent de microorganisme care sunt patogene pentru plante, animale si oameni.
Cu toate acestea, microorganismele oportuniste care pot fi comensale la om si animale sunt cele care
determind cele mai multe infectii cu care se confruntd omenirea si care au devenit din ce in ce mai greu de
tratat. Acest aspect este cauzat de capacitatea microorganismelor de a se adapta si de a dezvolta mecanisme de
rezistentd la antibiotice si antifungice.

Rezistenta si multirezistenta microorganismelor a devenit o problema majora la nivel mondial, care in
ultimii ani a fost accentuata de criza sanitara cauzati de pandemia COVID-19. In prezent existd bacterii
rezistente la toate clasele de antibiotice disponibile. Fenotipul de rezistentd si multirezistenta este determinat
in principal de utilizarea necontrolata, irationala si profilactica in zootehnie sau piscicultura a antibioticelor si
antifungicelor. Astfel, pentru a evita o criza in sistemul sanitar sau chiar umanitara, este crucial dezvoltarea
unor noi strategii de combatere a acestor microorganisme.
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Solutiile alternative sau complementare utilizarii antibioticelor pot fi reprezentate de uleiuri esentiale
cu activitate antimicrobiand, de peptide antimicrobiene, terapii cu bacteriofagi, sau nanoparticule. Aceste noi
strategii pot reprezenta o solutie alternativa a antibioticelor, a céror actiune nu determina un dezechilibru
major al microorganismelor, nu creeaza o presiune selectiva asupra lor, ci doar le transforma din virulente in
avirulente. Un alt beneficiu pe care l-ar putea aduce noile strategii este reprezentat de posibilitatea eliminarii
riscului de afectare a microbiotei normale, al celulelor si organelor organismului uman.

Acest studiu s-a axat pe testarea activitdtii antimicrobiene a unor uleiuri esentiale, acestea sunt
compusi chimici naturali, care pot fi sintetizati de diferite organe ale plantelor (rddacind, frunze, flori, etc.).
Ei sunt produsi ai metabolismului secundar al plantelor cu rol de protectie, prezentand proprietati antifungice,
antibacteriene, antioxidante sau de protectie fata de specii diferite de insecte invazive. Acesti compusi sunt
stocati in celule secretoare ale plantelor si pot fi extrasi prin diferite tehnici pentru a putea fi utilizati in
industria medicald, in industria alimentard si in industria agricola. Aceste uleiuri au o consistentd lichida,
uleioasa, volatila si prezinta diferite culori si mirosuri parfumate foarte intense. Majoritatea uleiurilor esentiale
sunt formate din monoterpene, cu o greutate moleculara mica si cu proprietatea de a genera compusi noi cu
grupe functionale precum alcooli, aldehidele, cetone si esteri [1]. Mecanismele de actiune al acestor compusi
se bazeaza pe distrugerea sau deteriorarea peretelui celular al bacteriilor si fungilor, pot determina de
asemenea distrugerea membranei plasmatice i a proteinelor transmembranare, prezintd proprietiti ce
determina coagularea citoplasmei. Au capacitatea de a hidroliza ATP— ul existent in celule si de a perturba
sinteza de ATP, ceea ce duce la un declin major al ATP - ului in celule si in final la moartea acestora. Un alt
mecanism exercitat este reprezentat prin cresterea permeabilitdtii membranei plasmatice ceea ce duce la
pierderea integritatii celulare prin pierderea mediul intracelular. Acesti compusi s-au dovedit a prezenta o
eficientd mult mai mare in cazul bacteriilor Gram — negative fatd de cele Gram — pozitive. O ipotezd pentru
explicarea acestui fapt este reprezentatd de structura diferita a bacteriilor, cele Gram — pozitive avand un
perete celular cu un strat mai gros de peptidoglican care nu permite trecerea compusilor si astfel, nu se pot
lega sau difuza prin membrana plasmatici. In schimb, actiunea asupra fungilor, in special asupra speciilor
genului Candida, este de o eficientd remarcabila [2].

