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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus (S. aureus) representa un
problema creciente en medicina veterinaria y salud publica, debido a la disminucion
de la eficacia de los tratamientos convencionales. Ante esta situacion, existe interés
en evaluar compuestos naturales con potencial antimicrobiano, como los
carotenoides. Los carotenoides son microcomponentes, que actian como
protectores indirectos del ADN, ademas de funcionar como potentes antioxidantes.
Son sintetizados por las plantas, se encuentran en frutas y verduras, los que les dan
el color rojo, naranja y/o amarillo. Las cepas bacterianas fueron recuperadas en
agua peptonada y posteriormente cultivadas en agar gelosa sangre. La
identificacion bacteriana se realizé revisando la morfologia colonial, tanto macro
como microscopica; produccion de hemolisis, pruebas bioquimicas, fermentacién
de manitol, catalasa, coagulasa y Voges-Proskauer. Para la evaluaciéon
antimicrobiana se utilizé agar Mueller-Hinton, aplicando el método de difusion en
disco de Kirby-Bauer, empleando suspensiones bacterianas ajustadas al estandar
0.5 de McFarland. Se prepararon diluciones seriadas de carotenoides hidrosolubles
y liposolubles desde solucion madre hasta la dilucion 1/256, en discos de papel filtro,

midiendo el halo de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas de incubacion.

Para este estudio se utilizaron carotenoides hidrosolubles y liposolubles, buscando
la concentracion minima inhibitoria frente a S. aureus; en los carotenoides
hidrosolubles no hubo presencia de halo de inhibicion; en contraste, los
carotenoides liposolubles que mostraron una actividad inhibitoria limitada,
registrandose halos de inhibicion pequefios (0.1 a 3 mm), siendo la dilucion 1/128
la que presento la mayor inhibicion. Estos hallazgos sugieren que los carotenoides
liposolubles poseen un efecto antimicrobiano moderado contra S. aureus, mientras
gue los hidrosolubles no mostraron eficacia bajo las condiciones experimentales

evaluadas.

Palabras clave: Carotenoides, Staphylococcus aureus, Antibiograma

vii



1. INTRODUCCION
La presencia de Staphylococcus es una de las principales preocupaciones de la
medicina veterinaria a nivel mundial, debido a que frecuentemente se reportan
cepas resistentes a los antimicrobianos. El Staphylococcus fue identificado por el
cirujano escocés Sir. Alexander Ogston en 1880 a partir de un absceso con pus. Se
sabe que las bacterias del género Staphylococcus son saprofitas que se pueden
encontrar en la piel y las membranas de las mucosas de animales y humanos.
También las podemos encontrar en el ambiente, en latierra, en el polvo, en el agua
y en el aire. Los Staphylococcus se clasifican de acuerdo al tipo de coagulacion que
inducen, la coagulasa negativa y la coagulasa positiva; los negativa son los que no
tienen la enzima coagulasa, por ejemplo S. Epidermidis, S. haemolyticus, S. Capitis,
S. hominis, S. felis, S. carnosus, S. krahrii y S. lentus. Los que son coagulasa
positiva, se caracterizan por tener la enzima coagulasa, por ejemplo, el S.Aureus,
el S. intermedius, el peseudintermedius y el S.hyicus. El S. aureus se considera una
de las especies mas peligrosas, porque se puede adherir a superficies, crecer,

formar colonias, invadir y dafar tejidos (Aaron 2024).

Durante mucho tiempo, se ha combatido la presencia de Staphylococcus mediante
el uso de antibidticos desde primera, hasta cuarta o quinta generacion, pero esto ha
generado también reacciones de autodefensa que les ha permitido generar
resistencia a estas cepas bacterianas y, por lo tanto, se presentan respuestas no
satisfactorias en los tratamientos. Se han utilizado muchos compuestos
homeodpatas y alopatas para su control, en algunas investigaciones se ha
demostrado que el uso de compuestos como los carotenoides, han producido

inhibicion en la propagacion de la bacteria cuando se utiliza dosis adecuadas.



OBJETIVO
Evaluar el efecto antimicrobiano de los carotenoides (caroteno y licopeno) sobre S.
aureus, buscando la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) méas efectiva para

inhibir el crecimiento de este microorganismo.

HIPOTESIS
El uso de carotenoides en cultivos bacterianos de S. aureus, inhibe el crecimiento

de las colonias cuando se utiliza en concentraciones mayores al 1/256 mg/ml.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Carotenoides

Los carotenoides pertenecen a la familia de compuestos pigmentados que pueden
ser sintetizados por plantas y también pueden ser sintetizados por microorganismos.
Estos se encuentran como microcomponentes en frutas y verduras, son los que dan
los colores amarillos, naranja y rojos, éstos también pueden aportar vitamina A (Rao
y Rao, 2007). Hasta ahora se han encontrado mas de 600 componentes, siendo el
B-caroteno el mas comun (Stahl y Sies, 2003). Cuenta con propiedades alifaticas y

se puede separar de sandias, tomates y papayas (Kamboj, et al., 2021).

Los carotenoides tienen una estructura poliisoprenoide, aparte tienen una larga
cadena conjugada de enlaces dobles y con una simetria alrededor del enlace doble
central, con caracteristicas quimicas parecidas (Rao y Rao, 2007), el enlace doble
conjugado pude absorber la luz en un rango de 400 y 550 nm (Crupi et al., 2023).
También los carotenoides se pueden llegar a sintetizar mediante la uniéon de dos

moléculas de Czogeranil-geranyldifosfato (Milani, et al., 20017).

2.2. Propiedades solubles de los carotenoides
El grado que tienen de solubilidad va a depender del tipo de sustituyente que esta
presente en la molécula, la gran mayoria de ellos son insolubles en agua y
solevantes organicos como la acetona, cloroformo, hexano y muchos mas. Unos de
los que son diferentes y tienen una excepcién son las xantofilas, como tienen grupos
funcionales que son altamente polares se solubiliza en solventes como el etanol o
el metanol, también los carotenoides son muy sensibles a diversas modificaciones
estructurales como raciones de isomerizacion, hidrogenacién, ciclacién en ambos
extremos o uno también en adicion de sustituyentes por lo general en presencia de

luz, calor, metales, acidos y el oxigeno (Escandon Mantilla, 2024).

