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1. RESUMEN

La mastitis bovina asociada a protothecosis, es una enfermedad provocada por
microalgas patdgenas, como Prototheca bovis. Esta representa un desafio considerable en el
sector ganadero por su impacto en la salud animal y en la economia agropecuaria. En
respuesta a esta problematica, este estudio se enfocé en investigar el potencial inhibitorio de
extractos vegetales y aceites esenciales frente a P. bovis. Los extractos vegetales y aceites
esenciales fueron obtenidos mediante percolacion y destilacion, respectivamente. Esos
productos fueron evaluados bajo condiciones estandar en ensayos de susceptibilidad y con
el objetivo de determinar la concentracién minima inhibitoria en placas de 96 pocillos. Los
resultados obtenidos evidenciaron que los extractos vegetales, en todas las formulaciones
evaluadas, no mostraron capacidad de inhibicion efectiva contra P. bovis. Por el otro lado,
se observo que los aceites esenciales de guaviduca, arbol de té y albahaca presentaron un
potencial significativo como agentes biocontroladores. Sin embargo, los ensayos de
combinacion entre estos aceites no demostraron efectos sinérgicos. Con respecto a la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de los diferentes aceites, se encontro que aqueél
obtenido de arbol de té inhibio el desarrollo de P. bovis a una concentracion de 40 mg/mL,
seguido por el aceite de guaviduca y albahaca con valores de 80 mg/mL. Por otra parte, los
aceites de lavanda y romero exhibieron CMIs potencialmente superiores a las concentraciones

evaluadas. Este estudio sugiere que algunos de los productos naturales evaluados poseen un
potencial prometedor como agentes antimicrobianos contra Prototheca bovis. Estos
hallazgos subrayan la importancia de explorar alternativas naturales para el tratamiento

frente a esta enfermedad en el ganado bovino.

Palabras clave: aceites esenciales, antagonismo, capacidad de inhibicion, CMI, extractos

vegetales



1. ABSTRACT

Bovine mastitis caused by protothecosis is a disease caused by pathogenic microalgae,
such as Prototheca bovis. This represents a considerable challenge in the livestock sector
due to its impact on animal health and the agricultural economy. In response to this issue,
this study focused on investigating the inhibitory potential of plant extracts and essential oils
against P. bovis. Plant extracts and essential oils were obtained by percolation and
distillation, respectively. These products were evaluated under standard conditions in
susceptibility assays and with the aim of determining the minimum inhibitory concentration
in 96-well plates. The results showed that the plant extracts, in all the formulations evaluated,
did not show effective inhibition capacity against P. bovis. Conversely, it was observed that
guaviduca, tea tree and basil essential oils presented significant potential as biocontrol
agents. However, combination trials between these oils did not demonstrate synergistic
effects. Regarding the minimum inhibitory concentration (MIC) of the different oils, it was
found that the one obtained from tea tree inhibited the development of P. bovis at a
concentration of 40 mg/mL, followed by guaviduca and basil oil with values of 80 mg/mL.
In contrast, lavender and rosemary oils exhibited MICs potentially higher than the
concentrations evaluated. This study suggests that some of the natural products evaluated
possess promising potential as antimicrobial agents against Prototheca bovis. These findings
underscore the importance of exploring natural alternatives for the treatment of this disease

in cattle.

Keywords: essential oils, antagonism, inhibition, MIC, plant extracts



2. INTRODUCCION

La leche es considerada como un alimento basico en la alimentacion humana, ya que es
una fuente de vitaminas, minerales, proteinas y otros nutrientes esenciales. Por tal razon, la
produccién lechera es categorizada como una de las actividades mas importantes, en
términos econémicos, dentro del sector agropecuario y en la economia del Ecuador (Brassel
et al., 2007; AECID, 2021). No obstante, la produccion lechera y la industria lactea se ve
limitada por la ocurrencia de mastitis en vacas. Esta patologia, conduce a una disminucion
en la calidad, cantidad de la leche y ocasionalmente al sacrificio de los animales infectados
(Vissio etal., 2015). Ademas, se estima que esta enfermedad ocasiona pérdidas anuales
globales de aproximadamente 35 millones de délares (Caneschi et al., 2023).

Entre los factores que favorecen el desarrollo de mastitis se incluyen las malas
condiciones ambientales como el hacinamiento en las ganaderias, ventilacion insuficiente de
los establos y remocion inadecuada de estiércol (Calvinho y Gianre, 2013). También
influyen la deficiente higiene durante el ordefio y formas de contagio entre animales por
medio del contacto directo como el amamantamiento, manos de los operadores, equipos y
utensilios de ordefio (Herenciay Mamani-Mango, 2022; Sykes, 2023). Los microorganismos
mas frecuentemente asociados a esta enfermedad son bacterias, principalmente, Gram
positivas, como Staphylococcus aureus, seguido de otras especies del mismo género y
Streptococcus spp. Ademas, se han identificado otros agentes etioldogicos como
Corynebacterium spp., Mycoplasma spp., hongos, levaduras, y microalgas como Prototheca
spp. (Hernandez, 2015).

Aunque, la mastitis causada por Prototheca spp. no es una infeccién muy comun en
bovinos, por ser un patdgeno oportunista ambiental, recientemente ha adquirido mayor
importancia en los rebafios lecheros debido a que al establecerse en el rodeo se comporta
como patdgeno contagioso, propagandose entre los animales que se encuentran en el
establecimiento, existiendo situaciones de brote que pueden afectar a mas del 30% del
rebafio (Cortés et al., 2015; Huilca-Ibarra et al., 2022).

