V VOLUMEN 37

X X X . .
' ! \lerano XXX Verano De la Ciencia
Oy i ISSN 2395-9797
www.jovenesenlaciencia.ugto.mx

Evaluacion de compuestos naturales contra patogenos resistentes a
farmacos convencionales

Evaluation of natural compounds against pathogens resistant to conventional drugs

Calvillo-Zacarias Daniela’, Gonzalez-Gémez Goretti?2, Martinez-Jiménez David?, Rangel-Mata Francisco Jaavier®,
Ramirez-Loya Priscila', Rodriguez- Ramirez Juan Pablo Armando’, Rodriguez-Solis Mayra Cecilia?,
Alva-Murillo, Patricia Nayeli'?

"Licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo, Departamento de Farmacia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Campus Guanajuato,
Universidad de Guanajuato.

2 Licenciatura en Biologia Experimental, Departamento de Biologia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Campus Guanajuato,
Universidad de Guanajuato.

3 Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Campus Campestre, Universidad La Salle Bajio.

pn.alva@ugto.mx

Resumen

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una crisis sanitaria global que se presenta en la medicina
humana y veterinaria. Al haber pocos medicamentos para combatir a los microorganismos patégenos, las
infecciones son mas dificiles de tratar, aumentando el riesgo de su propagacién y de mas muertes. Lo anterior
impulsa la busqueda de alternativas terapéuticas, principalmente compuestos de origen natural, tales como
la nisina y el octanoato de sodio. Ambos son compuestos generalmente reconocidos como seguros por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de USA. Dos patégenos con impacto en los humanos y
animales de interés pecuario son el parasito Trichomonas vaginalis y la bacteria Staphylococcus aureus (que
forma biopeliculas), respectivamente; en ambos casos ya se ha reportado la resistencia al tratamiento
convencional. Este estudio evalué el efecto antimicrobiano de la nisina y octanoato de sodio, solos y
mezclados, sobre T. vaginalis y la biopelicula de S. aureus. La nisina no afecto el crecimiento del parasito; la
concentracién minima inhibitoria (CMI) contra S. aureus fue de 500 ug/mL y bactericida (CMB) fue de >1000
pg/mL. El octanoato redujo el crecimiento de T. vaginalis; la CMI y la CMB determinadas para S. aureus
fueron de 8.3 y 16.6 mg/mL, respectivamente. Ademas, este acido graso interfiere en la biopelicula de S.
aureus preformada. Se concluye que el octanoato es un agente prometedor, pero se requieren mas estudios
para optimizar su uso en aplicaciones clinicas y veterinarias frente a patégenos multirresistentes.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, Trichomonas vaginalis, nisina, octanoato, biopeliculas, mastitis
bovina, tricomoniasis.

Introduccion

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa una de las mayores amenazas para la salud publica
mundial, con proyecciones alarmantes por parte de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), que estima
mas de 10 millones de muertes anuales para el afio 2050 si no se toman medidas urgentes (Organizacion
Mundial de la Salud, 2016). Esta crisis sanitaria ha sido acelerada por el uso inadecuado y excesivo de
antibiéticos tanto en humanos como en animales de interés pecuario, lo cual ha propiciado la evolucién y
propagacion de patégenos multirresistentes (Touaitia et al., 2025). La situacion es critica ya que muchas de
las infecciones que antes eran tratables se estan volviendo intratables, dejando pocas o nulas opciones
terapéuticas.
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Entre los patégenos de preocupacion, en la medicina humana, se identifica a Trichomonas vaginalis, un
parasito protozoario responsable de la infecciéon de transmisiéon sexual no viral mas comun a nivel global, la
tricomoniasis. La OMS estima 26.4 millones de casos nuevos de tricomoniasis al afio (WHO, 2021). T.
vaginalis coloniza el tracto urogenital femenino y masculino, pudiendo provocar desde infecciones
asintomaticas hasta vaginitis, uretritis y complicaciones durante el embarazo, tales como bajo peso al nacer
y parto prematuro (Ngalame et al., 2022). Su relacién con el incremento en la transmisién del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) y su asociacion con el cancer cervical (Centers for Disease Control and
Prevention, 2024) lo posicionan como un problema de salud publica relevante.