2.3. Clasificacion de los carotenoides
La estructura Unica de los carotenoides es la base que determina sus posibles
funciones bioldgicas y acciones. La gran mayoria de los carotenoides se pueden
derivarse de una estructura basal de 40 carbonos, segin su composicién se divide

en dos clases: los carotenos que contienen solo atomo de carbono e hidrogeno y



estan también los oxocarotenoides que llevan un a&tomo de oxigeno (Stahl y Sies,
2003).

Los carotenoides que contienen carbono e hidrogeno son (por ejemplo, a-caroteno,
B-caroteno y licopeno) y los que contienen un atomo de oxigeno (luteina,
zeaxantina), se pueden dividen en provitamina A (por ejemplo, B caroteno, a-
caroteno y 3-criptoxantina) y la no provitamina A. Por lo general, los carotenoides
son moléculas hidrofébicas por lo cual tienen baja solubilidad en agua (Milani, et al.,
20017).

e e Bl asea e aa saans

a-Caroteno

Luteina
Zeaxantina

o /WY\Q;,;:O‘ S B S e e B e €
{-Caroteno
CH, chl“'c CH,
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Fucoxantina OCH,
HO” ij: Criptoxantina
p-Caroteno

Figura 1. composicién quimica estructural de los carotenoides tomado
de (Avila- Morocho y Cando- Barreto, 2024)

Segun Escand6n Mantilla, (2024) la estructura quimica de los carotenoides se

clasifica en dos grupos que se mencionan a continuacion:

e Carotenos: (B-caroteno, a-caroteno, y-caroteno, licopeno, fitoeno
y fitoflueno). Son hidrocarburos formados Unicamente por atomos
de carbono e hidrogeno, existen alrededor de 50 tipos de
carotenos que estan presentes en la naturaleza.

e Xantofilas: contienen varias funciones oxigenadas que estan
enlazadas a anillos de seis carbonos, el grupo epoxi se va

encontrar en violaxantina, neoxantina y fucoxantina, el grupo



hidroxilo en la luteina, B-criptoxantina y zeaxantina y el grupo

funcional cetona en la astaxantina y cantaxantina.

2.4. Efecto de los carotenoides sobre el ADN
Se han realizado estudios sobre los efectos de los carotenoides en distintos niveles
biolégicos, incluyendo cultivos celulares, animales de experimentacion y seres
humanos. Los resultados indican de manera consistente que los carotenoides no
provitamina A pueden ejercer un efecto protector contra el dafio del ADN, ya sea de
origen endogeno o inducido por agentes exdgenos. En contraste, los carotenoides
con actividad provitamina A presentan efectos variables, pudiendo actuar tanto
como protectores del ADN como potenciadores del dafio genético. Generalmente,
estos efectos adversos se han observado cuando los carotenoides se encuentran

en concentraciones elevadas (Kotodziejczyk y Karwowski, 2025).

Muchas de las causas de las enfermedades cronicas es el estrés oxidativo, que por
lo general son causados por radicales libres que son reactivos (Crupi, et al., 2023).
Pero hay varios estudios en cultivos de células y en animales en los que se estan

analizando los efectos del licopeno en el ADN dafado (Azquetay collins, 2012).

Los factores que favorecen el dafio del ADN puede ser la presencia de peréxido de
hidrogeno, aniones superiores y peroxidos lipidicos, que no afectan a el ADN en
condiciones naturales, pero cuando se convierten en radicales hidroxilos ya sea en
las raciones de fenton o haber-weiss, las moléculas que se producen pueden llegar

a causar dafio al ADN nuclear y mitocondrial (Crupi et al., 2023).

Se ha demostrado que los alimentos ricos de carotenoides y suplementos de
carotenoides puede cambiar el dafio en el ADN (Kotodziejczyk y Karwowski, 2025),
y pueden llegar a prevenir la oxidacion lipidica a través de sus fases iniciales, ya

gue es una desintoxicado de oxigeno (Crupi et al., 2023).

Se cree que los carotenoides actuan como unos antioxidantes que van a disminuir
el dafio oxidativo a las biomoléculas, por lo tanto, van a proteger contra las

enfermedades coronarias y el cancer (Collins, et al., 1998). Pero los experimentos



gue se han realizado con B-carotenos han mostrado aumento en las rupturas de

cadenas, fragmentos de ADN y purinas oxidasas (Azquetay collins, 2012).

2.5. Mecanismo de acciéon de los carotenoides
Aparte de ser pigmentos importantes en los vegetales, los carotenoides tienen una
funcion muy importante que es fisiologica, como la fotosintesis y la proteccion contra
dafio foto oxidativo, los carotenoides les permites tomar la energia luminica que
después pasa a la clorofila dentro del sistema proteico de la célula, transformando
de esta manera los niveles de energia solar en energia quimica, ademas, de
proteger los tejidos fotosintéticos por la disipacion del exceso de energia y actuando

como antioxidante (Avila y Cando, 2024).

2.6. Resistencia antimicrobiana

2.6.1. Definicion de RAM
La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se considera un mecanismo adaptativo
gue los microorganismos emplean para contrarrestar la exposicion excesiva a los
antimicrobianos, derivada del uso excesivo e indebido de antibidticos los cuales van
perdiendo su eficacia para frenar o detener su crecimiento, por esta razén se
dificulta el tratamiento de las infecciones en los animales (Espinosa -Castafio et al.,
2019; Prestinaci et al.,2015). Esta administracion indiscriminada de antibiéticos ha
contribuido significativamente a la seleccion y proliferacion de bacterias resistentes

a los mismos (Lloyd y Page,2018).

2.6.2. Mecanismos de resistencia bacteriana

Se sabe que la evolucion y propagacion de la resistencia bacteriana a los
antibioticos estan estrechamente relacionadas con las actividades humanas,
principalmente con el uso excesivo e inadecuado de antibiéticos (Xie et al.,2025).

Existen los siguientes mecanismos de accion:

2.6.2.1. Resistenciaintrinseca

Se considera como una caracteristica innata de las bacterias, que naturalmente
resisten a ciertos antibioticos, resistencia no adquirida, esta regulada por el genoma
bacteriano, ubicandose en el cromosoma bacteriano y siendo relativamente

estables, haciéndolas insensibles a los farmacos (Foster,2017).



2.6.2.2. Resistencia adquirida

Este tipo de resistencia, se considera como adquirida, debido a que las bacterias
gue originalmente eran sensibles a un antibiético en particular, se vuelven tolerantes
a él, después de la exposicion al mismo; esto se logra mediante mutaciones
genéticas o por la adquisicion de genes de resistencia exdgenos, llevan a la
alteracion de las vias metabdlicas de las bacterias y esto les permite resistir o tolerar
la presencia del farmaco que difiere del genoma original de la bacteria (Caneschi et
al.,2023).