El género Prototheca se compone de especies de algas eucariotas, saprofitas, carentes de
cloroplastos, encontrdndose ampliamente distribuidas en el medio ambiente, por lo que ha
sido aislado de suelos, cursos de agua, heces de bovinos, cerdos, perros, roedores y seres
humanos (Kruze, 2015). Filogenéticamente, se encuentra estrechamente relacionada con el

género Chlorella (Zufiga Carrasco y Caro Lozano, 2023). Las formas mas infecciosas son



los esporangios y esporangiosporas que son liberadas al romperse las envolturas que las
rodean (tecas) (Cortés etal., 2015). Su metabolismo es heterotrofico, utilizan la glucosa
como fuente de carbono organico y sales de amonio como fuente de nitrégeno (Marques et
al., 2010).

Adicionalmente, se ha suscitado un nuevo interés en los casos de mastitis bovina,
especificamente por Prototheca bovis, debido a que mantiene propiedades patdgenas unicas
y, consecuentemente, su control y tratamiento plantea dificultades significativas (UTMACH,
2019). Por ejemplo, P. bovis exhibe la capacidad de formar biopeliculas, incrementando la
resistencia de los microorganismos a varios desinfectantes, lo que potencialmente aumenta
la transmision, evita también la eliminacion de superficies contaminadas (Tashakkori et al.,
2022).

Aunque el uso de antimicrobianos como anfotericina B, ketoconazol, itraconazol y
voriconazol, sean el principal método de tratamiento de protothecosis, su eficacia se
encuentra limitada (Hillerton, 2002). Adicional a esto, los productos obtenidos a partir de
animales tratados con antibidticos pueden contener residuos de estos compuestos, lo que
resulta perjudicial para el consumidor; situacion que es prohibida por las normas sanitarias
de distintos paises (Subirats, 2019; Proskurnicka et al., 2023). Por ende, es importante buscar
tratamientos alternativos basados en productos naturales (Yang, 2019). En este contexto, el
uso de extractos de plantas o aceites esenciales, como biocontroladores, representa un
potencial prometedor como tratamiento alternativo de la mastitis, en funcion de las
propiedades antimicrobianas de la diversidad de compuestos activos que puedan contener
(Alsheikh et al., 2020). Adicionalmente, podrian aportar varios beneficios tanto para la salud
del ganado, asi como para la industria lechera en general (Morales-Ubaldo et al., 2023).

La obtencion de extractos de plantas tiene como objetivo recuperar y purificar
ingredientes activos partiendo de materiales vegetales (Tan et al., 2013). Este proceso
implica una produccion con bajo costo y facil obtencion, debido a que, la materia prima
usada a menudo proviene de productos de desecho agroindustrial (Roja E. et al., 2012). No
obstante, segun Kher (2019) los ensayos in vivo que informan su eficacia son aun escasos.
Esto es crucial dado que, aunque la obtencidn de los extractos es un proceso de bajo precio
y sencillo acceso, el verdadero potencial terapéutico necesita ser evaluado en entornos
bioldgicos mas complejos.

Los ensayos proporcionan informacidn crucial sobre como los extractos interactan con
los organismos vivos, sus efectos en sistemas bioldgicos y su seguridad a largo plazo. La

falta de ensayos in vivo demuestra que la compresion o alcance actual de los extractos de



plantas se encuentra incompleta. Aunque la investigacion en laboratorio puede ofrecer pistas
prometedoras, la validacion en entornos bioldgicos mas complejos es necesaria para su
comprension.

Por otra parte, los aceites esenciales (AE), son liquidos oleosos aromaticos y lip6filos
obtenidos a partir de una materia prima natural de origen vegetal, que consisten en una
mezcla de compuestos volatiles de bajo peso molecular (Gouvea et al., 2017). Estos se
relacionan con la proteccion de las plantas como antibacterianos, antivirales, antifingicos o
insecticidas (Bakkali et al., 2008). La naturaleza lipofilica de los AE les proporciona la
capacidad de atravesar la membrana celular de las bacterias y mitocondrias, lo que afecta su
integridad e incrementa su permeabilidad (Oussalah etal., 2006). Esto conduce a la
alteracion de procesos celulares, incluidos aquellos que estan relacionados con el transporte
de la membrana, lo que resulta en la pérdida de funciones vitales (Tarig, 2019).

En este sentido, algunos AE han demostrado tener capacidad inhibitoria sobre varios
tipos de organismos. Por ejemplo, Piper carpunya (guaviduca), originaria de los Andes y la
Amazonia (Sinche Serra y Vargas Jentzsch, 2019) ha mostrado actividad inhibitoria frente a
E. coli, P. aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans y Bacillus subtilis. Este
efecto se lo puede relacionar a componentes quimicos como el carvacol y timol, que se
asocian a la lisis celular de este tipo de organismos.

En relacion con la capacidad antimicrobiana del aceite de Lavandula angustifolia
(lavanda) y el aceite de Rosmarinus officinalis (romero), ambos provenientes de plantas
mediterraneas (Lopez, 2008; Dobros, 2022), han demostrado ser eficaces contra cepas de
Sthaphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus cereus, Kytococcus spp. y Candida
albicans (Ksouri, 2017; Noori etal., 2019). Asimismo, las plantas de romero contienen
monoterpenos como 1,8-cineol, borneol, pineno, limoneno, canfeno, alcanfor y mirceno,
mientras que la lavanda contiene linalol, acetato de linalilo y componentes alifaticos no
terpenoides (Dan et al., 2012; Borges, 2019; Dobros, 2022). Por otro lado, el aceite de arbol
de té, que comparte propiedades antimicrobianas con el aceite de lavanda y romero, contiene
terpinen-4-ol como su componente mas importante, con actividad biocida contra varias
especies de microorganismos, incluidas algunas algas como Prototheca zoopfii y P.
wickerham (Scalvenzi, 2016; Corona, 2022).

En cuanto al aceite de albahaca, planta originaria del Sudeste Asiatico y Africa Central,
contiene varios compuestos antimicrobianos como el isoestragol, humuleno, eucaliptol, -
linalol, cis-B-ocimeno y alcanfor, ademas de compuestos fendlicos como el carnosol (Rivas,

2015; Calderon, 2021). En ese contexto, mantiene actividad antibacteriana significativa



contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella enterica serovar
Enteritidis (Rojas et al., 2012; Mestanza, 2014).

