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Resumen de la tesis que presenta Daniel Rivera Mendoza como requisito parcial para la obtención del 
grado de Doctor en Ciencias en Ciencias de la Vida. 
 
 
Evaluación del efecto inhibitorio de nanopartículas metálicas en Campylobacter jejuni sintetizadas 

por una vía verde utilizando a Ganoderma sessile 
 

Resumen aprobado por: 
 

Dra. Ernestina Castro Longoria 
Codirectora de tesis 

 Dr. Alejandro Huerta Saquero 
Codirector de tesis 

   
 

Este estudio demuestra el potencial de las nanopartículas metálicas biosintetizadas a partir del hongo 
Ganoderma sessile como agentes antimicrobianos efectivos contra Campylobacter jejuni, así como 
contra otras especies relacionadas como Campylobacter coli y Campylobacter lari. Las nanopartículas 
de plata (AgNPs), con un tamaño modal de 5 nm, mostraron una acción inhibitoria rápida, con una 
concentración mínima inhibitoria (CMI) de 6.7 μg/mL, posiblemente debido a su interacción con la 
membrana bacteriana y la generación de estrés oxidativo en C. jejuni, mientras que las nanopartículas 
de óxido de cobre (CuONPs), con tamaño modal de 3 nm, exhibieron un efecto más lento, con una CMI 
de 10 μg/mL, atribuido a la capacidad de las bacterias para incorporar cobre en sus vías metabólicas. 
Estas CMI fueron notablemente bajas en comparación con estudios que emplean métodos químicos, 
destacando la eficacia de este enfoque verde. Además, las nanopartículas demostraron ser efectivas 
contra cepas de Campylobacter con perfiles de multirresistencia a antibióticos, incluyendo C. coli 2228, 
la cepa más resistente evaluada. El análisis del modo de acción reveló que las AgNPs actúan 
principalmente a través de la desestabilización de la membrana y la producción de especies reactivas 
de oxígeno, mientras que las CuONPs ejercen su efecto de manera más gradual, coincidiendo con 
estudios previos que resaltan la importancia del estrés oxidativo en la actividad antimicrobiana. Por 
otro lado, la exploración de la composición metabólica del extracto acuoso intracelular de G. sessile 
identificó acilos grasos y prenoles lípidos como los grupos más representativos, aunque su actividad 
inhibitoria moderada (40% en su concentración máxima) no mostró diferencias significativas contra la 
cepa C. coli 2228, sugiriendo que las moléculas responsables podrían haber sido afectadas por las 
condiciones experimentales. Sin embargo, el análisis de Incrustación de Vecinos Estocásticos con 
Distribución t (t-SNE) identificó al menos cuatro moléculas con estructuras similares a compuestos 
reportados por aprobado por agencias reguladoras de alimentos, como la FDA, con actividad 
antibacteriana, lo que abre nuevas vías de investigación. En resumen, este trabajo subraya el potencial 
de las nanopartículas biosintetizadas como una alternativa sostenible y efectiva para combatir 
patógenos provenientes de los alimentos multirresistentes a antibióticos, reduciendo la dependencia 
de métodos químicos tradicionales. Futuros estudios deberán profundizar en la identificación de los 
metabolitos específicos responsables de la actividad antibacteriana y optimizar las condiciones de 
síntesis para maximizar su eficacia, consolidando este enfoque como una estrategia prometedora en 
la lucha contra infecciones transmitidas por alimentos. 

 
 
 
 
 
Palabras clave:  Nanopartículas, Campylobacter, Resistencia bacteriana, Ganoderma, Metaboloma  
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Abstract of the thesis presented by Daniel Rivera Mendoza as a partial requirement to obtain the 
Doctor of Science degree in Life sciences. 
 
Evaluation of the inhibitory effect of metallic nanoparticles on Campylobacter jejuni synthesized by 

a green pathway using Ganoderma sessile 
 

Abstract approved by: 
 

Dra. Ernestina Castro Longoria 
Thesis codirector 

 Dr. Alejandro Huerta Saquero 
Thesis codirector 

   

This study highlights the potential of biosynthesized metal nanoparticles derived from the fungus 
Ganoderma sessile as effective antimicrobial agents against Campylobacter jejuni and related species, 
including Campylobacter coli and Campylobacter lari. Silver nanoparticles (AgNPs), exhibiting a modal 
size of 5 nm, demonstrated intense inhibitory activity, with a minimum inhibitory concentration (MIC) 
of 6.7 μg/mL, likely due to their ability to disrupt bacterial membranes and induce oxidative stress in C. 
jejuni. In contrast, copper oxide nanoparticles (CuONPs), with sizes ranging close to 3 nm, exhibited a 
slower antimicrobial effect, with an MIC of 10 μg/mL, which may be attributed to bacterial mechanisms 
incorporating copper into metabolic pathways. These MIC values were significantly lower than those 
reported in studies using chemically synthesized nanoparticles, underscoring the efficiency of this 
green synthesis approach. Notably, the nanoparticles were effective against multi-antibiotic-resistant 
strains of Campylobacter, such as C. coli strain 2228, the most resistant strain evaluated. Mechanistic 
studies revealed that AgNPs primarily destabilize bacterial membranes and generate reactive oxygen 
species. At the same time, CuONPs exert their effects more gradually, consistent with the role of 
oxidative stress in their antimicrobial activity. Additionally, analysis of the intracellular aqueous extract 
of G. sessile identified fatty acyls and prenol lipids as the predominant metabolite groups. Although 
the extract showed moderate inhibitory activity (40% at maximum concentration), no significant 
differences were observed against C. coli strain 2228, suggesting that experimental conditions may 
have impacted the bioactive molecules. Nevertheless, the t- distributed stochastic neighbor 
embedding (t-SNE) analysis identified at least four molecules structurally similar to approved by 
regulatory food agencies antibacterial compounds, providing promising leads for future research. In 
conclusion, this work demonstrates the potential of biosynthesized nanoparticles as a sustainable and 
effective alternative for controlling multidrug- resistant foodborne pathogens by reducing reliance on 
conventional chemical synthesis methods. Future research will focus on identifying the metabolites 
responsible for antibacterial activity and optimizing synthesis conditions to enhance the efficacy of this 
approach as a promising strategy for combating foodborne infections.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Nanoparticles, Campylobacter, Bacterial resistance, Ganoderma, Metabolome   
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Capítulo 1.  Introducción 

Las campilobacterias pertenecen al género bacteriano Campylobacter que, a su vez, pertenecen a la clase 

de las Épsilon-proteobacteria, las cuales poseen una gran diversidad de hospederos. Esto es reflejo de su 

diversidad genómica y capacidad de adaptación, ya que el género tiene variación en el contenido de G-C 

de 29 a 47%. Desde la revisión taxonómica del grupo en 1992, realizada por Vandamme y Goossens (1992), 

la clasificación de estas bacterias se ha basado en la filogenia, haciendo énfasis en que dentro de este 

taxón, se incluyeron especies con morfologías celulares extremadamente diferentes y un rango de 

proporción en el contenido de G-C que excede al de la mayoría de los géneros de bacterias bien definidos, 

cuyos rangos tienen una menor amplitud (Vandamme y Goossens, 1992), como el caso del género 

Escherichia que va de 50.4 a 50.8% (Mann y Chen, 2010). 