Dentro de esta resistencia Galgano et al.,, (2025); Peterson y Kaur, (2018),
mencionan que en la resistencia adquirida pueden ocurrir, de igual manera, por los

siguientes mecanismos endogenos de la bacteria:

a. Por medio de la modificaciéon del sitio diana farmacologico y mediante
mutacién o modificacion genética.

b. Cuando ocurre una disminucion de la concentracion del farmaco causada por
cambios en la permeabilidad de la membrana celular.

c. Por inactivacion del farmaco debido a hidrolasa sintética o enzima
modificada.

d. Puede haber una reduccion de la acumulacién de farmacos causada por la
activacion de la bomba de e-flujo en las bacterias.

e. Produccion de proteinas protectoras diana con efectos farmacoldgicos
inhibidores.

f. Genes de resistencia obtenidos por transferencia genética.

2.6.2.3. Resistencia adaptativa

Laresistencia adaptativa se considera como un fenémeno dinamico irreversible de
resistencia a los antibiéticos en bacterias en respuesta a sefiales ambientales
especificas, lo que les permite resistir temporalmente los efectos bactericidas de
uno o mas antibioticos lo que desencadena esta resistencia es el estrés externo, el
estado de crecimiento bacteriano, el pH ambiental, la concentracion de iones, las
condiciones nutricionales y la exposicion a bajas concentraciones de antibioticos

(Fernandez y Hancock,2012), los cuales ocurren por los siguientes sucesos;



cambios en las vias metabdlicas, deficiencias nutricionales, cambios en la

morfologia celular y formacion de biopeliculas (Fernandez et al., 2011)

2.6.2.4. Resistencia cruzada

En la revision de Fernandes et al., (2024) nos menciona que los fenomenos de
resistencia cruzada en microorganismos clinicamente relevantes como S. aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii y
Streptococcus spp. Estos hallazgos sugieren que el uso inadecuado de
desinfectantes puede contribuir indirectamente a la disminucién de la eficacia de los

antibiéticos utilizados en el tratamiento de infecciones.

Ademas, los autores sefialaron que la exposicion a biocidas puede favorecer la
formacién de biopeliculas, modificar la morfologia de las colonias microbianas y
estimular sistemas de expulsion de compuestos toéxicos, factores que incrementan
la tolerancia frente a los antimicrobianos. Por ello, recomiendan el uso racional de
los desinfectantes y el cumplimiento estricto de las concentraciones y tiempos de
contacto establecidos por los fabricantes para minimizar la aparicion de cepas

resistentes (Fernandes et al.,2024).

Segun Liu, Prentice y Webber (2024) dice que las biopeliculas son comunidades
estructuradas de microorganismos adheridas a superficies y embebidas en una
matriz extracelular producida por ellas mismas. Estas estructuras representan una
de las principales causas de infecciones crénicas y recurrentes debido a su elevada
tolerancia a los antimicrobianos. Se dice que la mayoria de las bacterias en la
naturaleza sobreviven formando biopeliculas, las cuales presentan caracteristicas
fisiologicas muy diferentes a las células plancténicas (flotan libremente y se mueven

suspendidas en un medio liquido).

Uno de los mecanismos mas importantes de resistencia asociados a las biopeliculas
es la presencia de la matriz extracelular, compuesta por polisacaridos, proteinas,
lipidos y ADN extracelular. Esta matriz actia como una barrera fisica que dificulta
la penetracion de los antibiéticos, reduciendo la concentracion efectiva del farmaco

en las capas mas profundas de la biopelicula (Flemming et al., 2016).



2.7. Staphylococcus
El género staphylococcus tiene multiples especies patdégenas y oportunistas que
pueden ser un riesgo para la salud, aparte es un género de bacterias de Gram
positivas, que por lo general habitan en la piel y mucosas de animales y humanos,
muchas especies pueden comportarse como patdgenos oportunistas por su
capacidad para expresar sus factores de virulencia y que pueden llegar a causar

enfermedades infecciosas en animales y humanos (jimenez-velasquez, 2024).

Aron et al., (2024) menciono que el género Staphylococcus pertenece a la familia
Micrococcaceae que presentan una forma de cocos, cuentan con un didmetro que
varia de 0.5 a 1 um, aparte pueden llegar a observarse de forma aislada, por lo
general forman grupos que parecen racimos de uvas, ademas estos
microorganismos carecen de motilidad y habilidades para formar esporas, también

pueden se aerobias 0 anaerobias facultativas.

Estas bacterias se clasifican segun la capacidad funcional de la enzima coagulasa,
gue es la que coagula en plasma sanguineo, se interpreta como coagulasa positiva
cuando la enzima estéa presente y se manifiesta su actividad formando un coagulo
cuando se inocula en plasma y coagulasa negativa cuando el microrganismo carece
de esta enzima y al inocularlo en el plasma hay ausencia de coagulo (Jimenez-
Velasquez, 2024).

La coagulasa es una proteina parecida a una enzima que desempefia un papel
importante en la induccion de la coagulacion del plasma por que convierte el
fibrinégeno en fibrina, este proceso es muy importante para formar el coagulo
sanguineo debido a infecciones por Staphylococcus (aron et al., 2024). En el grupo
de coagulasa positiva existen muchas especies, como S. aureus, S. delphini, S.
intermedium, S. lutrae, S. pseudintermedius, S. coagulans, y existen dos de
coagulasa variable, S. hyicus y S. agnetis, por otra parte, el grupo coagulasa
negativa vienen siendo un grupo heterogéneo que tienen mas de 40 especies

conocidas hasta ahorita (Jimenez-Velasquez, 2024).
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2.8. S.aureus.
Unos de los microorganismos con mas importancia médica es S. aureus. Por
muchos afios se ha descrito como uno de los principales agentes patdgenos
(Bustos-Martinez et al.,, 2006). Es uno de los microrganismos que se encuentra
dispersado en el ambiente puesto que pose caracteristicas particulares de virulencia
y también resistencia a antibiéticos, por lo cual es un problema para la salud
(Zendejas-Manzo et al., 2014).