Igualmente, se ha identificado la actividad antimicrobiana en diferentes familias de
plantas. Por ejemplo, las familias Lauraceae y Asteraceae mantienen relacion taxonémica
con el aguacate (Persea americana) y la chilca (Baccharis latifolia), respectivamente.
(Galindo, 2013). Los productos metabdlicos de estas plantas se encuentran acumulados
principalmente en sus hojas. Estos compuestos incluyen flavonoides, fenoles y terpenos, los
cuales exhiben actividad antimicrobiana o antioxidante (Ortufio, 2019; Pérez et al., 2020).
En este sentido, se ha evidenciado que extractos de Baccharis latifolia y Persea americana
tienen la capacidad de inhibir el desarrollo de bacterias Gram positivas como Staphylococcus
aureus y Gram negativas, incluyendo a Escherichia coli y diversas especies de Pseudomonas
(Ortufio, 2019; Avila, 2023).

Con base en los antecedentes arriba mencionados, cabe resaltar que, previamente, no se
han realizado indagaciones relacionadas con el uso de extractos vegetales o aceites
esenciales como biocontroladores del desarrollo de Prototheca bovis. Sin embargo, existen
diferentes investigaciones en las que se ha comprobado la actividad inhibitoria de diferentes
aceites esenciales frente a distintas cepas de otras especies del género Prototheca. Por ende,
en esta investigacion se pretendié evaluar el efecto inhibitorio, in vitro, de extractos y aceites
esenciales de plantas frente a Prototheca bovis. Los resultados alcanzados constituyen una
herramienta util para el disefio de potenciales tratamientos, terapéuticos o preventivos de la
mastitis causada por esta especie de microalga.

Por lo tanto, esta propuesta de investigacion procurd dar respuesta a las siguientes
interrogantes: 1) ¢Los extractos vegetales y aceites esenciales de las plantas tienen un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de Prototheca bovis?, 2) ¢Cuél es la concentracién minima
inhibitoria (CMI) de los extractos vegetales y aceites esenciales contra P. bovis? 3) ¢Si la
combinacion de distintos extractos vegetales o aceites esenciales genera un efecto sinérgico

sobre la inhibicién de P. bovis?



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
Evaluar el potencial inhibitorio de extractos vegetales derivados de laurel, semilla de
aguacate, chilca y aceites esenciales de guaviduca, arbol de té, lavanda, albahaca, y romero

frente a Prototheca bovis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
a) Evaluar el efecto individual de los aceites esenciales y extractos vegetales sobre el

crecimiento de cepas de P. bovis.
b) Identificar los efectos del uso combinado de extractos vegetales y aceites esenciales

sobre el crecimiento de P. bovis.
c) Determinar la CMI de los extractos vegetales y aceites esenciales sobre el

crecimiento de P. bovis



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDIO
Este estudio es de tipo experimental, ya que se manipulan multiples variables como
el efecto individual o combinado de extractos vegetales y aceites esenciales sobre el
desarrollo de Prototheca bovis. Asimismo, se determind la concentracion minima
inhibitoria, de tales productos, respecto del desarrollo de esta especie de microalga. La
experimentacion se llevo a cabo bajo condiciones controladas, con el proposito de obtener

resultados reproducibles.

3.2CEPA DE MICROALGA, ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS

VEGETALES EVALUADOS

La cepa de Prototheca bovis, previamente aislada a partir de ubres de vacas
diagnosticadas con mastitis, que se incluyé en este estudio fue proporcionada por el
Laboratorio de Biotecnologia de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE), en
crioviales congelados a -20 °C. La cepa se reactivo en caldo BHI a 37 °C durante 48 horas.
A este cultivo se le adiciond glicerol con una concentracion final de 20% y alicuotas de 1
mL que se dispensaron en 5 microtubos cénicos. Para confirmar la viabilidad y pureza del
cultivo se realizaron subcultivos en agar PDA, con pH ajustado a 5,2 que se incubaron a
37°C, por 48 a 72 horas, esperando observar un solo morfotipo colonial.

Por otra parte, el Laboratorio de Alimentos y Bioquimica de la PUCE proporcion6
los extractos alcohdlicos (utilizando etilenglicol o etanol como vehiculo) o acuosos
obtenidos mediante percolacion de viruta de laurel (Laurus nobilis), chilca (Baccharis
latifolia) y semilla de aguacate (Persea americana). De igual manera, se suministraron
aceites esenciales de guaviduca (Piper Carpunya), arbol de té (Melaleuca alternifolia),
lavanda (Lavandula angustifolia), albahaca (Ocimum basilicum) y romero (Rosmarinus

officinalis), obtenidos por destilacion por arrastre de vapor.



33TAMIZAJE DE ACTIVIDAD |INHIBITORIA DE EXTRACTOS
VEGETALES Y ACEITES ESENCIALES SOBRE Prototheca bovis.

Con el propésito de sublimar los solventes, los extractos alcohdlicos fueron
liofilizados. Para esto, 30 mL de los extractos vegetales fueron colocados en tubos conicos
estériles y congelados a -80°C. Posteriormente, fueron ubicados en la camara de liofilizacion
por 48 horas. Finalmente, se reconstituyd en agua tipo Il purificada estéril alcanzando el
mismo volumen de extracto antes de la desecacion.