El tratamiento clasico con los farmacos de la familia 5-nitroimidazoles, como el metronidazol, suele ser eficaz
para eliminar la infeccion por T. vaginalis. EI metronidazol fue introducido en la clinica en 1959, siendo un
tratamiento genérico y barato (Graves et al., 2020). Sin embargo, se ha reportado un aumento en la
resistencia de T. vaginalis a esta familia de farmacos. Particularmente, se ha estimado que entre el 2.2 y el
9.6% de los casos reportados de tricomoniasis son resistentes al metronidazol (Giacani et al., 2025; Graves
et al., 2020). Lo anterior vuelve preocupante a la tricomoniasis resistente a los 5-nitroimidazoles, ya que
existen pocos tratamientos alternativos. En este sentido, en el grupo de trabajo se han abordado moléculas
de origen natural, como el extracto rico en lipidos de la semilla del aguacate mexicano (Martinez-Rios, datos
no publicados) y péptidos antimicrobianos (Ramirez-Ledesma et al., 2022), con esta perspectiva.

Por otra parte, la bacteria Staphylococcus aureus es un patégeno que ha sido enlistada por la OMS, junto
con otras 5, como bacterias que presentan multi resistencia a antimicrobianos (Venkateswaran et al., 2023),
representando una preocupacion global de salud porque plantea desafios terapéuticos en entornos clinicos.
S. aureus es responsable de una amplia gama de infecciones en humanos, desde infecciones en la piel hasta
nosocomiales (neumonia, endocarditis, osteomielitis y bacteremia) (Touaitia et al., 2025). Mientras que en la
medicina veterinaria se ha asociado con la mastitis bovina subclinica, generando pérdidas econdémicas
significativas en la industria lactea (Campos et al., 2022).

Algunas cepas de S. aureus, incluyendo las que causan mastitis bovina, son productoras de biopeliculas,
definidas como comunidades bacterianas encapsuladas en una matriz extracelular de sustancias poliméricas,
como ADN extracelular, polisacaridos y proteinas, secretadas por las mismas células bacterianas (Peng et
al., 2023). Las biopeliculas confieren una proteccion adicional frente a entornos hostiles y a los tratamientos
antimicrobianos, permitiendo el establecimiento de infecciones cronicas y recurrentes (Campos et al., 2022).
Las bacterias que producen mayores cantidades de biopeliculas pueden sobrevivir incluso a concentraciones
de antimicrobianos 64 veces superiores a la concentracion minima inhibitoria determinada para cultivos
planctonicos (Demontier et al., 2024). Ante este panorama surge la urgente necesidad de explorar alternativas
terapéuticas innovadoras. En el grupo de trabajo, se han empleado moléculas de origen natural para abordar
este problema, tales como péptidos antimicrobianos (nisina) y acidos grasos de cadena media (octanoato de
sodio) (Navarro-Acosta, 2023).