Se conoce como un coco Gram-positivo, no movil, no forma esporas, se puede
encontrar en cadenas cortas o racimos, es un anaerobio facultativo, pero va a crecer
mejor en condiciones de aerobiosis (Bustos-Martinez et al., 2006). La gran mayoria
de Staphylococcus producen la enzima catalasa, enzima que es capaz de desdoblar
el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre, esta caracteristica se utiliza para
poder diferenciar el género Staphylococcus de otros géneros como Streptococcus
y Enterococcus que son catalasa negativa (Cervantes-Garcia et al.,, 2014). Las
colonias pueden llegar a medir entre 1 a 3 mm, producen un tipo de pigmento
amarilloso porque las bacterias tienen la presencia de carotenoides y al igual
muchas cepas producen hemolisis en un tiempo de 24 a 36 horas (Bustos-Martinez
et al., 2006).

Para la observacion de S. aureus se realiza una tincién Gram, se identifica con
pruebas bioguimicas como son: la prueba de catalasa, fermentacion de glucosa que
esta prueba nos va a servir a diferenciar Staphylococcus de Micrococcus, puesto
gue también es una catalasa positiva pero que no va a fermentar la glucosa

(Cervantes-Garcia et al., 2014).

2.8.1. Factor de virulencia

Segun Cheung et al., (2021), la infecciébn comienza con la adhesion a tejidos del
huésped mediante proteinas superficiales que reconocen componentes de la matriz
extracelular. Posteriormente, la bacteria emplea diversos mecanismos para evitar la
eliminacién por parte del sistema inmunitario. Uno de los mas importantes es la
proteina A (Spa), la cual se une a la region Fc (fragmento cristalizable) de las

inmunoglobulinas G e impide la fagocitosis eficiente por neutréfilos y macroéfagos.
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Asimismo, la produccion de capsula polisacarida contribuye a disminuir el

reconocimiento inmunoldgico.

La invasion celular ocurre principalmente mediante la interaccion de las proteinas
de union a fibronectina con integrinas presentes en la superficie de las células del
huésped. Este mecanismo favorece la internalizacion de S. aureus en células
epiteliales, endoteliales y osteoblasticas, donde la bacteria puede sobrevivir
protegida de la accién de antibidticos y de la respuesta inmunitaria. La capacidad
de invadir células también contribuye a la persistencia de infecciones crénicas y a

la recurrencia de la enfermedad después del tratamiento (Foster et al., 2014).

Las toxinas constituyen uno de los grupos de factores de virulencia mas relevantes.
Entre ellas destacan las citolisinas, que dafian membranas celulares; las
leucocidinas que destruyen células inmunitarias y los superantigenos, responsables
de una activacion masiva e inespecifica de linfocitos T. Estas moléculas
desempefian un papel central en la gravedad de enfermedades como neumonia
necrosante, sindrome de choque téxico e infecciones invasivas (Cheung et al.,
2021).

Entre las enzimas mas importantes destaca la coagulasa, una proteina capaz de
activar la protrombina y promover la formacion de fibrina alrededor de las bacterias.
Este mecanismo genera una barrera protectora que dificulta la accion de los
fagocitos y contribuye a la formacion de abscesos caracteristicos de las infecciones
estafilocOcicas. Las nucleasas constituyen otro mecanismo importante de evasion
inmunoldgica, estas enzimas degradan el ADN extracelular liberado por los
neutréfilos durante la formacién de trampas extracelulares (NETS), estructuras
disefiadas para inmovilizar y destruir microorganismos, al degradar estas redes, S.
aureus logra escapar de uno de los mecanismos mas eficaces de defensa innata
(Tamy Torres, 2019).

2.9. Resistencia que ha adquirido S. aureus.
La resistencia antimicrobiana sucede cuando los microorganismos, incluyendo
virus, hongos, parasitos y bacterias, se adaptan y crecen en presencia de farmacos

gue antes los afectaban o los eliminaban, la resistencia antimicrobiana es un peligro
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para los sistemas de salud publica, que no solo afecta a los paises de desarrollo
también afecta a todo el mundo (Dadgostar, 2019). Los microorganismos han tenido
la capacidad de desarrollar diversos mecanismos para evitar la destruccién causada

por diferentes sustancias toxicas (Holmes, et al., 2016).

El usar indebidamente y de manera excesiva diferentes agentes antimicrobianos,
tanto en la salud como en la industria agricola, es una de las principales razones
por las que se genera la aparicion de resistencia antimicrobiana, pero también se
encuentra la mutacion de las bacterias y transmision de los genes resistentes que

se le conoce como resistencia horizontal de genes (Dadgostar, 2019).

En las &reas urbanas han incrementado las mascotas y esto hace que aumente el
uso de antimicrobianos para esos animales, provocando asi la resistencia a los

mismos (Russo et al., 2024).

En los dltimos afios han incrementado la presencia de infecciones por S. aureus,
esto se debe a que una gran parte de las bacterias ya han generado resistencia a
los antibiéticos, con los que generalmente se les combate (Bustos-Martinez et al.,
2006).

3. MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo se realiz6 en el 2025, en el Laboratorio de Microbiologia que se
encuentra en el edificio de la Unidad de Diagnostico dentro de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna que se encuentra ubicada en el
Periférico Raul Lopez Sanchez, Colonia Valle Verde, Codigo Postal 27054 en
Torredn, Coahuila, México; coordenadas 25°33°21.8°’N 103°22°25.4"W (INEGI,
2024).
3.1. Bacterias

S. aureus
Extractos

Carotenos; liposolubles e hidrosolubles
Equipo de laboratorio.

Autoclave
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Incubadora
Balanza analitica
Materiales de laboratorio
Caja Petri estériles desechables de 90 x 15 mm
Frascos de dilucion
Matraces
Micropipetas eppendorf
Puntillas para micropipetas
Pipetas
Probetas
Tubos de 5ml, con tapa de rosca
Portaobjetos
Viales
Asa bacterioldgica
Hisopos
Guantes
Gradillas
Pruebas bioquimicas
Agar sal y manitol (MSA)
Catalasa
Coagulasa
Voges-proskauer (VP).
Medios de cultivos
Agar Gelosa Sangre
Agar Sal y Manitol
Agar Mueller-Hinton
3.2. Aislamiento.
3.2.1. Recuperacion de Staphylococcus.
Para realizar esta investigacién se trabajé con microrganismos aislados en un

estudio previo de perros con problemas de dermatosis, de manera que las bacterias
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se habian conservado en refrigeracion. Para recuperarlas con todas sus
caracteristicas de viabilidad, se tomaron las que se habian identificado como
sospechosas a S. aureus, se preenriquecieron en agua peptonada, medio liquido
no selectivo, al cual se le adiciono 85% de Cloruro de Sodio (NaCl), este ultimo hace
gue el agua peptonada sea el medio ideal (selectivo) para el crecimiento de S.
aureus; su funcion principal es proporcionar un ambiente favorable para que las
células dafiadas puedan recuperar estructuras esenciales, restablecer su actividad
metabolica y recuperar su capacidad de crecimiento antes de ser sembradas en

medios sélidos; selectivos o diferenciales.
Procedimiento

I.  Inoculacion: primero se realizo la inoculacién de las muestras
almacenadas en caldo de preenriquecimiento estéril, en
condiciones asépticas.