El género Campylobacter requiere condiciones de crecimiento específicas, como rangos de temperatura 

que van de 37 a 42°C, dependiendo de la especie (C. fetus puede crecer entre los 25 y 37°C), son 

susceptibles al oxígeno (O2) y requieren una atmósfera microaeróbica; aunque la supervivencia de las 

distintas especies depende de diversos factores como los suplementos al medio de cultivo, la temperatura, 

y las interacciones con otros microorganismos (Delaporte et al., 2024), la concentración óptima de O2 va 

de 3 a 5%, 2 a 10% de dióxido de carbono (CO2), y un balance del resto del volumen con nitrógeno (N2) 

(Forsythe, 2000, p. 146; Park, 2002). Asimismo, su principal fuente de energía es obtenida a través de los 

aminoácidos o de intermediarios del ciclo del ácido tricarboxílico, aunque también pueden fermentar 

algunos carbohidratos, más no oxidarlos. Algunas especies son capaces de reducir nitrógeno (Sahin et al., 

2017). 

Lo anterior, ha llevado a que estas bacterias reciban el adjetivo de “fastidiosas”, en términos de su 

aislamiento y manejo in vitro, además de que ha hecho que sea un patógeno difícil de trabajar en 

condiciones que simulan su ambiente dentro de un laboratorio. Esto conlleva la problemática para realizar 

estudios con estos patógenos, debido a que la incidencia y la prevalencia de la campilobacteriosis ha 

aumentado tanto en los países desarrollados como en los países en desarrollo en los últimos 10 años 

(Havelaar et al., 2015). 

Existen dos especies, las cuales son los principales focos de atención dentro de este género, ya que 

Campylobacter jejuni y Campylobacter coli se han reportado como los patógenos bacterianos responsables 

de la mayoría de los casos de gastroenteritis en el mundo (Sheppard y Maiden, 2015). La transmisión de 
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estas bacterias está relacionada al consumo de productos de origen animal, agua, o el contacto con 

animales o heces de animales contaminadas (Neimann et al., 2003; Varga et al., 2019). 

En Estados Unidos y Reino Unido, se ha reportado que C. jejuni representa el 90% de las bacterias aisladas 

de pacientes enfermos con un cuadro clínico de gastroenteritis (Man, 2011). Desde la década de 1970, se 

han aislado a C. coli y C. jejuni de una amplia gama de especies de aves y mamíferos silvestres y 

domesticadas. En estos animales, por lo general se cree que causan pocos o ningún síntoma de 

enfermedad. Sin embargo, los seres humanos generalmente presentan enfermedades inflamatorias del 

intestino, infecciones sistémicas, bacteriemia, y se relaciona la infección de C. jejuni con el desarrollo 

posterior del síndrome de Guillain-Barré (Kaakoush et al., 2015). En México existen reportes de 

aislamientos de Campylobacter en pacientes con enfermedades gastrointestinales, animales de consumo, 

agua y productos empaquetados de origen aviar (Bustamante et al., 1995; Quiñones-Ramírez et al., 2000; 

Solís-Soto, 2011; Zaidi et al., 2012; Rodríguez et al., 2016; Soto-Beltrán et al., 2019). 

Aunado a lo anterior, se ha encontrado la presencia de genes de resistencia a distintos antibióticos en las 

cepas aisladas de alimentos, así como de pacientes, tales como aminoglucósidos, betalactámicos, 

fluoroquinolonas, lincosamidas, macrólidos, fenicoles y tetraciclinas (Varga et al., 2019). Durante la última 

década, se han reportado cepas de Campylobacter con resistencia a ciprofloxacina u otras 

fluoroquinolonas, macrólidos y lincosamidas, entre otros antibióticos antes mencionados. En países como 

Tailandia, Estados Unidos, Reino Unido, Holanda, España, Canadá y Australia, la incidencia de cepas de 

Campylobacter resistentes a múltiples antibióticos ha aumentado considerablemente, siendo las cepas de 

la especie C. jejuni, en la zona de Norteamérica, y provenientes del ganado, aquellas con mayor presencia 

de dicha multirresistencia (Ocejo et al., 2019; Varga et al., 2019; Abraham et al., 2020; Rivera-Mendoza et 

al., 2020). 

La nanotecnología se encuentra en constante desarrollo en los últimos años, ofreciendo múltiples 

aplicaciones en sectores diversos como la medicina, la agricultura y la remediación ambiental. Además, las 

propiedades únicas que poseen las nanopartículas, debido a su relación tamaño-volumen, ha captado 

considerable atención por sus beneficios potenciales, especialmente en el ámbito de la salud humana (Seil 

y Webster, 2012; Kandru, 2020; Alharbi, Alsubhi, y Felimban, 2022). Estas aplicaciones abarcan desde 

sistemas de liberación de fármacos hasta el desarrollo de macromoléculas funcionalizadas químicamente, 

que actúan como bloques de construcción molecular para agentes de terapia génica y ejercen efectos 

antimicrobianos contra diferentes patógenos bacterianos resistentes a múltiples fármacos (Khorsandi et 

al., 2021; Yayehrad, Wondie, y Marew, 2022). 
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Desde la década de los 2000, distintos gobiernos han invertido cifras que van de los cientos de millones 

hasta los miles de millones en desarrollo de nanotecnología, siendo Estados Unidos y la Unión Europea los 

mayores inversores en el desarrollo de avances en este tema (Dowling, 2004). En el campo de la medicina, 

la nanotecnología tuvo un gran enfoque hacia el desarrollo de métodos para diagnosticar y tratar 

enfermedades como el cáncer, diabetes, infecciones fúngicas, virales y terapia genética (Surendiran et al., 

2009); Para estas aplicaciones, la química verde ha surgido como un punto focal en la síntesis de 

nanopartículas, atrayendo interés por sus características menos dañinas al ambiente (Vijayaram et al., 

2024). 

En particular, el uso de hongos y plantas como “biofábricas” para proporcionar los agentes reductores y 

estabilizadores necesarios para una síntesis de nanopartículas exitosa, representa un enfoque novedoso y 

alternativo al uso de metodologías de química convencional (Bhavyasree y Xavier, 2022; Vijayaram et al., 

2024). En comparación con los métodos convencionales (Nguyen y Nguyen, 2019), las técnicas de síntesis 

verde ofrecen ventajas significativas, ya que estos métodos son más rentables y ambientalmente benignos 

y requieren condiciones de reacción más suaves para la síntesis de nanopartículas con biocompatibilidad 

mejorada, estabilidad y uniformidad aceptable (Alharbi, Alsubhi, y Felimban, 2022). 

Entre los hongos empleados en biotecnología, el género Ganoderma destaca por su gran diversidad y su 

capacidad para descomponer madera. Además, ha sido utilizado en la medicina tradicional durante miles 

de años en diversos países asiáticos. En China, por ejemplo, Ganoderma se ha empleado en el tratamiento 

de enfermedades como la hepatitis, la bronquitis crónica, la gastritis, el crecimiento tumoral y diversos 

trastornos inmunológicos, entre otros (Wu et al., 2012). Recientemente, la industria farmacéutica ha 

mostrado un gran interés en estas especies de hongos debido a sus compuestos bioactivos y propiedades 

terapéuticas, que incluyen efectos inmunomoduladores, actividad antitumoral, beneficios para la salud 

cardiovascular y propiedades antiinflamatorias (Sanodiya et al., 2009; Loyd et al., 2018). 