La nisina es un péptido antimicrobiano o bacteriocina producido por Lactococcus lactis, contiene 34 residuos
de aminoacidos y fue aprobado como aditivo alimenticio por la FDA (Administracion de Drogas y Alimentos
de EUA) y la OMS en 1969, y en 1988 recibié la denominacion GRAS (Generalmente reconocido como
seguro), siendo utilizado en mas de 50 paises (Jozala et al., 2015). EI mecanismo de accion antibacteriano
de la nisina se basa en formar poros en la superficie de la célula e interferir en la sintesis de la pared celular,
al unirse al lipido Il (Negash & Tsehai, 2020). Entre las propiedades antimicrobianas de la nisina, poco se ha
estudiado su actividad antiparasitara, reportandose en Acanthamoeba castellanii (de Carvalho Climaco et al.,
2022). Por otro lado, distintos estudios han abordado el efecto de la nisina sobre el crecimiento de S. aureus
asociado a infecciones humanas o bovinas, enfocandose principalmente en la inhibicion del crecimiento de
células plancténicas, y algunos de ellos abordaron su efecto sobre la produccion de biopeliculas (Ceotto-
Vigoder et al., 2016; Ghapanvari et al., 2022; Karau et al., 2025; Sanchez-Ceja et al., 2018; Sharafi et al.,
2024).
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Los acidos grasos y sus derivados han mostrado tener propiedades antimicrobianas. EI mecanismo
antimicrobiano de los acidos grasos puede asociarse con la interrupcion de la cadena de transporte de
electrones, el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, la lisis celular, la inhibicién de la actividad
enzimatica, el deterioro de la absorcién de nutrientes, la generacion de productos téxicos de peroxidacion y
autooxidacion (Desbois & Smith, 2010; P. Desbois, 2012). El acido octanoico o su sal, el octanoato de sodio,
esta presente en alimentos como en el coco, palmiste y leche (Alva-Murillo et al., 2017). El octanoato de sodio
tiene designacion GRAS y se considera que es seguro, por lo que se emplea como saborizante y adyuvante
en alimentos, debido a que no presenta toxicidad a grandes concentraciones (Nair et al., 2005). Se ha
reportado que el octanoato de sodio actia contra bacterias como Escherichia coli, hongos como Candida
albicans y parasitos como Leishmania donovani (Lee et al., 2021; Nair ef al., 2005; Prasad et al., 2022). Por
su parte, en el grupo de trabajo Navarro-Acosta identificé que el octanoato de sodio (solo y en combinacién
con nisina) afecta el crecimiento de células plancténicas de S. aureus asociados a mastitis bovina (Navarro-
Acosta, 2023). Un grupo de investigacion de Taiwan reporto la capacidad del octanoato de sodio de actuar
sobre biopeliculas de S. aureus proveniente de mastitis bovina recurrente (Lin et al., 2023), pero no se ha
evaluado sobre aislados mexicanos.

A nuestro entender, no se ha evaluado el efecto de la nisina ni del octanoato de sodio sobre el parasito T.
vaginalis ni sobre las biopeliculas producidas por aislados mexicanos de S. aureus provenientes de mastitis
bovina, el cual fue el principal objetivo de este estudio. Adicionalmente, se planteé combinar moléculas con
distinto mecanismo de accion para identificar si se potenciaba su efecto.

Materiales y métodos
Material biologico

En el presente trabajo se emplearon dos cepas de T. vaginalis, una sensible (GT-13) (Padilla-Vaca & Anaya-
Velazquez, 1997) y ofra resistente (CDC-085) al metronidazol, que fueron cultivadas en medio TYI-S-33 con
6% de suero bovino adulto por 24 h (Ramirez-Ledesma et al., 2022). Previamente se reporté que la
concentracién minima inhibitoria 50 (CMlso) del metronidazol (M3761, Sigma-Aldrich®) sobre la cepa
CDC-085 y GT-13 fue de 2.8 um y 5.8 nM, respectivamente (Ramirez-Ledesma et al., 2022).

Por otra parte, se utilizaron 3 aislados de S. aureus provenientes de mastitis bovina (AMC10, AMC51 y AVC2),
asi como una cepa certificada ATCC 27543, con mostrada multiresistencia antimicrobiana (Sanchez-Ceja et
al., 2018).

Identificacion de aislados de S. aureus que producen biopeliculas

La tincion con cristal violeta se empled para identificar cuales aislados bacterianos producian biopeliculas, de
acuerdo con lo reportado previamente (Ceotto-Vigoder et al., 2016; Khoramian et al., 2015; Sharafi et al.,
2024; Stepanovi¢ et al., 2007). Para ello, se inoculé una colonia bacteriana en 2 mL de caldo TSB (soja
tripticaseina, 211768, Becton Dickinson) en un tubo de 15 mL y se incubd toda la noche a 37°C con agitacion
constante de 180 rpm. El cultivo se ajusté a una densidad éptica (DO) de 0.2 a una longitud de onda de 600
nm (equivalente a 9.2x107 UFC/mL), después se hicieron los calculos necesarios y se diluyé el cultivo
bacteriano con caldo TSB suplementado con 1% de glucosa (TSB-glu) para obtener 1x10® UFC/mL en 200
yL. Este volumen se colocd por pozo en una microplaca de poliestireno, por triplicado para cada aislado de
S. aureus. El TSB-glu se utilizé como control negativo o de esterilidad. Las placas se incubaron durante 24 h
a 37°C sin agitacion para permitir la formacién de biopeliculas, manteniendo un ambiente humedo.