II. Recuperacién: el periodo de incubacién (preenriquecimiento) fue
de 24 horas a una temperatura de 35 a 37 °C, las células
bacterianas aprovechan los nutrientes disponibles en el caldo para
reparar y restablecer la integridad de sus membranas, sintetizar
enzimas y reconstituir otros componentes celulares esenciales.
Estos procesos favorecen la recuperacion de su actividad
metabdlica y su capacidad de crecimiento (viabilidad).

Ill.  Preenrequicimiento: después del periodo de incubacién en caldo
de preenriquecimiento se sembraron en agar gelosa sangre y agar
sal y manitol, lo que nos permitié iniciar con la identificacidon

microbioldgica.

3.3. Identificacion mediante pruebas bioquimicas.
Tras la recuperacion y siembra de las bacterias en los medios previamente
descritos, se llevo a cabo las pruebas bioquimicas con el objetivo de identificar la

especie de S. aureus.
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3.3.1. prueba de hemolisis en Agar Gelosa Sangre
El agar sangre permite observar la capacidad de algunas bacterias para la lisar

eritrocitos.

3.3.2. Fermentacién de manitol en Agar sal y manitol (MSA).
El medio contiene manitol y rojo de fenol. Lafermentacion de manitol produce asidos

gue cambian el color del medio de roja a amarillo.

3.3.3. Prueba catalasa
Determina si existe la enzima catalasa, que descompone el peréxido de hidrogeno

en agua y oxigeno (forma burbujas).

3.3.4. Prueba coagulasa (usando plasma de ovino)
Evalla la capacidad de la bacteria para producir coagulasa, es una enzima que

coagula el plasma.

3.3.5. Prueba Voges-Proskauer (VP)
En este trabajo de afadieron al cultivo los reactivos clasicos ente ellos a-naftol (400
microlitro) y una solucion alcalina oxidante a base de hidroxido de potasio (KOH)

(175 microlitros), que produce la oxidacion de acetoin a diacetilo.

La activacion de la mezcla con estos reactivos favorece la conversion de acetoin, Si
esta presente, hacia diacetilo, molécula que interactta con componentes
nitrogenados del medio originando una tonalidad rojiza que esta se interpreta como
VP positivo y de lo contrario es negativo.

3.4. Siembra de bacterias en agar Mueller-Hinton

Tras la recuperacion de las bacterias en el cultivo de agua peptonada, se procede
a la siembra en medios solidos con el fin de aislar colonias individuales, favorecer
el crecimiento bacteriano y permite la observacién de caracteristicas morfolégicas y

fisiol6gicas Utiles para su posterior identificacion.

La suspension bacteriana se transfiri6 a placas de agar Mueller-Hinton, con el

proposito de obtener un crecimiento uniforme y adecuado para su posterior analisis.
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Para la inoculacion, se tomo del cultivo recuperado y se realizd una siembra por
estria cruzada en el agar, utilizando un asa bacteriologica estéril. Las placas que
fueron sembradas se inocularon a 35-37°C durante 18 a 24 horas, favoreciendo el

crecimiento bacteriano.

Después, parte del cultivo recuperado fue resembrado en tubos de 10 ml de agar
Mueller-Hinton ladeados. Con el fin de mantener cultivos almacenados y viables

durante el desarrollo del estudio.

3.5. Método McFarland

Para calcular la cantidad de bacterias se puede hacer por calculo indirecto y calculo
directo. En el calculo directo se usa mas en el conteo de numero totale de bacterias
vivas y muertas y el célculo indirecto solo determina las bacterias vivias. El calculo
indirecto se hace mediante la turbidimetria (turbidez) utilizando un
espectrofotometro. El método McFarland es muy utilizado en los laboratorios de
microbiologia como estandar de referencia visual, nos permite ajustar la turbidez de
las suspensiones bacterianas (Bhakti et al., 2023;). Consiste en mezclar Acido
Sulfhidrico (H2SO4) al 1% y Cloruro de Bario (BaCl2), al mezclarlos se forma un
precipitado insoluble se Sulfato de Bario (BaS04) que enturbia la solucion; para este
estudio se utiliz6 como referencia el estandar 0.5, que corresponde a una
concentracion de 1.5 x 10® Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml),
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2023).

La turbidez se compar6 visualmente con un fondo blanco y lineas negras, que se
conoce como tarjeta Wickerham (Hombach et al., 2015), se colocé el tubo de
referencia, al lado el tubo con solucion salina y se fue inoculando S. aureus hasta

igualar la turbidez.
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Figura 2. Ajuste de la turbidez de la suspension bacteriana de S. aureus al estandar
0.5 de McFarland, utilizado para estandarizar la concentracion del inéculo antes de
las pruebas microbioldgicas.

3.6. Método Kirby-Bauer

Este método consiste en colocar discos de papel impregnados con concentraciones
conocidas de antibiéticos sobre la superficie de un agar, previamente inoculado con
el microorganismo que es objeto de investigaciéon. Las bacterias van a crecer en
toda la placa excepto en las zonas donde hay una concentracion de antibioticos que
afecte su viabilidad y es ahi donde se formaran “halos de inhibicién”, que es el
espacio en el que no hay presencia de crecimiento bacteriano y se van a medir en
milimetros (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2023). Los discos que se
utilizaron para impregnarlos de carotenoides en sus diferentes diluciones, se
hicieron con papel filtro utilizando una perforadora y después se esterilizaron

guedando asi listos para la preparacion.