Cele mai cunoscute componente ale uleiurilor esentiale care prezintd activitate antimicrobiand
eficientd sunt reprezentate de: carvacrol, limonen, timol si cinnamaldehida. Carvacrolul este un compus
organic din clasa fenolilor si este compusul activ din uleiul esential sintetizat de plante ale genurilor
Origanum si Thymus. Acest compus prezinti activitate antibacteriana, antifungice si antioxidanta. In ceea ce
priveste activitatea antimicrobiand, carvacrolul este un compus lipofil, actionand astfel asupra membranei

plasmatice cu perturbarea fractiilor lipidice si scaderea potentialului de membrana [3]. Limonenul este un

compus organic si este constituentul major al uleiurilor esentiale sintetizate de plante ale genului Citrus. Acest
compus este cunoscut pentru proprietatile antiseptic, antioxidante si antiinflamatorii, avand capacitatea de
modula productia de citokine. Efectul determinat este foarte rapid, la consumul fructelor genului Citrus,
limonenul este absorbit la nivel intestinal si metabolizat foarte rapid [4]. Cinamaldehida reprezintd compusul
major al scortigoarei, care-i confera gustul si mirosul specific. Acest compus, pe langa faptul ca este folosit
pentru aromatizarea naturala a mancarurilor, este folosit si in tratarea infectiilor, avand un efect antifungice si
antibacterian foarte eficient [1].

Testarea unor compusi cu activitate antimicrobiana

Rezistenta microorganismelor la antibiotice si antifungice este in crestere si a devenit o preocupare

majord la nivel mondial, mai ales in ultimii ani si in urma pandemiei cu COVID-19. Astfel, ca si solutie
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pentru persoanele care prezintad infectii cu microorganisme multirezistente la antibiotice si antifungice si
pentru a se evita o criza sanitara mondiala este strict necesar abordarea unor strategii alternative la utilizarea

acestora.
% Scop si obiective

Scopul acestei lucrari a fost reprezentat de testarea unor uleiuri esentiale comerciale, cunoscute a avea
proprietati antimicrobiene si antifungice, prin evaluarea capacitatii acestora de a inhiba cresterea

microorganismelor si aderarea acestora la un substrat inert.

Obiectivele studiului:

1. Testarea capacitatii uleiurilor esentiale de a inhiba cresterea microorganismelor, prin evaluarea
diametrului zonei de inhibitie rezultat, in urma utilizarii metodei disc—difuzimetrice adaptate.

2. Determinarea concentratiei minime inhibitorii (CMI) a uleiurilor esentiale prin examinarea
activitatii lor antimicrobiene in concentratii diferite, cu ajutorul metodei microdilutiilor.

3. Analiza calitativa si cantitativa a actiunii uleiurilor esentiale asupra biofilmelor monospecifice, prin

evaluarea capacitétii de a inhiba aderenta la substrat inert, prin analize spectrofotometrice.

% Materiale si metode

= Materiale

e Uleiuri esentiale

Uleiurile esentiale folosite pentru acest studiu au fost alese pe baza informatiilor obtinute din
literatura de specialitate. S-au utilizat uleiuri esentiale care sunt extracte din: Citrus limon (lamaie), Melaleuca
alternifolia (arbore de ceai), Eucalyptus sp. (eucalipt), Origanum vulgare (oregano) (SC SOLARIS PLANT
SRL).

Din uleiurile respective s-a realizat o solutie de lucru, solutie care a fost formata din amestecul de ulei
esential si dimetilsulfoxid (DMSO), intr-un raport v/v (dilutia rezultata — '%).

e Microorganisme utilizate

Speciile de microorganisme utilizate au provenit din colectia departamentului de Botanica-
Microbiologie din cadrul Universitatii din Bucuresti, Facultatea de Biologie. S-au utilizat urmétoarele tulpini
de referinta (tulpini ATCC — American Type Culture Collection): Staphylococcus aureus ATCC 29213 si
Enterococcus (Ent.) faecalis ATCC 29212 ca si model experimental pentru bacterii Gram — pozitive,
Escherichia coli ATCC 25922 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ca si model experimental pentru
bacteriile Gram — negative si, de asemenea, Candida albicans ATCC 10231 ca model pentru infectiile cu
levuri.

= Metode

e Metoda disc — difuzimetrica adaptata
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Pentru evidentierea activitdtii antimicrobiene ale acestor uleiuri esentiale, au fost parcurse mai multe
etape:

In prima etapd, s-a efectuat insimantarea tulpinilor microbiene din colectie in plici Petri cu mediu de
cultura astfel: speciile bacteriene au fost inoculate pe mediul geloza , iar Candida albicans pe mediu
Sabouraud. Placile au fost incubate ulterior timp de 24h la o temperaturd 37°C. Aceasta etapa a fost necesara
pentru a putea testa activitatea antimicrobiana pe culturi proaspete de 24 ore (culturi tinere, aflate in faza de
crestere).