Los extractos vegetales de semilla de aguacate, chilca y laurel fueron, previamente,
esterilizados por filtracién en una membrana de 0,22 pum de didmetro de poro. Por otra parte,
colonias de Prototheca bovis con 24 horas de incubacion a 35 + 2 °C en PDA con un pH de
5,6 se suspendieron en caldo BHI y su concentracion se ajustd visualmente a escala
McFarland 2. Utilizando un hisopo, empapado en esta suspensién, se inocul6 la superficie
de cajas Petri conteniendo 20 mL de medio de cultivo (profundidad 4 + 1 mm). Luego,
alicuotas de 60 pL de los distintos extractos vegetales y aceites esenciales, se dispensaron
en pocillos perforados en el medio de cultivo. En el caso de los aceites se perford un pocillo
ubicado en uno de los cuadrantes de la caja, mientras que, en los extractos vegetales se
perforaron dos pocillos en posiciones equidistantes. Posteriormente, estas fueron incubadas
durante un periodo de 48 horas a temperatura constante de 35 + 2 °C (Brulé Guifiez, 2014).

Para determinar la susceptibilidad de la cepa de Prototheca bovis frente a los
extractos vegetales o aceites esenciales se realizaron mediciones de los halos de inhibicion
formados alrededor de cada uno de los pocillos de las placas. La actividad inhibitoria se
expresa como la media de los didametros de los halos (+ desviacion estandar) medidos en
milimetros/centimetros (Zajmi et al., 2015).

3.4 EVALUACION DE LOS EFECTOS DEL USO COMBINADO DE
EXTRACTOS VEGETALES Y ACEITES ESENCIALES FRENTE A

Prototheca bovis

Con los productos que en el apartado anterior presentaron actividad inhibitoria, se
realizaron combinaciones para explorar posibles efectos sinérgicos. Siguiendo la
metodologia detallada en el apartado 3.3 e incluyendo una variacién, que consistié en la

combinacion de dos productos, de los que se aplicé 30 pL de cada uno de los compuestos



10

seleccionados para la mezcla, dando una alicuota total de 60 L que se dispens6 en un pocillo
perforado ubicado en uno de los cuadrantes del medio de cultivo. La seleccion de los
distintos componentes se baso en el promedio de los diametros de los halos formados

alrededor de los pocillos.

3.5 DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(CMI) DE EXTRACTOS VEGETALES Y ACEITES ESENCIALES SOBRE
EL DESARROLLO DE Prototheca bovis.

Las preparaciones que en el apartado 3.3 y 3.4, exhibieron un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de P. bovis fueron seleccionadas para evaluar la CMI de cada formulacion. Para
esto, 200 mg de cada uno de los aceites fueron diluidos en 40 pL de dimetilsulfoxido
(DMSQO). A esta preparacion, se agregaron 2,5 mL de caldo TSB estéril para generar una
solucién madre con una concentracion de 80 mg/mL de cada producto. A partir de esta
preparacion, en placas de 96 pocillos, se realizaron diluciones seriadas dobladas, de 1:2 a
1:128 en 100 L de caldo TSB estéril con un pH de 5,2. Inmediatamente, en cada uno de los
pocillos, se inocularon 10 pL de una suspension celular de P. bovis con una concentracion
de 6 x 108 UFC/mL, determinada utilizando la escala McFarland 2, mediante la suspensién
de colonias en solucién salina hasta alcanzar la turbidez especificada.

Como control positivo, se utilizd gentamicina a una concentracion de 100 mcg/mL,
ademas se empled 100 L de caldo TSB esteril como control negativo. La viabilidad en cada
uno de los pocillos fue determinada por turbidez comparada con aquella del control positivo
(Bouari et al., 2010; Radaelli et al., 2016). Las microplacas inoculadas se incubaron a 35 *
2 °C durante 48 horas. La concentracion de la primera dilucion, en orden ascendente, en la
que no se observa desarrollo, se considerd como la concentracion minima inhibitoria (CMI)

del compuesto para P. bovis.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO
Todos y cada uno de los ensayos se ejecutaron por triplicado. Las medias de los
didmetros de los halos, formados por los diferentes aceites esenciales y sus combinaciones,
fueron comparadas mediante un analisis de varianza ANOVA unidireccional, para
determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas. A partir de esto, las
diferencias especificas, entre los tratamientos, se identificaron mediante la prueba post hoc

de Tukey. El nivel de significancia se establecio en 0,05 para las dos pruebas.
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4. RESULTADOS

41 TAMIZAJE DE ACTIVIDAD INHIBITORIA DE EXTRACTOS
VEGETALES Y ACEITES ESENCIALES SOBRE Prototheca bovis

Como resultado de los ensayos para evaluar el efecto inhibitorio de los extractos
vegetales y aceites esenciales respecto del desarrollo de Prototheca bovis, se observd que,
de los ocho compuestos evaluados, los extractos vegetales, en todas las formulaciones
probadas, no mostraron capacidad de inhibicidn (Figura 1y 2). En contraste, la exposicion
a aceites esenciales condujo a distintos niveles de inhibicion in vitro del cultivo (Figura 3).
Por ejemplo, los halos de menor tamafio (1,00 £ 0,10 cm) fueron los resultantes del
tratamiento con AL, en tanto que el aceite que tuvo mayor capacidad de inhibicién fue AG,
al generar halos con un didmetro correspondiente a 5,27 + 0,23 cm. Junto con este Gltimo, el

efecto inhibitorio de AT fue significativamente superior al de los demas aceites evaluados.

Figura 1. Fotografias de la capacidad inhibitoria de los extractos vegetales en formulacion acuosa de
pepa de aguacate y viruta de laurel frente a Prototheca bovis. A) Control positivo de crecimiento de P.
bovis B) Efecto del extracto vegetal acuoso de pepa de aguacate. Crecimiento de la microalga alrededor
del pocillo. C) Efecto del extracto vegetal acuoso de viruta de laurel. Crecimiento de la microalga dentro
del pocillo perforado.