Entre las especies de Ganoderma, Ganoderma lucidum es la más estudiada y se encuentra de forma 

endémica en Europa y China. En los últimos años, el uso de G. lucidum se ha integrado con el desarrollo 

de la nanotecnología para avanzar en aplicaciones biomédicas, ya que sus beneficios para la salud han 

añadido un valor significativo en el contexto de la síntesis de nanopartículas mediante el uso de sus 

compuestos bioactivos (Zhu et al., 2007; Jan et al., 2011; Wu et al., 2012; Loyd et al., 2018; Cör Andrejč et 

al., 2022; Constantin et al., 2023; Jia et al., 2023; Zhen et al., 2023). 

Estudios de caracterización de este hongo, ampliamente distribuido a nivel mundial, han identificado a 
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Ganoderma sessile como una especie presente en México y Estados Unidos (Torres-Torres, Ryvarde, y 

Guzmán-Dávalos, 2015; Loyd et al., 2018). En particular, se ha demostrado que G. sessile es un productor 

de alto rendimiento de polisacáridos (Viceconte et al., 2021), biopolímeros que funcionan como coloides 

protectores en la síntesis de nanopartículas al estabilizar las partículas tanto de manera estérica como 

electrostática, facilitando la formación de capas de adsorbato activo en las NPs (Horn y Rieger, 2001). 

Además, investigaciones anteriores han documentado la síntesis de nanopartículas metálicas utilizando G. 

sessile, lo que proporciona evidencia convincente sobre el potencial de estas partículas derivadas de 

hongos para combatir patógenos bacterianos entéricos y oportunistas (Murillo-Rábago et al., 2022; Flores-

Rábago et al., 2023). Estudios recientes indican que estos nanomateriales son capaces de inhibir el 

crecimiento de C. jejuni, lo que abre la posibilidad de explorar la síntesis de nanopartículas de manera 

ecoamigable a través del uso de organismos o sus derivados. En estos estudios, se han empleado 

nanopartículas sintetizadas mediante métodos físicos y químicos, los cuales contribuyen al deterioro 

ambiental que enfrentamos en la actualidad (Xie et al., 2011; Duffy et al., 2018; Ali et al., 2020). En este 

contexto, el presente trabajo propone el uso de G. sessile para sintetizar nanopartículas de plata y óxido 

de cobre con el fin de inhibir a C. jejuni. 

1.1 Campylobacter 

El género Campylobacter representa un grupo diverso de bacterias que comprende 45 especies validadas 

a la fecha de este reporte (Miller et al., 2024), entre las que destacan C. jejuni, C. coli, C. fetus y C. lari como 

las de mayor relevancia clínica (Kaakoush et al., 2015) (http://www.bacterio.net/campylobacter.html). 

Morfológicamente, estos microorganismos se caracterizan por su forma de espiral (forma de S), su tamaño 

que va de 0.2-0.8 x 0.5-5 µm, y movilidad mediada por flagelos polares o múltiples, aunque existen 

variantes no móviles (Sahin et al., 2017). 

Los estudios filogenéticos recientes han permitido reclasificar estas especies en cinco grupos evolutivos 

principales, todos los cuales incluyen representantes con capacidad patogénica (Costa e Iraola, 2019). Esta 

reorganización taxonómica ha sido fundamental para comprender las relaciones evolutivas entre las 

diferentes cepas y su potencial zoonótico. Además, estas especies pueden dividirse fenotípicamente en 

dos grupos: Campylobacter “termotolerantes”, que pueden crecer hasta 42°C, y Campylobacter “no 

termotolerantes”, en el que la temperatura óptima de crecimiento generalmente no supera los 37°C. Esta 

http://www.bacterio.net/campylobacter.html)
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agrupación fenotípica se refleja en la filogenia del genoma completo, que divide claramente los taxa de 

Campylobacter en dos ramas principales, como informaron On SLW et al. (2020). 

Desde el punto de vista clínico, las infecciones por Campylobacter constituyen un problema de salud 

global. La campilobacteriosis, principalmente causada por C. jejuni y C. coli, representa la principal causa 

de gastroenteritis bacteriana a nivel mundial, con una incidencia estimada en 96 millones de casos anuales 

(EFSA/ECDC, 2018; OMS, 2022) (https://www.who.int/news-room/factsheets/detail/campylobacter). La 

enfermedad presenta un amplio espectro clínico que va desde cuadros asintomáticos hasta 

manifestaciones graves que incluyen diarrea sanguinolenta, fiebre y dolor abdominal, con especial riesgo 

para poblaciones vulnerables (Man, 2011; Kaakoush et al., 2015). 

Las complicaciones extragastrointestinales revisten particular importancia, destacándose el síndrome de 

Guillain-Barré, artritis reactiva y diversas infecciones sistémicas (Zhang et al., 2009; Kaakoush et al., 2015). 

Aunque aproximadamente 80% de los casos son autolimitados, los cuadros severos requieren tratamiento 

con macrólidos o fluoroquinolonas, opciones terapéuticas cada vez más comprometidas por la resistencia 

a los antibióticos (Ge et al., 2013; Tang et al., 2017). 

En el ámbito veterinario, diversas especies de Campylobacter actúan como comensales o patógenos en 

aves y mamíferos. C. fetus subsp. fetus representa un patógeno reproductivo importante en rumiantes, 

asociado a abortos y mortalidad neonatal (Salihu et al., 2009). Esta versatilidad ecológica y patogénica 

subraya la importancia del género tanto en salud pública como en medicina veterinaria. 

1.1.1 Campylobacter jejuni 

 Las bacterias de la especie C. jejuni presentan células pequeñas, en forma de espiral o de S, las cuales 

pueden transformarse en forma cocoide con el envejecimiento o la exposición a concentraciones tóxicas 

de oxígeno (Ng et al., 1987). Presenta dos tipos de colonias, la primera tiene un aspecto bajo, plano, 

grisáceo, finamente granular y translúcido con un borde irregular y una tendencia a extenderse a lo largo 

de la dirección del borde. La segunda es redonda (1-2 mm de diámetro), elevada, convexa, lisa, brillante, 

con un borde entero translúcido y un centro más oscuro y opaco (Vandamme y Goossens, 1992). 

La mayoría de las cepas son débilmente hemolíticas en agar sangre, sin embargo, dicha característica 

http://www.who.int/news-room/factsheets/detail/campylobacter)
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puede verse afectada por la composición y el pH del medio base utilizado, la composición de la atmósfera 

y el período y temperatura de incubación. No se observa crecimiento a 25°C. Las cepas son móviles por 

medio de un solo flagelo polar el cual parece ser un factor de virulencia importante y necesario para la 

colonización intestinal (Vandamme y Goossens, 1992). 

Aunado a lo anterior, la variación antigénica de la proteína flagelar puede servir como un medio para 

evadir la respuesta inmune del anfitrión. La variación de los loci del gen de la flagelina (flaA y flaB) puede 

detectarse mediante métodos basados en PCR y usarse en estudios epidemiológicos moleculares. La 

recombinación puede afectar la estabilidad de los métodos basados en flaA y posiblemente actúa como 

un mecanismo por el cual se incrementa el repertorio inmunogénico de una cepa dada (Vandamme y 

Goossens, 1992). 

C. jejuni y C. coli permanecen como las causas más comunes de gastroenteritis bacteriana humana en todo 

el mundo (Friedman et al., 2000). Tal como en Estados Unidos, donde se reportan 2.5 millones de casos al 

año (Kessel et al., 2001). 