In urmitoarea etapi, din coloniile izolate rezultate s-au efectuat suspensii microbiene in apa
fiziologica sterila de densitate corespunzatoare standardului 0.5 McFarland pentru bacterii si 1 McFarland
pentru levuri. Suspensia obtinutd a fost apoi insamantata in panza cu tamponul pe medii de cultura cu aceeasi
specificitate ca cele anterioare.

Ultima etapa a fost reprezentata de dispunerea a cate 5 pl din fiecare solutie de lucru pe fiecare placa
insdmantata in panza. Pentru a evita rezultatele fals pozitive, in centrul fiecarei placi s-a adaugat un volum de
5 pl dimetilsulfoxid (martor). Placile au fost puse la incubat pentru 24h la o temperatura de 37°C. Dupa
incubare, s-a masurat cu ajutorul riglei diametrul zonei de inhibitie a cresterii (in mm) observat in jurul
fiecarui compus, pentru fiecare tulpina in parte. Aparitia unei zone de inhibitie in jurul DMSO a fost masurata

si scazuta din diametrul inregistrat in prezenta uleiurilor diluate in DMSO.

% Metoda microdilutiilor pentru determinarea concentratiei minime inhibitorii
(CMI) si actiunea uleiurilor esentiale impotriva formarii biofilmelor (CMIB —

concentratia minima de inhibare a biofilmelor)

Aceastd metoda a fost realizatd de asemenea in mai multe etape. Experimentul s-a realizat in placi de
microtitrare cu 96 de godeuri.

In prima etapa s-a adaugat 270 pl de mediu lichid, bulion simplu/Sabouraud lichid, in primul godeu al
fiecarui rand, pe care s-au notat speciile de interes. In celelalte godeuri a fost adiugat un volum de 150 pl de
mediu.

In urmitoarea etapa s-a adiugat in primul godeu din fiecare rand 30 pl de compus (diluat ¥5), obtinand
astfel o dilutie in primul godeu de 1/20. In urmitoarea etapi s-au realizat microdilutiile, pornind de la primul
godeu care avea un volum de 300 pl. Din acesta a fost transferat un volum de 150 pl in urmétorul godeu,
realizdnd 1n continuare dilutii binare, de la 1/40- 1/640).

Etapa finala a acestei metode a fost reprezentatd de addaugarea unui volum de 15 pl de suspensie
microbiana, de densitate 0.5/1 McFarland. Ultimele doud godeuri au rolul de martori, unul de crestere (fara
compus) si unul de sterilitate (doar mediu). Placile de microtitrare a fost lasate la incubat timp de 24h la o
temperatura de 37°C.

Concentratia minima inhibitorie a fost determinatd macroscopic dupa terminarea timpului de
incubare, drept godeul cu concentratia cea mai mica de compus In care nu s-a mai observat crestere

microbiana.

e Cuantificarea biofilmului

Masurarea cantitativa a biofilmului format in fiecare placa a fost efectuata prin testarea absorbantei la
spectrofotometru. Pentru ca aceastd masuratoare sd fie posibila, suspensia microbiana a fost indepartata,

placile au fost spalate, apoi fixate cu metanol. Dupa colorare 20 min. cu cristal violet, acesta a fost indepartat
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si dupa uscarea placilor s-a adaugat 150 pl de acid acetic glacial in fiecare godeu, si s-a citit absorbanta la o
lungime de unda de 492 nm.

+* Rezultate

e Evaluare diametrului zonei de inhibitie a cresterii celulelor bacteriene in prezenta
compusilor testati

Testul de difuzie a fost utilizat pentru a putea observa si determina activitatea antimicrobiand a
uleiurilor esentiale utilizate, prin masurarea zonei de inhibare a cresterii microorganismelor (mm). Rezultatele
au aratat faptul ca uleiul esential de Origanum vulgare are un spectru larg de inhibare pentru toate tulpinile
folosite, diametrul fiind cuprins intre 8 si 30 mm, fiind astfel cel mai eficient compus testat. Cea mai sensibila
tulpina la actiunea compusilor testati a fost reprezentata de Candida albicans, iar cea mai rezistenta tulpina la

actiunea compusilor testati a fost Pseudomonas aeruginosa (Fig. 1).
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Fig. 1. Valorile diametrelor zonelor de inhibitie a cresterii.
Autor: Dragomir Rares.
Nu a fost detectata activitate antimicrobiana pentru martorul reprezentat de DMSO, in niciunul din
testele efectuate, ceea ce demonstreaza cd zonele de inhibare sunt datorate doar uleiurilor esentiale prin

actiunea antimicrobiana pe care acestea o prezinta.