=

o X ‘ : o

Figura 2. Fotografias de la capacidad inhibitoria de los extractos vegetales en formulacion alcohélica
de pepa de aguacate (etilenglicol) y viruta de laurel (etilenglicol) frente a P. bovis. A) Control positivo
de crecimiento de P. bovis; B) Efecto de extracto vegetal de etilenglicol de pepa de aguacate.
Crecimiento de la microalga dentro del pocillo perforado C) Efecto de extracto vegetal de etilenglicol
de viruta de laurel. Crecimiento de la microalga alrededor del pocillo perforado.



12

Figura 3. Fotografias de la capacidad inhibitoria de los aceites esenciales de guaviduca y lavanda frente
a P. bovis. A) Control positivo de crecimiento de P. bovis; B) Efecto del aceite esencial de guaviduca
sobre la microalga. En rojo se encuentra representada el area de inhibicion. C) Efecto del aceite esencial
de romero sobre la microalga alrededor del pocillo. En rojo se representa el area de inhibicién.

42 EVALUACION DE LOS EFECTOS DEL USO COMBINADO DE
EXTRACTOS VEGETALES Y ACEITES ESENCIALES FRENTE A Prototheca
bovis.

Debido a que los extractos vegetales no mostraron capacidad de inhibicién, no fueron
considerados para este apartado. Por otra parte, se selecciono a los tres aceites esenciales
(Figura 5) que mostraron el mayor promedio de didmetro del halo de inhibicion. Los
resultados se determinaron visualmente y mediante la medida de los halos formados
alrededor de los pocillos (Figura 4). En concordancia con esto, la capacidad de inhibicion de
las combinaciones oscilo entre 2,03 £ 0,06 cm para AT-AA 'y 4,00 + 0,10 cm para AG-AT.
En ninguno de los casos, las combinaciones de aceites condujeron a un incremento del efecto
inhibitorio comparado con aquél de los tratamientos en los que se utilizé Gnicamente un tipo
de aceite. De hecho, los halos de inhibicion mostraron una reduccion considerable en
comparacion con los valores individuales, existiendo una disminucion de la mitad del valor
por parte de AG — AA con 2,67 £0,29 cm y AT — AA con 2,03 = 0,06 cm. Sin embargo, la
mezcla AG — AT frente a AT mostr6 valores mas cercanos entre si con 4,00 + 0,10 cm y
4,93 £ 0,95 cm respectivamente. A pesar de que se seleccionaron aceites con significancia
estadistica para las combinaciones, los resultados combinados no fueron suficientemente
distintivos para diferenciarlos de los aceites que mostraron la media mas baja, es decir AL y
AR (Figura 5).



13

Figura 4. Fotografias de la capacidad inhibitoria de las combinaciones de los aceites esenciales frente a
P. bovis. A) Control positivo de crecimiento de P. bovis; B) Efecto de la combinacion de AG - AA
sobre la microalga. En rojo, area de inhibicién. C) Efecto de la combinacion de AG — AT sobre la. En
rojo, area de inhibicion.
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Figura 5. Medicidn de la capacidad inhibitoria de los aceites esenciales y combinaciones frente a P.
bovis. Las columnas representan la media aritmética del didmetro de halo en cm de las tres réplicas por
cada aceite evaluado, las barras de error hacen referencia a la desviacion estandar que existe entre las
réplicas.

* El valor de inhibicion es significativamente superior (p<0,05) al de todos los aceites y combinaciones evaluadas, con
excepcion de AT.

= El valor de inhibicion es significativamente superior (p<0,05) al de todos los aceites, con excepcion de AG.

¢ Presenta valores significativamente altos inicamente en comparacion con ALy AR,

v El valor de inhibicion es significativamente inferior (p<0,05) a todos los aceites evaluados, menos a AR.

oo: En la mezcla de AG — AT frente a AG demostrd una diferencia significativa entre ellos, en cambio, al comparar la
misma mezcla con AT no se encuentra una diferencia estadisticamente significativa.
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4.3 DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)
DE EXTRACTOS VEGETALES Y ACEITES ESENCIALES SOBRE EL
DESARROLLO DE Prototheca bhovis.

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) se consider6
Unicamente a los aceites esenciales debido al efecto de inhibicion observado. Se encontro
que AT demostrd la mayor actividad antimicrobiana contra los aislados de P. bovis con una
CMI equivalente a 40 mg/mL. Por otro lado, AG y AA requirieron de una concentracion
minima de 80 mg/mL para inhibir el desarrollo de esta especie de microalga. En contraste,
AL y AR exhibieron una actividad microbiana mas baja, pero con una CMI indefinida, ya
que P. bovis pudo desarrollarse en presencia de todas las concentraciones evaluadas de estos
aceites.

Tabla 1. Evaluacidn de la concentracion minima inhibitoria (CMI) (mg/mL) de aceites
esenciales

Aceite esencial Concentracion
Guaviduca 80 mg/mL
Arbol de té 40 mg/mL

Albahaca 80 mg/mL
Lavanda NC
Romero NC

Nota: Concentracidon minima inhibitoria de los aceites esenciales basada en el desarrollo de P. bovis
en TSB + DMSO en placas de 96 pocillos; NC: no se pudo determinar la CMI, por el desarrollo de P.

bovis en las concentraciones establecidas.
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5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Conforme los resultados obtenidos en el presente estudio, en funcion de la medicion
de la capacidad de inhibicidn tanto de los extractos vegetales como de los aceites esenciales
respecto del crecimiento de Prototheca bovis, se determind el potencial biocontrol de los
compuestos evaluados. Durante las pruebas in vitro contra P. bovis, se observé que los
extractos vegetales, en todas las formulaciones evaluadas, no mostraron capacidad de
inhibicidn, algo inesperado, dado que estos extractos son conocidos por las propiedades
antimicrobianas que proporcionan los compuestos bioactivos que contienen, como
flavonoides, taninos, o alcaloides, teniendo la capacidad de actuar contra el desarrollo de una
amplia gama de microorganismos (Scalvenzi et al., 2016; Borges et al., 2022).