1.1.2 Importancia médica 

La mayoría de las bacterias aisladas de enfermedades humanas de casos de gastroenteritis en países como 

el Reino Unido y los Estados Unidos, son cepas de C. jejuni que generalmente representan el 90% de los 

casos, y el 10% restante se debe principalmente a C. coli. Estas dos especies de bacterias son responsables 

de una importante morbilidad y mortalidad en los países de bajos y medianos ingresos, aunque es muy 

probable que no esté reportado como corresponde debido a que la identificación a través de cultivo sigue 

siendo un desafío (Sheppard y Maiden, 2015). 

En países con altos ingresos económicos el número de casos de campilobacteriosis en humanos ha 

aumentado de manera considerable, al punto de exceder el número de infecciones causadas por 

Escherichia coli, Listeria y Salmonella, siendo C. jejuni y C. coli los responsables del mayor número de los 

casos (Kessel et al., 2001). En los Estados Unidos, las infecciones por Campylobacter pasaron de ser 5.02 a 

7.19 por cada 100,000 habitantes durante la década de los 80 (Bryan y Doyle, 1995), a 13.8 por cada 

100,000 habitantes durante el 2014, convirtiéndose en la segunda causa de gastroenteritis después de 

Salmonella (Gölz et al., 2014). En la Unión Europea, las campilobacterias fueron reportadas como los 

patógenos bacterianos causantes de diarrea más comunes durante el año 2012, siendo República Checa 
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el país con mayor número de casos, seguido por Eslovaquia, Luxemburgo y el Reino Unido (Gölz et al., 

2014). 

Durante las últimas décadas, no sólo C. jejuni y C. coli han prevalecido como principales especies 

infecciosas del género, sino que también especies como C. concisus y C. ureolyticus se han reportado como 

especies emergentes (Cervantes-García, 2020). Hay autores que señalan que las infecciones causadas por 

Campylobacter no tienen un vehículo en común que pueda relacionarse (Dunn et al., 2018), sin embargo, 

se sabe que distintas especies tienen la capacidad de adherirse, evadir la respuesta inmune y así invadir 

las células del epitelio intestinal de humanos, al mismo tiempo que secretan toxinas que dañan al 

organismo (Man, 2011). 

Se ha reportado que en ocasiones las infecciones por Campylobacter preceden al síndrome de Guillain- 

Barré (SGB), el cual es una enfermedad autoinmune que afecta al sistema nervioso periférico y es la causa 

más común de parálisis flácida aguda a nivel mundial. En un reporte publicado en 2019, se encontró que 

Campylobacter contribuye a que se genere SGB, estando presente al menos el 5%, y posiblemente hasta 

el 41%, de todos los casos que se generan de dicha enfermedad en los Estados Unidos (Scallan-Walter et 

al., 2020). 

1.1.3 Importancia ganadera y transmisión 

Desde la década de 1970, C. coli y C. jejuni se han aislado de una amplia gama de especies de aves y 

mamíferos silvestres y domesticadas, en las que, por lo general, se cree que causan pocos o ningún síntoma 

de enfermedad. Los seres humanos generalmente se infectan por el consumo de alimentos contaminados, 

como agua, leche o el contacto con animales o heces de animales (Neimann et al., 2003), siendo la carne 

de aves de corral un reservorio de especies termofílicas de Campylobacter, en especial C. jejuni y C. coli 

(Varga et al., 2019). La mayoría de los genotipos de aislados de pacientes con enfermedades, también 

resultan similares a los de aislados como habitantes gastrointestinales comensales de animales 

domesticados y especialmente animales que fungen como alimento humano (Sheppard y Maiden, 2015). 

1.1.4 ¿Qué causa los brotes de infecciones por Campylobacter? 

Las aves de corral, la leche cruda y el agua no tratada han sido las fuentes más comúnmente identificadas 
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de brotes de Campylobacter (Taghizadeh et al., 2022). En Estados Unidos, desde 2010 hasta 2017, las 

agencias de salud pública estatales, locales y territoriales informaron 236 brotes de Campylobacter 

transmitidos por alimentos, lo que representa 2381 enfermedades, al Sistema de vigilancia de brotes de 

enfermedades transmitidas por alimentos de los Centros para el Control y la Prevención de Enfermedades 

(del inglés CDC: Centers of Disease Control and Prevention) (CDC, Outbreaks involving Campylobacter 

2019). 

 

Figura 1 Brotes causados por Campylobacter por categoría de origen, de 2011 a 2022 (Modificada de CDC, Outbreaks 
involving Campylobacter. 

 

La poca comprensión de la transmisión de estos patógenos transmitidos por los alimentos a los seres 

humanos en todos los entornos ha contribuido al fracaso de los sistemas de salud pública para abordar 

adecuadamente este problema. Como consecuencia, durante los últimos 20 años se ha invertido mucho 

en comprender cómo estas bacterias se transmiten de los huéspedes reservorios a los humanos a través 

de la cadena alimentaria (Sheppard y Maiden, 2015). En este sentido, se ha logrado identificar que las aves 

de corral son la principal fuente de infección para los humanos, sin embargo, la alta prevalencia de 

Campylobacter en los organismos rumiantes alrededor del mundo, nos han dado mayor evidencia de la 

importancia del ganado como el segundo reservorio más importante después de los pollos de engorde 

(Ocejo et al., 2019). 
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Figura 2 Brotes causados por Campylobacter por categoría de alimento, de 2010 a 2017 (Modificada de CDC, 
Outbreaks involving Campylobacter 2019). 

 

A pesar de que, debido a la pandemia del SARS-CoV2, ha disminuido la transmisión de distintas 

enfermedades infecciosas debido a los nuevos hábitos de higiene, las infecciones por Campylobacter se 

han mantenido constantes durante este periodo (Robert Koch-Institute, 2022; van der Berg et al., 2023). 

1.1.5 Resistencia a los antimicrobianos 

Diversas especies de Campylobacter muestran resistencia a múltiples antibióticos a través de mecanismos 

genéticos específicos y estrategias de adaptación (Gitahi et al., 2020). La resistencia a tetraciclinas es 

mediada principalmente por los genes tet(O) y tet(S), que codifican proteínas de protección ribosomal, 

permitiendo que estos patógenos sobrevivan al efecto del antibiótico (Aleksić et al., 2021). Además, la 

resistencia a fluoroquinolonas en Campylobacter se asocia con una mutación puntual en el gen gyrA, que 

codifica para la subunidad a de la ADN polimerasa, donde un cambio de aminoácido (Thr86Ile) altera el 

sitio de acción del fármaco (Aleksić et al., 2021). Otros mecanismos incluyen metilasas adicionales (npmA, 

rmtA, rmtB, entre otros) que modifican aminoglucósidos, así como enzimas inactivadoras, transportadores 

ABC y proteínas de flujo en el caso de macrólidos-lincosamidas-estreptograminas B, que inhiben la síntesis 

proteica al unirse a la subunidad ribosomal 50S (Roberts et al., 2012). En los antibióticos β-lactámicos, las 

betalactamasas extendidas (ESBLs) representan una preocupación creciente, con genes como blaTEM y 
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blaSHV que han mutado para extender su espectro de acción, contribuyendo a la resistencia en 

Campylobacter (Roberts et al., 2012). 