Cumplido el tiempo, la placa se lavé con PBS estéril (8 g NaCl, 0.2 g KCl, 0.24g KH2PO., 1.44g NaH2PO4*H20
para 1 L, pH 7.4) para remover bacterias no adheridas. Después, las placas se secaron a temperatura
ambiente y las biopeliculas se fijaron con 100 yL de metanol/pozo durante 20 min. El metanol se retird y las
placas se secaron nuevamente a temperatura ambiente. Las biopeliculas fijadas se tifieron con 200 pL de
cristal violeta al 0.1% durante 15 min. El exceso de tincidn se eliminé lavando con agua de la llave hasta que
no se observo color, y las placas se secaron a temperatura ambiente. Para destefir las biopeliculas, se
adicionaron 200 pL de acido acético glacial al 33% por pozo, se tapo la caja y se dejo reposar durante 30
minutos, seguido de homogenizacién con pipeteo. Finalmente, la absorbancia se leyd a 590 nm. Se realizaron
tres experimentos independientes por triplicado.
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Los aislados bacterianos se clasificaron como no productores, productores débiles, moderados o fuertes
productores de biopeliculas, para ello se calcularon los valores medios de la DO de todos los aislados
analizados y el control negativo, se determind el valor de corte (DOc):

DOc = promedio DO del control negativo + (3 * Desv. Est. del control negativo)

Para cada experimento se calcul6 el valor de DOc. Los aislados bacterianos se clasificaron de acuerdo con
la tabla 1.

Tabla 1. Interpretacion de los resultados de la produccion de biopeliculas bacterianas.

Clasificacion Simbolo
DO = DOc No produce biopeliculas -
DOc < DO < 2*DOc Débil productor +
2*DOc < DO < 4*DOc Productor moderado ++
4*DOc < DO Fuerte productor de biopeliculas +++

DO, es el promedio de la DO de cada aislado bacteriano.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y bactericida de la nisina y octanoato sobre
S. aureus

La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de la nisina y del octanoato de sodio sobre las células plancténicas
de los aislados de S. aureus se determiné por el método de microdilucion, de acuerdo con las directrices del
Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés) (Sharafi et al., 2024). La nisina
(N5764, Sigma-Aldrich®) se disolvié en HCI (0.02 M, pH 2) segun lo reportado previamente (Tong et al.,
2014); mientras que, el octanoato de sodio (C5038, Sigma-Aldrich®) se disolvié en agua. Ambas soluciones
esterilizaron por filtracion con membranas de 0.22 ym (Millipore ®, USA). Se inocul6 una colonia bacteriana
en 2 mL de caldo Mueller Hinton (MH, #275730, Becton Dickinson), se incubd toda la noche a 37°C en
agitacion constante a 180 rpm. Después, se ajusto el cultivo bacteriano a una DOggo de 0.2 y el cultivo
bacteriano se diluy6 para obtener 5.5x108 UFC/mL. Se colocaron 100 pL de cultivo diluido de cada aislado
por pozo en una microplaca. Se prepararon diluciones seriadas de la nisina y octanoato de sodio, para tener
concentraciones finales de 1,000 pg/mL hasta 15.62 pg/mL y 16.6 mg/mL a 0.26 mg/mL, respectivamente,
se considerdé un volumen final de 110 pL. Se incluyo el cultivo bacteriano y al vehiculo de la nisina como
control de crecimiento y el caldo MH como control de esterilidad. Cada tratamiento se realizd por triplicado.
La placa se incub6 durante 24 h a 37°C. La CMI se definié como la concentracion mas baja en la que no se
observo crecimiento bacteriano visible.

Para la determinacién de la concentracion minima bactericida (CMB), se realizd una dilucion 1:10 de los
pozos con inhibicién de crecimiento, se sembraron 50 uL en placas de agar MH y se incubaron toda la noche
a 37°C, esperando ausencia de crecimiento colonial.