e Valorile CMI obtinute

Concentratia minimad inhibitorie (CMI) reprezintd cea mai mica concentratie de ulei esential care
inhiba cresterea vizibilda a microorganismelor si este exprimatd in mg/ml. Astfel, este luat in considerare
godeul corespunzitor celei mai mari dilutii, respectiv cea mai mica concentratie de ulei esential in care nu se
observa crestere bacteriand, respectiv fungica. CMI a fost determinata prin efectuarea metodei microdilutiilor,
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in placi de microtitrare de 96 de godeuri. Concentratiile de ulei testate in urma realizarii dilutiilor au fost: 0.05
mg/ml, 0.025 mg/ml, 0.0125 mg/ml, 0.0063 mg/ml, 0.0031 mg/ml, 0.0016 mg/ml.

O activitate antimicrobiana foarte buna a fost observata la uleiul esential de Origanum vulgare, pentru
toate speciile testate, acesta prezentand activitate antimicrobiana la concentratii cuprinse intre 0.025 si 0.0016
mg/ml si confirmédnd astfel rezultatele obtinute in urma utilizarii metodei disc — difuzimetrice adaptate.
Valorile CMI au variat in functie de microorganismul testat, Candida albicans fiind In continuare cea mai
sensibila specie analizata in acest studiu, compusi naturali avand efect la concentratii cuprinse intre 0.125 si
0.0016 mg/ml. Pseudomonas aeruginosa prezinta de asemenea caracterul cel mai rezistent, CMI avand
valorile cele mai mari, 0.05 mg/ml fiind concentratia la care au fost active uleiurile esentiale de Citrus limon,
Melaleuca alternifolia si Eucalyptus sp., iar Origanum vulgare a fost eficient la o concentratie de 0.025 mg/ml
(Fig. 2).

In urma efectuarii acestor doua metode, s-a putut observa eficienta acestor uleiuri esentiale, in special
al celui de Origanum vulgare, care a prezentat cea mai mare activitate Tmpotriva cresterii si multiplicarii
microorganismelor, chiar la concentratii foarte mici.

Concentratia minima inhibitorie

0.06
HW Citrus limon
0.05

= Malaleuca alternifolia
B Eucalyptus sp.

3 Origanum vulgare

Concentratia compusilor testati (mg/ml)

Specia analizata

Fig. 2. Valorile concentratiilor minime inhibitorii.
Autor: Dragomir Rares.

e Formarea biofilmului si CMIB

Rezultatele obtinute au demonstrat actiunea uleiurilor esentiale, utilizate la concentratii diferite (0.05
mg/ml, 0.025 mg/ml, 0.0125 mg/ml, 0.0063 mg/ml, 0.0031 mg/ml, 0.0016 mg/ml), impotriva formarii
biofilmelor monospecifice, pe un substrat inert. Prin intermediul datelor obtinute a fost calculata concentratia
minima de inhibare a biofilmului (CMIB). Aceasta a fost stabilitd in functie de valorile martorului, mai exact,
cea mai mica concentratie de ulei esential la care absorbanta a avut valorile cele mai apropriate de cele ale
godeului martor. Prin urmare, specia care a prezentat cea mai mare sensibilitate la actiunea antimicrobiana a
compusilor testati a fost reprezentatd Candida albicans, avand valori ale CMIB cuprinse intre 0.0125 si
0.0016 mg/ml. Cel mai eficient compus testat a fost reprezentat de uleiul esential de Origanum vulgare, care a
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avut activitate inhibitorie la concentratii cuprinse intre 0.025 si 0.0016 mg/ml. A fost observata o activitate
eficientd a compusului reprezentat de uleiul esential de Citrus limon. Acest compus a prezentat o activitate
foarte buna asupra speciei bacteriene S. aureus, unde valoare CMIB a fost reprezentatd de concentratia de
0.0031 mg/ml. Speciile P. aeruginosa si Ent. faecalis, au prezentat sensibilitatea cea mai mare pentru compusi
reprezentati de uleiurile esentiale de Melaleuca alternifolia si Origanum vulgare, valorile CMIB fiind
cuprinse intre concentratiile de 0.025 si 0.0063 mg/ml. Compusii naturali testati au avut efect si asupra
speciei bacteriene E. coli, aceasta prezentdnd sensibilitate pentru toti compusii testati, cei mai eficienti fiind
reprezentati de uleiurile esentiale de Eucalyptus sp. si Origanum vulgare, care au avut efect la concentratie de
0.0125 mg/ml (Fig. 3).