En los últimos años, la resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en un importante problema de 

salud pública en países desarrollados y en vías de desarrollo (Isenbarger et al., 2002; Nachamkin et al., 

2002). Se han reportado cepas de Campylobacter con resistencia a ciprofloxacina u otras fluoroquinolonas, 

macrólidos y lincosamidas, cloranfenicol, aminoglucósidos, tetraciclina, ampicilina y otros b-lactámicos, 

cotrimoxazol y tilosina (Padungton y Kaneene, 2003; Moore et al., 2006; Rivera-Mendoza, et al., 2020). En 

la última década, una proporción creciente de cepas de Campylobacter en todo el mundo ha desarrollado 

resistencia a las fluoroquinolonas. Durante el año 1995 en Tailandia, la incidencia de resistencia a las 

fluoroquinolonas en los aislamientos de este grupo de bacterias fue del 84%. En 1997-1998 la incidencia 

de resistencia a las fluoroquinolonas en España fue del 72%. La incidencia de resistencia a las 

fluoroquinolonas también ha aumentado en Estados Unidos, Reino Unido y Holanda. En 1998-1999, se 

informó que la proporción de cepas de Campylobacter resistentes a las fluoroquinolonas era del 10%, 18% 

y 29%, respectivamente (Alfredson y Korolik, 2007).  

Figura 3 Genes, y mutaciones en genes, que le confieren resistencia contra diversas clases de antibióticos a 

distintas especies del género Campylobacter. El análisis proviene de una muestra de 237 genomas que comprenden 
21 especies del género de bacterias. (Modificado de Rivera-Mendoza, et al., 2020). 

 

Las infecciones causadas por Campylobacter resistente a los antimicrobianos conducen a hospitalizaciones 

más prolongadas, mayores fracasos del tratamiento y aumento de la morbilidad y la mortalidad (Varga et 

al., 2019). La gastroenteritis por Campylobacter debida a C. jejuni y C. coli es de gran importancia para la 

salud pública (Friedman et al., 2000) y el aumento de la resistencia a los antimicrobianos tanto en la 

medicina como en la agricultura en Campylobacter es reconocido por varias autoridades nacionales, 
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incluida la Organización Mundial de la Salud (OMS), como un importante problema de salud pública 

emergente (Alfredson y Korolik, 2007). 

En España, la terapia antimicrobiana en los organismos rumiantes sólo se recomienda para infecciones 

sistémicas graves, o en organismos de riesgo que estén inmunodeprimidos. Sin embargo, se ha visto que 

la resistencia a los macrólidos y fluoroquinolonas por parte de C. jejuni ha aumentado de manera 

considerable en los últimos años (32% a 43.2%) lo que dificulta el tratamiento a los organismos infectados 

o en riesgo (Ocejo et al., 2019). En Canadá, se observó una alta frecuencia de resistencia a la tetraciclina 

en los aislados de C. jejuni de pollos (77%) y pavos (100%) (Varga et al., 2019). 

La resistencia a fluoroquinolonas por parte de Campylobacter se ha reportado también en aislados 

provenientes de pollos comerciales en Polonia, China e Italia. En estos países podemos observar que existe 

un uso indiscriminado de antimicrobianos en los animales que se usan para consumo humano, lo que 

contribuye a la selección y emergencia de bacterias resistentes a los mismos antimicrobianos (Varga et al., 

2019). 

En Australia, a pesar de que el uso de antimicrobianos sea una de las principales causas para el desarrollo 

de la multirresistencia a fármacos, hay estudios en los que se ha detectado la resistencia a antimicrobianos 

a los cuales los animales de granja no han sido expuestos. Por ejemplo, en un estudio se identificó la 

resistencia a fluoroquinolonas en una bandada de pollos de engorde, a pesar de que este tipo de fármacos 

se encuentran restringidos debido a la importancia crítica que representa la presencia de microorganismos 

resistentes a éstos (Abraham et al., 2020). 

La presencia de bombas de flujo como CmeABC también contribuyen, de manera sinérgica, a la resistencia 

a distintos antimicrobianos. Lo anterior, aunado a la constante prevalencia de cepas multirresistentes en 

los últimos años, han llevado a la declaración reciente de la OMS, en donde se nombra a Campylobacter 

como una de las 12 bacterias que representan la mayor amenaza para la salud humana (Sproston et al., 

2018). 

1.2 Uso de Nanopartículas para combatir a las bacterias multirresistentes a 

antibióticos 

La nanotecnología puede entenderse como la fabricación de sistemas o dispositivos a nivel molecular, y 
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es un campo científico multidisciplinario que ha ido desarrollándose de manera explosiva en las últimas 

décadas (Figura 4). La comprensión y manipulación del comportamiento de objetos de tamaño 

nanométrico han hecho posible el desarrollo de nuevos enfoques para mejorar la calidad de vida humana. 

Uno de los mayores valores de la nanotecnología es el desarrollo de tratamientos médicos nuevos y 

efectivos (nanomedicina) (Emerich y Thanos, 2003), siendo el uso contra microorganismos 

multirresistentes a antibióticos una de las aplicaciones de gran importancia. 

En el ámbito de la atención médica y la seguridad humana, las nanopartículas han surgido como 

herramientas poderosas en la lucha contra patógenos y enfermedades (Emerich y Thanos, 2003). Existen 

propiedades fisicoquímicas únicas en la nanoescala, que difieren de la forma a granel y la forma atómica. 

Factores como su alta relación área-volumen de superficie y su química de superficie ajustable las 

convierten en candidatas ideales para la administración dirigida de medicamentos, tratamientos 

antimicrobianos y diagnóstico por imágenes. Desde la lucha contra enfermedades infecciosas causadas 

por bacterias, virus y hongos hasta la lucha contra amenazas emergentes como la resistencia a los 

antibióticos, las nanopartículas ofrecen soluciones prometedoras que tienen un inmenso potencial para 

mejorar la salud y la seguridad públicas (Liu et al., 2007; Liong et al., 2008; Wang et al., 2017; Mourdikoudis 

et al., 2018). 

 

Figura 4 Desarrollo investigaciones enfocadas en nanotecnología en las décadas de 1990 y 2000 (Modificado de 
Roco, 2011). 

 

Entre los nanomateriales más prometedores con propiedades antibacterianas se encuentran las 

nanopartículas metálicas, las cuales exhiben una mayor actividad química debido a su gran relación 
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superficie/volumen y estructura cristalográfica de superficie. Dado esto, se vuelve preciso el estudio de 

los nanomateriales bactericidas, particularmente por el reciente aumento de las cepas bacterianas 

resistentes a antibióticos que son considerados como “potentes” dentro de la medicina (Morones et al., 

2005). 

Existen distintos reportes en donde se ha visto la actividad positiva del uso de nanomateriales, tal como 

nanocompuestos de alginato que se han utilizado para la desinfección de agua contaminada con 

Staphylococcus aureus (Motshekga et al., 2018). También se ha hecho uso de nanopartículas (NPs) de plata 

(Ag) que han demostrado tener éxito para la desinfección de cuerpos de agua (Sheng y Liu, 2017). 

Las nanopartículas metálicas, particularmente las de plata, ejercen su acción bactericida mediante 

mecanismos multifacéticos que atacan simultáneamente múltiples estructuras bacterianas (Morones et 

al., 2005). Su tamaño (<100 nm) y alta relación superficie-volumen les permiten adherirse eficientemente 

a las membranas celulares, generando poros y provocando lisis osmótica (Yin et al., 2020). Estudios con 

microscopía electrónica han demostrado que las AgNPs se acumulan en la superficie de bacterias gram 

negativas como E. coli, desestabilizando su membrana externa rica en lipopolisacáridos (Gutiérrez-Santana 

et al., 2020). Este daño físico se completa con la liberación gradual de iones de plata (Ag+), que penetran 

al citoplasma e inactivan enzimas esenciales al unirse a grupos tiol (-SH) (Betancur-Henao et al., 2016). 