3.7. Dilucion; carotenoides de hidrosolubles.
Para hacer las diluciones se utilizaron frascos de 10 ml con tapa de rosca con 5 ml

de aguatridestilada estéril donde se realizaron diluciones de 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,
1/64, 1/128 y 1/256, teniendo como base un control positivo, solucion madre (SM) y
un control negativo, agua (CN). Todo el proceso se efectud utilizando pipetas
eppendorf calibradas, con el fin de garantizar precision en los volumenes

transferidos (figura 3). Se transfirieron 600 ul de cada dilucion a los tubos
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correspondientes, asegurando que cada disco se impregnara homogéneamente

para poder asi evaluar la actividad antimicrobiana (figura 4).

Figura 3. Proceso de filtracién del extracto hidrosoluble (izquierda) y preparacion
de las diluciones seriadas desde 1/256 hasta 1/2, incluyendo el medio sin muestra
(SM), utilizadas para la evaluacion de la actividad antimicrobiana.

Figura 4. Impregnacién de discos de papel filtro estériles con extracto hidrosoluble
para la evaluacion de la actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en
disco.

3.8. Dilucion; carotenoides liposolubles.
Las diluciones se realizaron en frascos de 10 ml con tapa de rosca, estos frascos

se esterilizaron para poder iniciar con las diluciones, en el caso de los carotenoides
liposolubles utilizamos alcohol absoluto para poder hacer las diluciones, estas se
hicieron a una concentracion de 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 y 1/256; SM y
CN. Todo el proceso se efectud utilizando pipetas eppendorf calibradas, con el fin

de garantizar precision en los volumenes transferidos. Se transfirieron 600 ul de
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cada dilucion a los tubos correspondientes, asegurando que cada disco se
impregnara homogéneamente y poder realizar la prueba de sensibilidad —

resistencia a los carotenoides liposolubles.

Figura 5. Preparacion de las diluciones seriadas del extracto liposoluble utilizadas
para la evaluacién de la actividad antimicrobiana.

3.9. Procedimiento experimental.

Para iniciar con el procedimiento experimental se utilizo Agar Mueller Hinton en caja
Petri, una vez pasada la prueba de esterilidad, se inocularon los S.aureus tomados
del tubo donde se llevé a una turbidez de 0.5 de acuerdo con la escala McFarland,
con un hisopo. Se dejo reposar por un minuto para después depositar los discos

impregnado a las diferentes concentraciones.

Figura 6. impregnacion de los discos en la placa Petri con el método kirby-Bauer
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Utilizamos de referencia el método Kirby-Bauer, impregnando los discos con
carotenoides (hidrosolubles y liposolubles) a diferentes concentraciones; 1/2, 1/4,
1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 y 1/256; SM y CN. Después se llevd a incubar a una
temperatura de 35°C con una variacion de 2° y se tomo lectura a las 24, 48 y 72

horas.

4. RESULTADOS.

Se evalué la actividad antimicrobiana de los carotenoides hidrosolubles y
liposolubles frente a S. aureus mediante la técnica Kirby-Bauer. Los halos de
inhibicion fueron medidos alas 24, 48 y 72 horas después de iniciada la incubacién,
utilizando las diluciones ya mencionadas de los carotenoides en sus dos
presentaciones, hidrosolubles y liposolubles. Los resultados obtenidos, los halos de
inhibicion se midieron con una regla y los resultados, que se muestran a
continuacion, la unidad de medida fue en milimetros (mm). Las cajas Petri de los
carotenoides hidrosolubles y liposolubles se identificaron como Proyecto de Tesis
Carotenoides S. aureus (PTC-SA); para tener la certeza de la respuesta
(sensibilidad - resistencia) se hicieron cuatro repeticiones de cada una de las
presentaciones de los carotenoides, quedando la identificacion: Proyecto de Tesis
Carotenoides S. aureus, primera repeticion (PTC-SA 1), Proyecto de Tesis
Carotenoides S. aureus, segunda repeticion (PTC-SA 2), etc. Los resultados

obtenidos en este proyecto se presentan en las Tablas 1 a 6.

Tabla 1. Lectura a las 24 horas de C. Hidrosoluble.

PTC-SA Hidrosoluble

CajaPetri |CN| 1/256 | 1/128 | 1/64 | 1/32 | 1/16 | 1/8| 1/4| 1/2|SM
PTC-SA1 | O 0 0 0 0 0 0 0 00
PTC-SA2 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 | O
PTC-SA3 | 0 0 0 0 0 0 0 0 010
PTC-SA4 | O 0 0 0 0 0 0 0 0|0

A las 24 horas de incubacién, ninguna de las concentraciones evaluadas del

extracto hidrosoluble present6 actividad inhibitoria frente a S. aureus. En las cuatro
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repeticiones analizadas (PTC-SA 1, PTC-SA 2, PTC-SA 3 y PTC-SA 4), los
didmetros de los halos de inhibiciéon fueron de 0 mm en todas las diluciones
ensayadas (1/256, 1/128, 1/64, 1/32, 1/16, 1/8, 1/4 'y 1/2).

Asimismo, el control negativo (CN) y en la solucion madre (SM) tampoco mostraron

halos de inhibicion, registrandose valores de 0 mm en todas las repeticiones.

Estos resultados indican que, bajo las condiciones experimentales empleadas y
durante las primeras 24 horas de incubacion, el tratamiento PTC no ejerci6 un efecto
antimicrobiano detectable contra S. aureus, ya que no se observd inhibicion del

crecimiento bacteriano en ninguna de las concentraciones evaluadas.

Tabla 2. Lectura a las 24 horas de C. Liposoluble.

PTC-SA Liposoluble

CajaPetri |[CN| 1/256 | 1/128 | 1/64 | 1/32 | 1/16 1/8 1/4| 1/2 |SM
PTC-SA1| O 0 3 mm 0 0 1 mm 0 0O |5mm| 0
PTC-SA2 | O |1mm |.1mm|.1mm|.1mm|1mm|.1mm| O 0 0
PTC-SA3 | O 0 Imm | 5S5mm|.Imm|5mm|.5mm| O 0 0
PTC-SA4 | O | 5mm|1mm | 1mm 0 Smm|{.lmm| O 0 0

A las 24 horas de incubacion, el extracto liposoluble mostré una actividad inhibitoria
variable frente a S. aureus, dependiendo de la dilucion evaluada. En general, los

didmetros de los halos de inhibicién fueron pequefios, oscilando entre 0 y 3 mm.

La mayor actividad antimicrobiana se observé en la repeticion PTC-SA 1 a la
dilucion 1/128, donde se registré un halo de inhibicion de 3 mm. En esta misma
repeticion también se observaron halos de 1 mm en la dilucion 1/16 y de 0.5 mm en

la dilucién 1/2.