Sin embargo, la eficiencia de los extractos vegetales puede variar dependiendo de
diversos factores, desde la especie de microorganismo utilizado para el enfrentamiento, la
resistencia intrinseca hasta la concentracion y composicion del extracto vegetal (Cowan,
1999; Cushnie, 2005; Rios, 2005).

En el caso especifico de Prototheca bovis, la resistencia a los extractos vegetales
puede ser explicado por distintas caracteristicas de la microalga. Entre estas se destaca una
pared celular gruesa, compuesta por glucanos y proteinas, permitiéndole proteger a la célula
de los compuestos toxicos (Rivas, 1987). Otro aspecto para tomar en cuenta es la resistencia
intrinseca (esporangios) y extrinseca (formacion de biopeliculas) que evita que los
compuestos activos de los extractos vegetales actien como lo harian frente a otros
organismos causantes de mastitis bovina (Janosil et al., 2001; Gongalves et al., 2015).

Adicionalmente, en el estudio realizado por Guafia Tarco y Guevara (2022), se
destaca que la eficacia antimicrobiana de los extractos vegetales varia significativamente
segun la formulacion y método de obtencion, dado que dicha eficacia esta directamente
influenciada por la concentracién del extracto. Ademas, las complejas mezclas de los
compuestos pueden no favorecer la sinergia e interferir con la actividad de los compuestos
individuales frente a diferentes microorganismos (Gutiérrez, 2008). Junto con estos factores,
la diferencia en la obtencién y solubilidad de los extractos vegetales y los aceites esenciales
juega un papel crucial en el efecto de estos compuestos sobre el desarrollo de Prototheca
bovis. Es decir, los extractos vegetales obtenidos por percolacion podrian no concentrar
adecuadamente los compuestos volatiles y lipofilicos, mientras que, los aceites esenciales
obtenidos por destilacién son mas eficaces para concentrar estos compuestos, los cuales

suelen ser los responsables de la actividad antimicrobiana, debido a su mayor solubilidad en
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lipidos, facilitando asi su penetracion en la membrana celular (Jara y Gomez, 2018; Cedefio,
2019).

Asimismo, Cuc (2021) document6é que algunos extractos vegetales pueden actuar
como inhibidores o estimuladores de crecimiento sobre el desarrollo de algunas especies de
Prototheca. Este hallazgo también ha sugerido que la respuesta de los productos no esta
determinada por la especie especifica de microalga, lo cual es crucial para la realizacion de
estudios relacionados con este tema, dada la limitada informacion disponible al respecto.

Esta investigacion revelo, principalmente, un efecto antimicrobiano de los aceites
esenciales en el crecimiento de la microalga, cuya capacidad de inhibicion vario
significativamente entre los diferentes aceites y sus combinaciones. Los aceites esenciales
que exhibieron la mayor capacidad de inhibicién fueron guaviduca, arbol de té y albahaca.
En este sentido, previamente se ha descrito la relacion de la caracterizacion quimica de los
aceites con la su actividad antimicrobiana (Beltran, 2013; Espinoza y Pincay, 2022;
Jaramillo, 2020). Estos aceites contienen varios compuestos antimicrobianos importantes,
entre ellos, monoterpenos oxigenados e hidrocarbonados, terpinen-4-ol, linanlol y eugenol,
que poseen diversos mecanismos antimicrobianos (Rojas, 2012; Salamanca y Galiano,
2016).

En el presente estudio, AG demostré el mayor grado de inhibicion (5,27 + 0,23 cm),
como se evidencia en la comparacion de las figuras previamente presentadas. Segun los
investigadores que obtuvieron el AG, el analisis mediante cromatografia de gases acoplada
a la espectrometria de masas proporciond informacion detallada sobre la composicion
quimica y la abundancia relativa de los componentes principales del aceite. La
caracterizacion quimica reveld un alto contenido de monoterpenos oxigenados (54.97%) y
monoterpenos hidrocarbonados (26,71%). De manera especifica, la piperitona se identificd
como el componente mayoritario (40,35%) seguido por el metil eugenol (8.98%), silvestreno
(6,76%), limoneno (6.30%), eucaliptol (6.29%), a-terpinil acetato (3.37%) y espatulenol
(2.37%) (Informacion no publicada). Estos hallazgos son consistentes con los reportados por
Rondon (2016).

Investigaciones previas han demostrado que los monoterpenos tienen una notable
actividad antimicrobiana al comprometer significativamente la integridad y funcion de la
membrana celular (Lambert et al. 2001). Estos compuestos inducen efectos que incluyen
cambios en el potencial de la membrana, liberacion de componentes intracelulares y la

inhibicidn de la respiracion celular (Cox et al. 2000; Inoue et al. 2004; Lambert et al. 2001;
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Xu et al. 2008; Greay, 2015). Asimismo, Mahboubi (2008) ha propuesto que piperitona
puede generar una mayor permeabilidad a la membrana celular de los microorganismos.

Respecto del AT, en la investigacion de Ossa-Tabares (2020) se menciona que sus
principales componentes fueron el terpinen-4-ol (40 %), y-terpineno (22,6%), seguido del a-
terpineno (10,5 %). El terpinen-4-ol ejerce su actividad antimicrobiana mediante la
inhibicidn de ciertas enzimas clave en el metabolismo y replicacion de los microorganismos,
asimismo, interfiere con los sistemas de transporte de nutrientes y metabolitos, lo que afecta
la capacidad de obtener nutrientes esenciales y eliminar desechos (L6pez 2017). Ademas, se
ha observado que este compuesto provoca fugas de iones de potasio y tiene la capacidad para
desintegrar biopeliculas ( Cox et al. 2000; Cordeiro 2020). En concordancia con nuestra
investigacion, otros estudios han demostrado el potencial biocontrol de arbol de té en
diferentes especies de Prototheca (P. zopfii y P. wickerhamii) logrando inhibiciones
promedio de 3 cmy 3,2 cm respectivamente.