Evaluacion del efecto de la combinacion de la nisina y el octanoato sobre las biopeliculas
preformadas

Para evaluar la actividad de la nisina y el octanoato de sodio sobre biopeliculas bacterianas ya establecidas,
se siguié un protocolo descrito previamente por Ceotto-Vigoder y col. (2016), y Lin y col. (2023). Inicialmente
se formaron biopeliculas segun lo mencionado anteriormente, se permitié la formacién de la biopelicula por
18 h a 37°C sin agitacion. Luego, se aspir6 el sobrenadante y se adicionaron 50 pL de Nisina y/o Octanoato
de sodio, solos o en combinacidn, diluidos en caldo TSB-glu. Se ensayaron las CMI y la mitad de la CMI de
cada compuesto, de manera independiente y en combinacién. También se incluyeron controles de vehiculo
y esterilidad. Posteriormente, se afiadieron 150 pL de TSB-glu a cada pozo y las placas se incubaron durante
24 h a 37°C. Finalizado el tiempo de incubacion, se procedio a la cuantificacion de las biopeliculas mediante
tincion con cristal violeta, como se indicd anteriormente.
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Evaluacion del efecto de la nisina y octanoato sobre el crecimiento de 7. vaginalis

Tras un periodo de crecimiento de 24 h, los trofozoitos de cada cepa de T. vaginalis se despegaron del tubo
al ser colocados en bafio de hielo por 10 min, se centrifugaron en un tubo de 15 mL estéril a 375 x g (1,500
rpm) por 5 min. El paquete de trofozoitos se resuspendioé en PBS y se procedi6 al conteo en la camara de
Neubauer. Se realizaron los célculos pertinentes para adicionar 4x10* trofozoitos/100 uL de medio TYI-S-33
con suero, por pozo en una placa de 96 pozos. Los tratamientos evaluados fueron i) 4,000 Ul/mL de nisina
de acuerdo con lo reportado para parasitos (de Carvalho Climaco et al., 2022), ii) 2% vehiculo de la Nisina
(v/v), y iii) 33.4 mg/mL o 200 mM octanoato de sodio en un volumen final de 200 pL. Se utilizé la CMIlsg del
metronidazol, para cada cepa, como control de inhibicion del crecimiento. Cada cepa sin tratamiento fungio
como el control de crecimiento. Se emple6 medio TYIS-33 modificado (con 20 mM de bicarbonato de sodio y
100 mM HEPES) en los tratamientos con péptido antimicrobiano (Ramirez-Ledesma et al., 2022). La
microplaca se incubd 24 h a 37°C en condiciones de microanaerobiosis. Cumplido el tiempo, se despegaron
los trofozoitos al colocarlos en bafio de hielo, se fijaron con un volumen de glutaraldehido al 4%, y se procedio
a contar los trofozoitos moviles y refringentes en la camara de Neubauer. El experimento se realizé al menos
3 veces de manera independiente, por triplicado.

Resultados y discusion

La capacidad de formar biopeliculas es un factor de virulencia crucial en la patogénesis en las infecciones
por S. aureus, ya que contribuye a la resistencia a los antibiéticos y a la persistencia de la infeccion (Touaitia
et al., 2025). Al evaluar la capacidad de los cuatro aislados farmaco resistentes de S. aureus, asociados a
mastitis bovina en la produccién de biopeliculas, se observé que tres de ellos son fuertes productores
(AMC10, AMC51 y AVC2); mientras que uno de ellos (ATCC 27543) es débil productor de biopeliculas (Tabla
2).

Tabla 2. Formacion de biopeliculas de aislados de Staphylococcus aureus asociados a mastitis bovina.

Aislado Clasificacion Abs 590 nm

AMC10 +++ 1.925 + 0.256
AMC51 +++ 1.091 £ 0.140
AVC2 +++ 2.081+0.314
ATCC 27543 + 0.432 + 0.095

Nota. -, no produccién; +, débil produccién; ++, moderada produccion; +++, fuerte produccién. Los resultados representan la media y el error estdndar de
al menos cinco experimentos independientes por triplicado.

Este hallazgo concuerda con lo reportado por la literatura de apoyo, que asocia la alta produccion de
biopeliculas con la persistencia de las infecciones intramamarias en bovinos (Ceotto-Vigoder et al., 2016;
Demontier et al., 2024). Esta matriz extracelular protege del sistema inmune del hospedero y de los agentes
antimicrobianos a las bacterias , lo que explicaria por qué la mastitis estafilocécica a menudo se vuelve
cronica y recurrente. Estos resultados reafirman la importancia de esta caracteristica como un factor clave de
virulencia en los aislados de S. aureus de origen bovino.