En la repeticibn PTC-SA 2 se detectaron halos de inhibicion de 1 mm en las
diluciones 1/128 y 1/16, mientras que en las diluciones 1/64, 1/32, y 1/8 se
registraron halos de 0.1 mm. No se observé inhibicion en el resto de las

concentraciones evaluadas.



22

Larepeticion PTC-SA 3 present6 un halo de 1 mm en la dilucion 1/128, halos de 0.5
mm en las diluciones 1/64, 1/16y 1/8, y en la 1/32 se present6 un punto de inhibicion

de .1 mm y ausencia de inhibicion en las demas diluciones.

Por su parte, la repeticion PTC-SA 4 mostré halos de 1 mm en las diluciones 1/64 y
1/128, un halo de 0.5 mm en las diluciones 1/256 y 1/16, y un halo de 0.1 mm en la
dilucion 1/8.

El control negativo (CN) y en la solucion madre (SM) no presentaron halos de
inhibicion en ninguna de las repeticiones, indicando ausencia de actividad
antimicrobiana en estos tratamientos. En términos generales, la dilucién 1/64 fue la
gue mostré la mayor actividad inhibitoria, mientras que las demas concentraciones
produjeron halos reducidos o nulos, lo que sugiere una actividad antimicrobiana

limitada bajo las condiciones evaluadas.

Tabla 3. Lectura a las 48 horas de C. Hidrosoluble.

PTC-SA Hidrosoluble

CajaPetri |[CN| 1/256 | 1/128 | 1/64 | 1/32 | 1/16 | 1/8| 1/4 | 1/2 | SM
PTC-SA1 | O 0 0 0 0 0 0 0 0|0
PTC-SA2 | O 0 0 0 0 0 0 0 010
PTC-SA3 | O 0 0 0 0 0 0 0 0|0
PTC-SA4 | O 0 0 0 0 0 0 0 01| O

En las 48 horas de incubacion, no se observo actividad antimicrobiana del extracto
hidrosoluble frente a S. aureus en ninguna de las concentraciones evaluadas. Las
cuatro repeticiones analizadas (PTC-SA 1, PTC-SA 2, PTC-SA 3 y PTC-SA 4)
presentaron halos de inhibicién de 0 mm en todas las diluciones ensayadas (1/256,
1/128, 1/64, 1/32, 1/16, 1/8, 1/4 y 1/2). Igual en la CN y en la SM también se

observaron 0 mm en todas las repeticiones.

En conjunto, los resultados obtenidos a las 48 horas indican que el extracto
hidrosoluble no produjo un efecto inhibitorio detectable sobre el crecimiento de S.

aureus bajo las condiciones experimentales evaluadas. Ademas, la ausencia de
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halos de inhibicion en todas las concentraciones sugiere que el incremento del
tiempo de incubacién de 24 a 48 horas no modificd la respuesta bacteriana ni

favorecid la aparicion de actividad antimicrobiana.

Tabla 4. Lectura a las 48 horas de C. Liposoluble.

PTC-SA Liposoluble
Caja Petri |[CN| 1/256 | 1/128 | 1/64 | 1/32 | 1/16| 1/8 1/4, 1/2 |SM
PTC-SA1| O 0 3mm |.Imm|.I1mm|1mm 0 0O |[5mm| O
PTC-SA2 | O |1lmm |.Imm|.I1mm|.1lmm|1mm | .1mm| O 0 0
PTC-SA3 | 0 0 Imm | 5mm|.Imm|.5mm|.5mm| O 0 0
PTC-SA4 | 0 | 5mm|1mm | 1mm 0 .5 mm 0 0 0 0

La lectura a las 48 horas de incubacion, el extracto liposoluble presentd actividad
antimicrobiana variable frente a S. aureus, observandose halos de inhibicion de

entre 0.1 y 3 mm dependiendo de la dilucién y la repeticion analizada.

La mayor actividad inhibitoria se registré en la repeticion PTC-SA 1 a la dilucién
1/128, donde se observé un halo de inhibicién de 3 mm. En esta misma repeticion
también se detectaron halos de 1 mm en la dilucion 1/16, de 0.5 mm en la dilucién
1/2 y de 0.1 mm en las diluciones 1/64 y 1/32.

La repeticion PTC-SA 2 presento halos de 1 mm en las diluciones 1/256 y 1/16,
mientras que las diluciones 1/128, 1/64, 1/32 y 1/8 mostraron halos de 0.1 mm. No

se observé inhibicién en las restantes concentraciones.

En la repeticion PTC-SA 3, se registré un halo de 1 mm en la dilucién 1/128, halos
de 0.5 mm en las diluciones 1/64, 1/16 y 1/8, y un halo de 0.1 mm en la dilucién

1/32. Las demas concentraciones no mostraron actividad inhibitoria.

Por su parte, larepeticion PTC-SA 4 present6 halos de 1 mm en las diluciones 1/128
y 1/64, halos de 0.5 mm en las diluciones 1/256 y 1/16, y ausencia de inhibicion en

las demas concentraciones evaluadas.
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Los controles negativos CN y en la SM no presentaron halos de inhibicion en
ninguna de las repeticiones, lo que confirma que la inhibicién observada se atribuye

exclusivamente al tratamiento evaluado.

Tabla 5. Lectura a las 72 horas de C. Hidrosoluble.

PTC-SA Hidrosoluble

CajaPetri |[CN| 1/256 | 1/128 | 1/64 | 1/32 | 1/16 | 1/8| 1/4| 1/2|SM
PTC-SA1 | O 0 0 0 0 0 0 0 0|0
PTC-SA2 | O 0 0 0 0 0 0 0 010
PTC-SA3 | 0 0 0 0 0 0 0 0 00
PTC-SA4 | O 0 0 0 0 0 0 0 00

También a las 72 horas de incubacion, el tratamiento PTC no presento actividad
antimicrobiana frente a S. aureus en ninguna de las concentraciones evaluadas. En
las cuatro repeticiones analizadas (PTC-SA 1, PTC-SA 2, PTC-SA 3 y PTC-SA 4),
los diametros de los halos de inhibicion fueron de 0 mm para todas las diluciones
ensayadas (1/256, 1/128, 1/64, 1/32, 1/16, 1/8, 1/4 y 1/2). Asimismo, enlaCN y SM

se registraron valores de 0 mm en todas las repeticiones.