Concentratia minima de inhibare a biofilmului

W Citrus limon
B Malaleuca alternifolia
B Eucalyptus

3= Origanum vulgare

Concentratia compusilor testati (mg/ml)

Specia analizata

Fig. 3. Valorile concentratiilor minime de inhibare a biofilmelor.
Autor: Dragomir Rares.

e 2.4 Discutii

Origanum vulgare a fost cel mai eficient ulei esential testat, avand un efect antibacterian foarte bun,
acest lucru fiind dovedit prin diametrul rezultat In urma utilizarii metodei disc — difuzimetrice dar, si prin
valori mici ale CMI si CMIB. Cele mai bune rezultate au fost reprezentate de valorile obtinute in urma
utilizarii acestui ulei pe Candida albicans, activitatea sa antifungica fiind recunoscuta datorita produsului sau
principal, mai exact carvacrol care este un fenol prezent in uleiurile esentiale de la mai multe specii de plante
aromatice [5]. Studiile din literatura au mai aratat o buna actiune a uleiul esential de Citrus limon, impotriva
formarii biofilmului monospecific de S. aureus si E. coli, acest lucru fiind observat si in acest studiu, prin
determinarea CMIB la cele doud specii bacteriene [6]. Actiunea citricelor este bine cunoscutd ca avand un
efect antibacterian prin componentele prezente in uleiurile esentiale extrase, limonenul fiind componenta
principald [7]. Rezultatele obtinute in urma analizarii diametrelor de inhibare rezultate in urma utilizarii

uleiului esential de Melaleuca alternifolia, au fost similare cu datele observate in literatura de specialitate,
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diametrele regasite fiind cuprinse intre 20 si 30 mm [8]. Proprietatile uleiului esential extras din Melaleuca
alternifolia sunt bine cunoscute ca avand un efect antibacterian si antifungic, acest lucru fiind dovedit chiar si
prin intermediul unor studii clinice [9]. Rezultate similare, pentru actiunea compusilor prezenti in uleiul
esential de Eucalyptus sp., au fost regasite in literatura de specialitate, cu mentiunea unei mai bune actiuni
asupra culturilor de S. aureus, potrivit unui studiu realizat in 2021 [6].

O abordare regasitd in literatura de specialitate privind alternative de combatere a bacteriilor rezistente
la antibiotice, se referd la asocieri intre diferite tipuri de uleiuri esentiale. Potrivit unui studiu realizat in anul
2021, o sinergie formatd din uleiurile esentiale extrase din Melaleuca alternifolia si Citrus sp. a fost mai
eficientd la dilutii de pand la trei ori mai mici, comparativ cu rezultate obtinute in urma testarii acestor
compusi in mod separat. Potrivit studiului, cele mai bune efecte au fost observate pe tulpinile de
Staphylococcus aureus rezistent la meticilind si Escherichia coli producatoare de P-lactamaze de spectru

extins [6].
Concluzii

In acest studiu au fost testate uleiuri esentiale care sunt recunoscute pentru proprietitile lor
antibacteriene si antifungice, acestea reprezentand o posibila alternativd pentru combaterea multirezistentei
microorganismelor, care a devenit o problemd majora la nivel mondial. Rezultatele obtinute in urma efectudrii
unor metode calitative si cantitative, au arata ca:

o Toti compusi naturali testati au prezentat activitate antimicrobiand, insa aceasta a variat in

functie de tulpina testata.

o Eficienta cea mai mare a tuturor compusilor testate a fost fata de Candida albicans, iar
cea mai scazutd asa cum era de asteptat, in cazul tulpinii de Pseudomonas aeruginosa.

o Cel mai eficient compus a fost reprezentat de uleiul esential de Origanum vulgare,
observandu-se cele mai mari diametre ale zonelor de inhibitie si cele mai mici valori CMI
pentru majoritatea tulpinilor testate.

o Mai mul decat atat, compusii naturali testati au avut capacitatea de a inhiba formarea
biofilmelor monospecifice pe un substrat inert, In cazul tuturor tulpinilor analizate, la

concentratii diferite ale acestora.

Avand 1n vedere toate aceste lucruri, uleiurile esentiale, prin produsii lor principali, pot reprezenta o
alternativa eficientd pentru tratarea infectiillor cu microorganisme multirezistente la antibiotice sau

antifungice.
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