Además del daño estructural, las nanopartículas inducen estrés oxidativo al generar especies reactivas de 

oxígeno (ROS). Tales como radicales hidroxilo (OH) y superóxido (O2
-) (Punz et al., 2025). Estas moléculas 

altamente reactivas oxidan lípidos de membrana, proteínas y ácidos nucleicos, lo que lleva a las bacterias 

a la muerte celular. Investigaciones recientes muestran que este mecanismo es particularmente efectivo 

contra bacterias resistentes a antibióticos, ya que las ROS atacan múltiples blancos simultáneamente (Yin 

et al., 2020). 

A nivel intracelular, las nanopartículas interfieren con procesos metabólicos esenciales. Los iones 

metálicos liberados inhiben la síntesis de ATP al unirse a enzimas de la cadena respiratoria, mientras que 

las AgNPs pueden bloquear la subunidad 30S de los ribosomas, deteniendo la síntesis proteica (Shih et al., 

2023). Estudios genómicos han demostrado que las nanopartículas de cobre (CuNPs) causan daño al ADN 

mediante la intercalación entre bases nitrogenadas y la generación de aductos (Punz et al., 2025). Esta 

multimodalidad de acción explica por qué las bacterias desarrollan menos resistencia a las nanopartículas 

en comparación con los antibióticos convencionales, que típicamente atacan solo a un blanco molecular. 

Las nanopartículas pueden potenciar la acción de antibióticos existentes al aumentar la permeabilidad de 
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la membrana bacteriana. Investigaciones recientes muestran sinergias notables entre AgNPs y β- 

lactámicos o tetraciclinas, donde las nanopartículas debilitan las barreras celulares permitiendo mayor 

entrada del antibiótico (Yin et al., 2020), Este efecto combinado es particularmente valioso para tratar 

infecciones por bacterias multirresistentes a antibióticos. Además, los recubrimientos biológicos, como 

extractos fúngicos, mejoran la estabilidad y biocompatibilidad de las nanopartículas, reduciendo su 

toxicidad para células humanas (Castro-Longoria, 2016). 

1.2.1 Clasificación de nanopartículas 

Las nanopartículas pueden existir en diferentes formas, tamaños y estructuras, como esféricas, cilíndricas, 

tubulares, cónicas, de núcleo hueco, espirales, planas, de alambre, etc. También pueden tener forma 

irregular (Kumari y Sarkar, 2021). Estas características, junto con la presencia de capas funcionales como 

la superficie, la capa intermedia (shell) y el núcleo, determinan sus propiedades fisicoquímicas y 

comportamiento. Además, los métodos de síntesis empleados, tradicionalmente clasificados en enfoques 

químicos, físicos y biológicos, influyen directamente en sus propiedades morfológicas y funcionales, lo que 

a su vez define su potencial aplicación en campos como la biomedicina y la microbiología (Ealia y 

Saravanakumar, 2017; Khan et al., 2019; Kumari y Sarkar, 2021). 

Existen distintas clasificaciones para las nanopartículas, según las características que se estén observando. 

Como la naturaleza del material: orgánicas e inorgánicas, basadas en metales, basadas en óxidos 

metálicos, basadas en carbón, entre otras (Ealia y Saravanakumar, 2017); también existen nanopartículas 

basadas en otros materiales como cerámica, semiconductores, o polímeros (Khan et al., 2019). 

1.2.2 Métodos de síntesis tradicionales 

Para los métodos de síntesis químicos, los bloques de construcción de la materia son los átomos y los 

electrones. Los átomos contienen electrones que orbitan un núcleo central, y la cantidad de electrones 

define el elemento. El siguiente nivel de complejidad involucra a las moléculas, donde los electrones 

orbitan múltiples núcleos y los electrones compartidos crean enlaces covalentes entre átomos (Schmidt, 

2001). Las nanopartículas se diferencian de estas estructuras en tamaño, forma y composición material. 

Pueden ser de dimensión cero (tamaño fijo en un único punto, como los puntos cuánticos), 

unidimensionales (definidas solo por la longitud, como el grafeno), bidimensionales (definidas por la 
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longitud y el ancho, como los nanotubos de carbono) o tridimensionales (definidas por la longitud, el ancho 

y la altura, como las nanopartículas de oro) (Ealia y Saravanakumar, 2017; Joudeh y Linke, 2022). 

Existen distintas formas de obtener las nanopartículas (Figura 5), sin embargo, la forma de clasificar los 

métodos de síntesis comúnmente es: de “abajo hacia arriba” y de “arriba hacia abajo”. El primero es un 

método constructivo donde a través de átomos se forman grupos de nanopartículas; los métodos de arriba 

hacia abajo son destructivos, en estos la reducción de un material en masa a escala nanométrica es el 

objetivo (Ealia y Saravanakumar, 2017). 

 

Figura 5 Clasificación de los principales métodos para obtener nanopartículas (Ealia y Saravanakumar, 2017; Khan 
et al., 2019). 

 

Uno de los métodos mayormente utilizado en la producción de nanopartículas, es la reducción química, 

un enfoque "de abajo hacia arriba" ampliamente empleado en nanotecnología (Natsuki et al., 2015; 

Jamkhande et al., 2019; Khan et al., 2019; Sajid y Płotka-Wasylka, 2020). Este consiste en la generación de 

nanopartículas a partir de precursores atómicos o moleculares mediante reacciones controladas. Técnicas 

como el método sol-gel, el hilado, la deposición química en fase vapor (CVD) y la pirólisis permiten la 

obtención de nanopartículas con características morfológicas y fisicoquímicas específicas (Ealia y 

Saravanakumar, 2017). Un aspecto fundamental de este proceso es el uso de agentes de control de 

superficie (SCA), que previenen la aglomeración y favorecen la obtención de partículas con tamaños y 

formas definidas (Schmidt, 2001). Estos agentes pueden desempeñar una doble función como 

estabilizadores y reductores, ya que regulan el crecimiento de las partículas y estabilizan las nanopartículas 

mediante fuerzas repulsivas, lo que permite un ajuste preciso de su estructura final. 
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La síntesis química de nanopartículas, como las de oro y plata, ha experimentado avances significativos, 

permitiendo un control preciso sobre su tamaño, morfología y propiedades superficiales (Daruich De 

Souza, Ribeiro Nogueira y Rostelato, 2019). Sin embargo, este enfoque implica el uso de reactivos 

potencialmente tóxicos, tales como el diclorodifluorometano que tiene la capacidad de dañar el ozono 

estratosférico (Ayalew y Jeevan, 2022), el borohidruro de sodio que es utilizado comúnmente como un 

reductor químico (Rahimi y Doostmohammadi, 2020) y que libera boranos que resultan contaminantes al 

tener contacto con cuerpos de agua y el ambiente (Fabiano, Reverberi y Varbanov, 2019), o el 

formaldehído que es utilizado como estabilizador en la síntesis de nanopartículas y es un irritante 

respiratorio (Nazarparvar-Noshadi et al., 2020). Esto representa un peligro por la generación de residuos 

peligrosos, lo que se convierte en un riesgo tanto para el medio ambiente como para la salud humana 

(Vishwakarma, Samal y Manoharan, 2010; Fabiano, Reverberi y Varbanov, 2019). Estas limitaciones han 

impulsado un creciente interés en estrategias de síntesis biogénica y enfoques más sostenibles, con el 

objetivo de reducir el impacto ambiental asociado a la producción de nanomateriales. 