De manera similar, en el AA, los componentes mayoritarios son los monoterpenos
oxigenados: linalol (37,39 %); eugenol (21,61%) y el 1,8-cineol, (5,26 %) (Rojas, 2012). El
linalol causa dafio estructural, provocando la fuga de macromoléculas intracelulares.
Ademas, parece afectar la actividad de ciertas enzimas intracelulares, y ademas inhibe la
ATPasa y deshidrogenasa de la cadena respiratoria (Guo, 2021). En la investigacion de
Ulanowska (2021) se ha mencionado que las propiedades antimicrobianas del eugenol se
atribuyen al grupo OH libre en su estructura. También, se indica que se ha probado la
eficiencia del eugenol en la eliminacion de biopeliculas bacterianas (Ulanowska, 2021).

Al considerar los compuestos principales de los aceites mencionados, tanto AG como
AA comparten monoterpenos oxigenados como componentes principales, a diferencia del
AT donde predomina un alcohol terpénico (Ossa-Tabares, 2020; Espinoza, H., y Pincay,
2021). Aunque todos los compuestos exhiben actividad antimicrobiana, el terpinen-4-ol y el
eugenol se destacan por su amplio espectro de actividad y su eficacia bien documentada en
estudios cientificos (Carson, 2006; Nardoni, 2018; Ulanowska, 2021).

Ampliando el analisis, en virtud de los resultados obtenidos en el presente estudio,
se aborda el trabajo de Grzesiak (2016), en el cual se reportd que los compuestos quimicos
mas representativos en el AL son el linalol (34,1%) y acetato de linalilo (33,3%) Asimismo,
en AR se identificaron 1,8 cineol (46,4 %), alcanfor (11,4 %) y apineno (11,0 %) (Grzesiak,
2016). Entre esos compuestos, el 1,8 cineol, también conocido como eucaliptol, ejerce su
actividad antimicrobiana mediante la interferencia de procesos metabdlicos clave como la

biosintesis de lipidos y proteinas, lo que afecta la capacidad del microorganismo para crecer
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y reproducirse (Moo, 2021). Segun los resultados mencionados anteriormente, tanto el AL
como AR mostraron un menor grado de inhibicion, con valores de 1,00 £ 0,10 cmy 1,67
0,15 cm respectivamente. Estos hallazgos concuerdan con otros estudios, en donde se ha
demostrado una actividad antibacteriana significativamente mas baja en AL y AR (Lapinska,
2020).

La diferencia en el efecto inhibitorio de los AE podria radicar principalmente en que
en aceites esenciales como AG, AT y AA, se ha encontrado una correlacion directa y positiva
entre la actividad antimicrobiana y el alto contenido de ciertos componentes quimicos
especificos conocidos por sus fuertes propiedades antimicrobianas individuales, mientras
que en el caso de AL y AR, es probable que su capacidad antimicrobiana se deba a la
interaccion sinérgica entre varios componentes presentes en el aceite (Sokovi¢, 2010;
Lapinska, 2020).

No obstante, es crucial destacar que las concentraciones especificas de cada
compuesto son determinantes sobre su efecto. Generalmente, se ha observado que, a mayor
concentracion de una molécula en el aceite, existe mayor capacidad para inhibir el
crecimiento microbiano. Ademaés, cada compuesto también tiene un umbral minimo
necesario para mostrar actividad antimicrobiana efectiva (Carson, 2006). Por lo tanto, la
concentracion de piperitona (40,35%), terpinen-4-ol (40%), linalol (37,39 %) y eugenol
(21,61%,) en los respectivos aceites (guaviduca, arbol de té, albahaca) reflejan sus resultados
comparativos.

Los hallazgos del presente estudio (4,93 £ 0,95 c¢cm) mostraron una inhibicion
ligeramente superior a la reportada por Cuc et al. (2021). La discrepancia en los resultados
de inhibicion entre estudios podria atribuirse a las condiciones del ensayo, incluyendo el
volumen menor de aceite utilizado (50 pL) y el diferente medio de cultivo empleado (Agar
glucosa). El volumen de aceite aplicado determina la cantidad de compuestos activos
presentes en el medio de cultivo, tedéricamente, a mayor volumen mas compuestos se
encuentran disponibles para difundirse en el medio y ejercer su accién inhibitoria (Carson,
2006).

Los compuestos combinados pueden exhibir un efecto sinérgico, mostrando en
algunos casos una actividad mayor que cuando se encuentran individualmente (Gouvea et
al., 2017). Sin embargo, en los ensayos realizados no se observo sinergismo, sino
antagonismo, donde el efecto combinado fue menor que cuando los compuestos se aplicaron
por separado (Koroch, 2007). Este fenémeno puede atribuirse a los efectos antagdnicos entre

monoterpenos oxigenados (linalol, terpinen-4-ol, eugenol) y no oxigenados (piperitona)
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(Martillo, 1999). De manera general, la reduccion de la efectividad global de la mezcla
también se relaciona a la interferencia entre componentes, donde ambos pueden competir
por los receptores y mecanismos de accion, como la alteracion de la membrana celular (Burt,
2004). Ademas, al mezclar extractos, existe el riesgo de que la concentracion efectiva de
cada componente disminuya, diluyéndose entre si y, por tanto, no conseguir la misma
concentracion individual necesaria para maximizar la efectividad (Brulé, 2014).

En cuanto a la combinacion de AG y AT, ambos muestran una capacidad
significativa de inhibicion de forma individual y estadisticamente no difieren entre si
(p<0,05). Sin embargo, las combinaciones no mostraron resultados suficientemente
distintivos en comparacion con los aceites que exhibieron el promedio mas bajo en el
estudio. Bassolé (2012) también destacd la importancia de las interacciones entre
componentes y aceites esenciales en la actividad antimicrobiana contra varios
microorganismos. Por lo tanto, los resultados sugieren que AG podria limitar o neutralizar
los efectos de AT en la actividad antimicrobiana combinada, debido a interacciones quimicas
y modo de accion.