En la busqueda de alternativas a los antibidticos tradicionales, evaluamos la actividad antimicrobiana de la
nisina y el octanoato de sodio contra los aislados de S. aureus de mastitis bovina. Ademas, se cuantificé la
capacidad de degradar biopeliculas ya establecidas. La nisina es un péptido antimicrobiano de origen
bacteriano, mientras que el octanoato de sodio es un derivado de acido graso (Jozala et al., 2015; P. Desbois,
2012).
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Primero se determiné la CMI y la CMB de la nisina y del octanoato de sodio sobre los cuatro aislados de S.
aureus multirresistentes provenientes de vacas con mastitis. En cuanto a la CMI de la nisina, no se observo
crecimiento visible al emplear la concentracién de 500 pg/mL en ningun aislado bacteriano (Tabla 3); no
obstante, en el primer ensayo, al recuperar el cultivo de esa condicidn e inocular en agar MH, se detectaron
colonias bacterianas. Por lo que, en los ensayos posteriores se decidié probar 1000 ug/mL, donde no se
observo crecimiento visible. Al igual que en el caso anterior, se identificaron colonias bacterianas en el agar
MH. Por lo que, la CMB de la nisina es mayor que 1000 pg/mL (Tabla 3). Estos hallazgos indican que, si bien
la nisina puede retrasar el crecimiento de los aislados (bacteriostatico), se requieren concentraciones
significativamente mayores para lograr un efecto bactericida.

Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria y bactericida de la nisina sobre aislados de Staphylococcus aureus asociados
a mastitis bovina.

Aislado CMI (ug/mL) CMB (ug/mL)
AMC10 500 >1000
AMC51 500 >1000
AVC2 500 >1000
ATCC 27543 500 >1000

Nota. Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado. CMI, concentracion minima inhibitoria; CMB, concentracién minima bactericida.

Por su parte, el octanoato de sodio (Tabla 4) demostré ser eficaz contra todos los aislados con una CMI de
8.3 mg/mL (48.15 mM) y una CMB de 16 mg/mL (96.3 mM). La accion de estos compuestos se atribuye a su
capacidad para desestabilizar las membranas celulares bacterianas (Royce et al., 2013).Se ha sugerido como
un mecanismo prometedor para combatir la resistencia a los antibiéticos. Sin embargo, la efectividad de estos
tratamientos en entornos reales, como la gldndula mamaria, puede variar, ya que la actividad in vitro no
siempre se mantiene al ser probada in vivo, debido a la posible interferencia de los componentes de la leche.

Tabla 4. Concentracion minima inhibitoria 'y bactericida del octanoato de sodio sobre aislados de Staphylococcus aureus
asociados a mastitis bovina.

Aislado CMI (ug/mL) CMB (ug/mL)
AMC10 8.3 16
AMC51 8.3 16
AVC2 8.3 16
ATCC 27543 8.3 16

Nota. Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado. CMI, concentracion minima inhibitoria; CMB, concentracién minima bactericida.

Una vez determinada la CMI de la nisina y del octanoato de sodio para los cuatro aislados bacterianos, se
decidié evaluar su efecto sobre las biopeliculas preformadas, empleando las CMI de los compuestos, asi
como la mitad de dichas concentraciones, solos y en combinacion. Los resultados preliminares indican que
las biopeliculas formadas por los aislados bacterianos que son fuertes productores de biopeliculas, se inhibe
su formacién un 34-52% al tratarlas 24 h con 4.15 mg/mL de octanoato de sodio (Figuras 1-3).

El octanoato de sodio redujo en un 10 y 34% la biopelicula preformada por el asilado AMC10, al ser utilizado
a 8.3 y 4.15 mg/mL, respectivamente (Figura 1). No se detectd que la nisina tuviera un efecto en este
parametro. Al mezclar 500 pg/mL de nisina con 4.15 mg/mL de octanoato de sodio, disminuy6 cerca de un
25% la biopelicula preformada, ello puede deberse al acido graso.
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Figura 1. Efecto de la nisina y del octanoato de sodio sobre la biopelicula preformada del aislado AMC10.
Se permitié la formacién de la biopelicula por 18 h, después se traté con distintas concentraciones de nisina (N) y octanoato de sodio (NaO), solos y en
combinacion, por 24 h. Se realizé un experimento por triplicado.