En particular, las nanopartículas de plata han captado una atención considerable debido a su comprobada 

actividad antimicrobiana (Singh, Shedbalkar, Wadhwani y Chopade, 2015). Ante la necesidad de 

desarrollar métodos de síntesis ecológicos y sostenibles, se han explorado sistemas biológicos como 

bacterias, hongos y plantas para la obtención de estas nanopartículas. Estos enfoques biogénicos no solo 

minimizan la generación de residuos peligrosos, sino que también permiten la incorporación de 

compuestos orgánicos que pueden mejorar la estabilidad y funcionalidad de las nanopartículas, ampliando 

su potencial en aplicaciones biomédicas y tecnológicas. 

1.2.3 Síntesis verde de nanopartículas 

En la actualidad existen principios que guían los procesos químicos para reducir la contaminación que se 

puede generar en un proceso de producción (Sharma et al., 2009), es por eso que hoy en día se busca 

generar procesos de “química verde” para producir tecnología con el menor impacto ambiental posible 

(Iravani, 2011; Samuel et al., 2022; Ahana et al., 2023). 

Los sistemas biológicos se han desarrollado como buenos métodos de síntesis de nanomateriales debido 

a que pueden conferir propiedades como biocompatibilidad, baja toxicidad, y alta estabilidad a los 

productos obtenidos (Samuel et al., 2022), así como representar costos menores de producción, y que el 

proceso sea más amigable con el ambiente (Quester et al., 2013). Esto cobra relevancia debido a que el 
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crecimiento poblacional, que deviene en la urbanización acelerada, resulta en el deterioro constante y 

progresivo de nuestro planeta (Hussain et al., 2016). 

De esta manera, la síntesis verde, o biosíntesis de nanopartículas se realiza a partir de sobrenadantes o 

extractos obtenidos de algún organismo vivo. Tal como se reportó en uno de los primeros trabajos por 

Kowshik et al. (2002), donde utilizaron a Schizosaccaromyces pombe para sintetizar nanopartículas de CdS, 

destacando su caracterización y aplicación en dispositivos semiconductores; la síntesis verde es similar a 

la síntesis por reducción química, en la medida de que se utiliza un principio semejante donde los 

componentes del material precursor se fusionan para generar pequeños núcleos de agregación para 

obtener el tamaño de nanopartícula (Hussain et al., 2016). Además, los componentes orgánicos que se 

encuentran naturalmente en un medio proveniente de un ser vivo, dan estabilidad al capar los núcleos de 

nanopartículas formados (Figura 6), evitando la aglomeración y evitando perder el tamaño nano. 

 

Figura 6 Síntesis verde de nanopartículas utilizando extractos provenientes de organismos vivos. Según el 
organismo de donde provenga el extracto, le conferirá características especiales a las nanopartículas resultantes. 
Estas podrían ser las que actúan como agente estabilizador (circunferencias grises). 

 

A lo largo de los últimos años se han utilizado desde bacterias, plantas y hongos para fabricar 

nanopartículas (Quester et al., 2013; Verma et al., 2019). Cada tipo de material biológico se utiliza de 

distinta manera, por ejemplo: las células bacterianas, los extractos de las plantas, y la biomasa, 

sobrenadantes y/o extractos de los hongos (Quester et al., 2013). 
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1.2.3.1 Los hongos como biofábricas para la síntesis de nanopartículas 

Los hongos son organismos que poseen distintos tipos de moléculas en su interior, desde carbohidratos, 

proteínas, lípidos, minerales y vitaminas (El Enshasy et al., 2019). Sin embargo, no todas son producidas 

por su propio organismo. Al ser organismo descomponedores, la mayoría poseen una digestión externa 

que les permite producir sustancias para reducir moléculas que puedan asimilar posteriormente para su 

metabolismo (Quester et al., 2013). 

Recientemente la investigación en miconanotecnología se ha centrado en desarrollar métodos ecológicos 

para obtener nanopartículas metálicas con propiedades antimicrobianas. Siendo así que un número 

creciente de estudios informa sobre la capacidad antimicrobiana de las nanopartículas mediadas por 

hongos (FM-NPs) para inhibir bacterias patógenas, incluidas las cepas multirresistentes (Castro-Longoria 

et al., 2017). De esta manera, los hongos han sido identificados como excelentes candidatos para la 

producción de nanopartículas, presentando así una alternativa más limpia para producir nuevos 

materiales con un amplio rango de aplicaciones potenciales en biomedicina e industria (Castro-Longoria 

et al., 2017). 

En este sentido, varias especies han demostrado una excelente capacidad biorreductora para producir NP 

metálicas, presentando una serie de ventajas sobre otros sistemas biológicos como una rápida tasa de 

crecimiento, simples requerimientos de nutrientes y fácil manejo de la biomasa y los cultivos. Las 

nanopartículas de plata (AgNPs) han sido uno de los objetivos más importantes a producir debido a su 

excelente actividad antimicrobiana. Las AgNPs mediadas por hongos (FM-AgNPs) han demostrado una 

inhibición exitosa contra los microorganismos que causan enfermedades infecciosas en humanos, incluso 

sobre aquellos considerados multirresistentes a los fármacos antimicrobianos convencionales. A pesar de 

los avances en este campo, aún queda mucho trabajo por hacer, especialmente en la búsqueda de nuevas 

biomoléculas que mejoren la biocompatibilidad del nanomaterial producido (Castro-Longoria et al., 2017). 

1.3 Antecedentes 

Aunado a la información ya presentada anteriormente acerca de la multirresistencia a los antibióticos que 

presentan las cepas de C. jejuni, en un estudio realizado durante el 2020, se analizaron 237 genomas 

cerrados que abarcaron 22 especies de Campylobacter provenientes de la base de datos del NCBI y que 

fueron colectados alrededor del mundo, en diferentes fechas y de distintos anfitriones. El estudio reveló 
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18 determinantes, genes de resistencia o mutaciones puntuales en genes housekeeping, los cuales se 

asocian con la resistencia a aminoglucósidos, betalactámicos, fluoroquinolonas, lincosamidas, macrólidos, 

fenicoles y tetraciclinas. Asimismo, este estudio mostró que los genomas de cepas de C. coli y C. jejuni, son 

los que muestran un set genético con mayor resistencia a antibióticos. No sólo eso, sino que también se 

puede observar que aquellas cepas colectadas de animales de granja, durante los últimos 10 años (2010- 

2018) en Norteamérica, son aquellas que presentan una mayor tasa de multirresistencia (Rivera-Mendoza 

et al., 2020). 

Existen estudios en donde se han utilizado las nanopartículas de óxido de zinc, plata, óxido de cobre y 

dióxido de titanio para inhibir el crecimiento de C. jejuni (Xie et al., 2011; Duffy et al., 2018; Ali et al., 2019). 