No se observaron halos de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas de incubacion en
ninguna de las concentraciones evaluadas, lo que indica ausencia de actividad

antimicrobiana en el extracto hidrosoluble frente a S. aureus.

Tabla 6. Lectura a las 72 horas de C. Liposoluble.

PTC-SA Liposoluble

CajaPetri |[CN| 1/256 | 1/128 | 1/64 | 1/32 | 1/16 1/8 1/4| 1/2 |SM
PTC-SA1| O 0 3mm |.1mm|.1mm|1mm 0 0O |5mm| 0
PTC-SA2 | O |1lmm |[.Imm|.Imm|.1lmm|1mm|.1mm| O 0 0
PTC-SA3 | O 0 Imm | 5S5mm|.Imm|.5mm|.5mm| O 0 0
PTC-SA4 | 0 | 5mm|1mm | 1mm 0 .5 mm 0 0 0 0

A las 72 horas de incubacién, el extracto liposoluble presenté actividad
antimicrobiana frente a S. aureus, aunque los halos de inhibicion observados fueron
de tamafio reducido y variaron entre las diferentes repeticiones y diluciones

evaluadas.
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La mayor actividad inhibitoria se registro en la repeticion PTC-SA 1 a la dilucién
1/128, donde se observé un halo de inhibicién de 3 mm. En esta misma repeticion
también se detectaron halos de 1 mm en la dilucion 1/16, de 0.5 mm en la dilucion
1/2 y de 0.1 mm en las diluciones 1/64 y 1/32.

En la repeticion PTC-SA 2, se observaron halos de 1 mm en las diluciones 1/256 y
1/16, mientras que las diluciones 1/128, 1/64, 1/32 y 1/8 presentaron halos de 0.1

mm. No se registro inhibicion en las demas concentraciones.

La repeticion PTC-SA 3 mostré un halo de 1 mm en la dilucion 1/128, halos de 0.5
mm en las diluciones 1/64, 1/16 y 1/8, y un halo de 0.1 mm en la dilucion 1/32. En

las concentraciones restantes no se observo inhibicion del crecimiento bacteriano.

Por su parte, la repeticion PTC-SA 4 present6 halos de 1 mm en las diluciones 1/128
y 1/64, halos de 0.5 mm en las diluciones 1/256 y 1/16, y ausencia de inhibicion en

las demas concentraciones evaluadas.

Figura 7. Lectura de la actividad antimicrobiana del extracto hidrosoluble frente a
S. aureus en la caja Petri PTC-SA 4 alas 72 horas de incubacion.
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Figura 8. Lectura de la actividad antimicrobiana del extracto liposoluble frente a S.
aureus en la caja Petri PTC-SA 1 alas 72 horas de incubacion.

5. DISCUSION.

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que los carotenoides
hidrosolubles, a las concentraciones utilizadas: SM, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,
1/128 y 1/256, no presentan actividad antimicrobiana frente a S. aureus, ya que, en
todas las concentraciones evaluadas, y durante los tres tiempos de incubacién (24,
48 y 72 horas), no presentaron inhibicion alguna, es decir, los halos de inhibicion

fueron de 0.0 mm, esto bajo condiciones experimentales in vitro.

Por otro lado, el extracto liposoluble mostré una actividad antimicrobiana limitada,
las concentraciones utilizadas: SM, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 y 1/256,
observandose halos de inhibicion pequefios que oscilaron entre 0.1 y 3 mm. El
mayor halo de inhibicién se registré en la dilucién 1/128, donde se observé un halo
de 3 mm en una de las repeticiones. Sin embargo, la respuesta no fue uniforme
entre las repeticiones, ni en concentraciones evaluadas, lo que indica una baja
actividad inhibitoria de este producto frente a S. aureus. Estos resultados coinciden
parcialmente con investigaciones que sefialan que algunos carotenoides,
especialmente el licopeno y el B-caroteno, poseen propiedades antimicrobianas
asociadas a su capacidad antioxidante y a la alteracion de procesos celulares
bacterianos (Yun y Lee, 2017). No obstante, la magnitud del efecto observado en
este estudio fue reducida, posiblemente debido a factores como la concentracién
utilizada, la estabilidad de los compuestos o la resistencia intrinseca de la cepa

bacteriana evaluada. En este contexto, aunque los carotenoides mostraron cierto
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potencial inhibitorio en su forma liposoluble, los resultados obtenidos indican que su
actividad es insuficiente para considerarlos como una alternativa terapéutica Unica

frente a infecciones causadas por este microorganismo.

6. CONCLUSION

El presente estudio permitié evaluar el efecto antimicrobiano de los carotenoides
sobre cepas de S. aureus, aisladas de casos asociados a dermatosis canina, los
resultados evidenciaron que los carotenoides hidrosolubles no presentaron
capacidad inhibitoria frente al crecimiento de S. aureus, mientras que el extracto
liposoluble mostré actividad antimicrobiana, aunque reducida. reflejada en halos de

inhibicion de escasa magnitud.

Estos hallazgos indican que, bajo las condiciones experimentales utilizadas, los
carotenoides evaluados, aparentemente no fueron suficientemente efectivos para
inhibir de manera significativa el desarrollo de S. aureus. Sin embargo, la presencia
de halos de inhibicion en algunas diluciones del extracto liposoluble sugiere que
ciertos carotenoides podrian poseer actividad biolégica capaz de afectar

parcialmente el crecimiento bacteriano.

Los carotenoides podrian considerarse compuestos de interés para futuras
investigaciones, especialmente en combinacién con otros antimicrobianos o
utiizando métodos de extraccion y formulacibn que incrementen su
biodisponibilidad y eficacia antimicrobiana. Considerando la creciente problemética
de la resistencia antimicrobiana en medicina veterinaria, los resultados obtenidos
aportan informacion valiosa sobre el potencial de los compuestos naturales como
alternativa complementaria para el control de bacterias patégenas. Se recomienda
realizar estudios complementarios que permitan determinar con mayor precision la
CMI y evaluar otros mecanismos de accion frente a cepas clinicas resistentes de S.
aureus. Cabe hacer mencion que en este trabajo se utilizaron microorganismos (S.
aureus) obtenidos de animales con problemas recurrentes de dermatosis, por lo
tanto, estas poblaciones ya habian sido expuesta a tratamiento farmacoldgico y la

probabilidad de haber adquirido resistencia, es muy elevada.
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