La nisina no afecto la biopelicula preformada por el aislado AMC51, en ninguna de las concentraciones
empleadas (Figura 2). El octanoato de sodio redujo la biopelicula preformada en un 13.73, 21.4 y 56% al ser
tratada con 16.6, 8.3 y 4.15 mg/mL, respectivamente. Al igual que con el aislado bacteriano anterior, la mezcla
de 500 pg/mL de nisina con 4.15 mg/mL de octanoato de sodio disminuy6 un 35.4% la biopelicula preformada,
lo cual pudiera deberse solamente al efecto del octanoato.

El porcentaje de biopelicula preformada del aislado AVC2, se increment6 ligeramente (7%) al ser tratada con
500 pg/mL (Figura 3). 4.15 mg/mL de octanoato de sodio redujo un 52.5% la biopelicula. Mientras que, la
mezcla de 500 pg/mL de nisina con 8.3 mg/mL de octanoato, y 500 ug/mL de nisina con 4.15 mg/mL de
octanoato disminuyeron ~16% la biopelicula preformada.

En cuanto a la cepa certificada ATCC 27543, que es débil productora de biopelicula (Tabla 2), se identificaron
mas tratamiento con efecto sobre la biopelicula preformada. Las concentraciones de 16.6 y 8.3 mg/mL de
octanoato de sodio redujeron la biopelicula formada en ~30 y 37%, respectivamente (Figura 4). A diferencia
del efecto de 4.15 mg/mL de octanoato de sodio sobre las biopeliculas de los aislados AMC10, AMC51 y
AVC2, en este caso no la afect6. La combinacion de 1000 pg/mL de nisina con 16.6 mg/mL de octanoato de
sodio, asi como 500 pg/mL del péptido con 8.3 mg/mL del octanoato o con 4.15 mg/mL del acido graso,
disminuyeron la biopelicula preformada en un 43.5, 44 y 18.1%.

Es necesario realizar dos ensayos independientes por triplicado para poder sugerir una conclusion.
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Simultaneamente, se realizaron estudios para evaluar el crecimiento de trofozoitos de T. vaginalis, empleando
una cepa resistente al metronidazol (CDC-085) y una cepa sensible al metronidazol (GT-13). Se aplicaron
tratamientos especificos segun la cepa, incluyendo la CMIso de metronidazol para cada cepa, el vehiculo de
la nisina al 2% (v/v), y la nisina (4,000 Ul/mL de nisina). Después de 24 h de incubacién en anaerobiosis, se
contabilizaron los trofozoitos viables. Como era de esperarse, el metronidazol redujo en 43.5% + 17.6 y 64.5%
+ 12.2 el crecimiento de la cepa resistente y sensible, respectivamente (Figura 5). Contrario a lo que se
esperaba, el vehiculo disminuy6 el crecimiento de ambas cepas, en la misma proporcién que lo hizo la nisina.
Por ello, la reduccion del crecimiento parasitario observado con la nisina podria deberse al efecto del vehiculo,
mas que al del péptido antimicrobiano.

En cuanto al octanoato de sodio, este acido graso de cadena media (200 mM) disminuyé el crecimiento de la
cepa CDC-085 (resistente) un 57.79%; mientras que, solo se recupero el 12.17% de trofozoitos viables de la
cepa sensible (GT-13) (Figura 6). El efecto generado por el octanoato de sodio parece ser dependiente de la
sensibilidad al metronidazol.

Actualmente se estan realizando ensayos para determinar la CMlsp del octanoato de sodio para ambas cepas.
Con ello se pretende realizar la mezcla de la CMlso del metronidazol con la CMIso del octanoato y evaluar el
efecto sobre el crecimiento de cada cepa.
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En conclusién, el octanoato es un agente prometedor para combatir patégenos de interés en la medicina
humana y veterinaria, tales como T. vaginalis y S. aureus, respectivamente, aunque su eficacia varia segun
la cepa. Ademas, el octanoato de sodio disrumpe las biopeliculas producidas por S. aureus. No obstante, se
requieren estudios adicionales para optimizar concentraciones y explorar combinaciones que mejoren su

aplicacioén en el tratamiento de infecciones resistentes asociadas a mastitis bovina.
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