Al determinar la minima concentracion requerida para inhibir el desarrollo de P.
bovis, tanto AG como AA mostraron los mismos valores de CMI correspondientes a 80
mg/mL. Sin embargo, los resultados obtenidos en el estudio de Grzesiak (2016), utilizando
Prototheca zopfii, revelaron diferencias significativas. EI AA evaluado por ese autor,
presento valores de CMI entre 4,5 y 5,5 pl/ml, indicando una sensibilidad moderada de P.
zopfii. En esa misma investigacion, AL mostro actividad inhibitoria en concentraciones de
6,0 a 8,5 ul/mL, mientras que AR exhibi6 la actividad antimicrobiana mas baja, con valores
entre 8,5y 10,5 pl/ml (Grzesiak, 2016), a comparacion de la presente investigacion en donde
P. bovis llegd a desarrollarse en presencia de todas las concentraciones evaluadas de estos
aceites. Estas variaciones resaltan las diferencias en la respuesta microbiana segin la especie
de Prototheca evaluada. El aceite de arbol de té, en cambio mostr6 un valor de CMI
equivalente a 40 mg/mL, destacAndose por su alta actividad antimicrobiana. En contraste,
Tortorano et al.(2008), reportaron valores de CMI de 0,06 mg/mL de este AE sobre P.
wickerhamii y 0.06 mg/mL sobre P. zopfii. Las variaciones en los valores de CMI entre
estudios pueden deberse a varios factores, incluyendo la diversidad de especies y cepas de
Prototheca evaluadas, asi como la composicion variable de los aceites esenciales. Por
ejemplo, componentes quimicos especificos como monoterpenos, fenoles y alcoholes
pueden contribuir significativamente a la actividad antimicrobiana observada. Ademas, la

resistencia microbiana puede ser influenciada por caracteristicas genéticas que hacen ciertas
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especies 0 cepas mas 0 menos sensibles a los compuestos naturales (Sanchez et al., 2011;
Zuiiiga, 2023).

Aungue durante el tamizaje no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el tamafio de los halos entre los aceites de AG y AT, al determinar la CMI
se encontrd que el aceite de arbol de té requirié concentraciones mas bajas para inhibir el
desarrollo de Prototheca bovis. A pesar de que AG pueda generar halos mas extensos Esto
no garantiza una concentracion suficiente de compuesto activo para alcanzar una CMI baja.
Por otra parte, AT contiene compuestos activos mas potentes, como el terpinen-4-ol, que
permite alcanzar una CMI baja (Rojas, 2014; Salamanca, 2016). Estudios previos han
demostrado que concentraciones alrededor del 30%-40% ofrecen la maxima eficacia contra
una amplia gama de microorganismos (Ossa, 2020).

Por otra parte, en los ensayos de tamizaje, el AA mostré una actividad significativamente
inferior a la de AG, pero ambos requirieron de la misma concentracion en la prueba de CMI.
El tamizaje evalta la capacidad de difusion de un agente antimicrobiano en un medio de
cultivo para crear zonas de inhibicion, lo cual puede estar influenciado por la eficacia de
difusion del aceite en el agar (Herrera, 1999). La igualdad en los valores de CMI puede
indicar que, a pesar de su baja cantidad, el eugenol presente en AA muestra una notable
actividad antimicrobiana y antioxidante (Juliani, 2009).

Finalmente, dentro del enfoque de las potenciales formulaciones, mediante las que se
aplicarian estos AE, no solo la eficacia de los productos, en términos de CMI, debe ser
considerada sino también los posibles efectos adversos que estos productos podrian tener en
los pacientes. Por ejemplo, el aceite esencial de arbol de té, puro y natural, segin la Union
Europea contiene elementos irritantes en dosis elevadas, por lo que es necesario
concentraciones bajas para su manipulacion. La norma ISO 4730 establece los criterios
fisicos y quimicos que debe cumplir un aceite esencial del arbol de té que tenga el quimiotipo

idoneo.



21

6. CONCLUSIONES

La protothecosis, junto con la resistencia del agente causal a distintos
antimicrobianos, constituyen un problema sanitario emergente, por lo tanto, se requieren
alternativas terapéuticas. En busca de estas, se exploré el potencial de compuestos naturales
como biocontroladores. El presente estudio, evalué la capacidad de inhibicion de ocho
compuestos frente al desarrollo de Prototheca bovis.

Los ensayos de tamizaje revelaron que los extractos vegetales, en todas las
formulaciones probadas, no exhibieron actividad inhibitoria. En contraste, los aceites
esenciales demostraron ser mas prometedores. Especificamente, los aceites de arbol de té,
guaviduca o albahaca mostraron las mayores capacidades inhibitorias. A pesar de explorarse
combinaciones entre estos aceites, no se observd sinergismo en ningun ensayo.

En términos de la concentracién minima inhibitoria (CMI), se determind que el aceite
de arbol de té exhibi6é la mayor actividad antimicrobiana contra los aislados de P. bovis,
seguido por guaviduca y albahaca, que requirieron CMIs més altas. En contraste, el aceite
de romero y lavanda no mostraron los efectos esperados, sugiriendo la necesidad de explorar
otros aceites con diferentes perfiles quimicos y considerar también otras especies de
Prototheca para futuras investigaciones.

Este estudio destaca la importancia de explorar compuestos naturales como
potenciales agentes antimicrobianos contra Prototheca bovis, resaltando la variabilidad en
la efectividad entre distintos tipos de extractos y aceites esenciales, subrayando la necesidad
continua de investigaciones para desarrollar tratamientos efectivos frente a esta patologia

emergente en la ganaderia.
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