Se ha demostrado la acción del óxido de zinc utilizando concentraciones mínimas inhibitorias que van de 

25 a 50 μg/mL para actuar como un bactericida. Aunado a lo anterior, se logró ver a través de un análisis 

de expresión génica, que los niveles de expresión de los genes kata, ahpC y dnaK, los cuales codifican para 

una catalasa, peroxidasa y chaperona, respectivamente, aumentan con la exposición a las nanopartículas 

metálicas. Los productos de los primeros dos genes actúan frente al estrés oxidativo, y el último en 

respuesta contra del estrés general de la bacteria (Xie et al., 2011). Esto cobra particular importancia 

debido a que las enzimas catalasa y peroxidasa tienen efecto frente a la presencia de radicales libres, así 

como especies reactivas de oxígeno que pueden afectar diversas estructuras de la célula bacteriana 

(Betancur-Henao et al., 2016). Por otro lado, la proteína chaperona DnaK actúa como un sensor de estrés 

molecular frente al mal plegamiento de proteínas (Christensen et al., 2022). Dado que una de las 

interacciones bactericidas de las NPs es interferir con los ribosomas (Shih et al., 2023), la activación de 

este mecanismo cobra sentido como una respuesta de la bacteria frente al estrés. 

Estudios recientes han demostrado que las nanopartículas de plata presentan una alta actividad inhibitoria 

contra Campylobacter, con una concentración mínima inhibitoria (CMI) en un rango de 3.125 a 6.25 µg/mL 

(Duffy et al., 2018). Asimismo, se ha confirmado la eficacia del óxido de zinc contra C. jejuni, mientras que 

el óxido de cobre también ha mostrado efectos antimicrobianos favorables, aunque con variaciones entre 

cepas, lo que sugiere su potencial para el control de esta bacteria (Duffy et al., 2018). Además, este estudio 

enfatiza la influencia de las condiciones ambientales en la estabilidad y comportamiento de las 

nanopartículas, señalando que pueden agregarse, disolverse, o permanecer en estado aislado, factores 

determinantes para comprender su mecanismo de acción sobre los microrganismos (Duffy et al., 2018). 

Cabe mencionar que la evidencia presentada en los trabajos antes listados parte desde la síntesis 

inorgánica de las nanopartículas utilizadas para el control de C. jejuni, lo cual abre la brecha para proponer 
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un método de síntesis que sea amigable con el ambiente, dada la necesidad actual que tenemos en el 

mundo entorno a la contaminación ambiental y el manejo de residuos que deterioran al ambiente. 

1.4 Justificación 

La creciente resistencia a los antibióticos por parte de distintas especies y cepas de Campylobacter 

representa un gran riesgo para la salud de los seres humanos, por lo tanto, es necesario desarrollar 

alternativas para combatir a este patógeno transmitido por los alimentos y, además, asegurar que el 

desarrollo tecnológico no represente un gran impacto al ambiente. Es por ello que, en este trabajo, se 

evaluaron las nanopartículas metálicas utilizando la síntesis verde, para determinar su capacidad 

antibacteriana y su uso potencial para el control de Campylobacter. 

1.5 Hipótesis 

El extracto intracelular del hongo Ganoderma sessile fungirá como agente reductor y agente estabilizante 

para obtener nanopartículas metálicas de plata y óxido de cobre a las que el patógeno transmitido por los 

alimentos Campylobacter jejuni será susceptible. 

1.6 Objetivos 

1.6.1 Objetivo general 

Determinar el efecto de nanopartículas metálicas biosintetizadas, con el uso del hongo Ganoderma sessile, 

sobre el crecimiento e integridad celular en el patógeno transmitido por los alimentos Campylobacter 

jejuni. 

1.6.2 Objetivos específicos 

 Sintetizar y caracterizar nanopartículas de plata y nanopartículas de óxido de cobre utilizando al 
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hongo Ganoderma sessile. 

 Determinar la concentración mínima inhibitoria de las nanopartículas de plata y las 

nanopartículas de óxido de cobre para la inhibición de Campylobacter jejuni. 

 Obtener la ultraestructura celular de C. jejuni antes y después de la exposición a las 

nanopartículas de plata y nanopartículas de óxido de cobre. 

 Evaluar la susceptibilidad de aislados de alimentos, y clínicos, a las nanopartículas metálicas. 

 Describir el perfil metabolómico del extracto de Ganoderma sessile. 
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Capítulo 2.  Metodología 

2.1 Cultivo de Campylobacter jejuni 

Para insertar la numeraciónLa cepa de Campylobacter jejuni ATCC 33560 (McDermott et al., 2004) fue 

proporcionada por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA: U.S. Department of 

Agriculture) a través de la Dra. Beatriz Quiñones. Se cultivó a C. jejuni ATCC 33560 en placa de agar basal 

anaerobio (ABA) suplementado con 5% de sangre de carnero desfibrinada estéril. Se incubó dentro de 

bolsas plásticas selladas herméticamente con una atmósfera microaeróbica (10% de hidrógeno y 10% de 

dióxido de carbono, balanceado con nitrógeno (INFRA, Ensenada, Baja California, México)) durante 48 

horas. 

2.2 Cultivo de Ganoderma sessile y obtención de extracto 

El hongo Ganoderma sessile (cepa CDM1-Gs1) fue obtenido de la colección de cepas de laboratorio del 

Departamento de Microbiología (CICESE, Ensenada, México), y se cultivó en cajas de Petri con medio agar 

papa dextrosa (PDA) y se incubaron a 30°C durante 4 días. Posteriormente se tomaron trozos circulares, 

generados con la boquilla de un tubo Falcón de 15 mL, del micelio obtenido en placa y se colocaron en un 

matraz Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de caldo papa dextrosa (PDB). Se incubaron a 30°C con 120 RPM 

de agitación durante 1 semana para obtener el micelio del hongo. Se recuperó la biomasa y se lavó con 

agua destilada. Para obtener los componentes intracelulares del hongo, en un extracto acuoso, el micelio 

se maceró en un mortero de ágata con agua desionizada en proporciones de (1:1) (p/v). Después, se filtró 

con filtros Whatman de 0.45 µm utilizando una bomba de vacío. Posteriormente se filtró nuevamente el 

extracto utilizando jeringas de 50 mL y un filtro de 0.2 µm. Finalmente, el extracto se guardó en viales de 

vidrio a 4°C. 

2.3 Síntesis de nanopartículas metálicas 

Los precursores metálicos fueron: nitrato de plata (AgNO3) de Sigma-Aldrich (101510) y sulfato de cobre 

pentahidratado (CuSO₄·5H₂O) de Sigma-Aldrich (102780). Se prepararon soluciones de nitrato de plata a 
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1 mM y de sulfato de cobre a 15 mM. Asimismo, se preparó solución de hidróxido de sodio (NaOH) a 100 

mM. Se colocó extracto acuoso intracelular (EAI) de G. sessile con solución de CuSO₄·5H₂O en una 

proporción 1:3 (v/v) (EAI:CuSO₄), y con solución de AgNO3 en una proporción 1:1 (v/v) (EAI:AgNO3). A cada 

una de las mezclas se les modificó el pH utilizando el NaOH hasta llegar a un valor de 8. Posterior a esto, 

las mezclas se incubaron a 60°C durante 72 horas en oscuridad. Esto fue una modificación de lo reportado 

en los trabajos de Murillo-Rábago et al., 2022, y Flores-Rábago et al., 2023). 

2.4 Ensayos de inhibición del crecimiento de C. jejuni con nanopartículas 

metálicas 

Para probar la actividad antimicrobiana de las nanopartículas biosintetizadas se realizó un primer ensayo 

contra la bacteria. Se tomó un cultivo fresco en placa de C. jejuni ATCC 33560 y se realizó una suspensión 

bacteriana en caldo Bolton medida a 600 nm (OD600) de longitud de onda hasta llegar a una densidad 

óptica de 0.8. Posteriormente, las nanopartículas fueron concentradas para eliminar el medio acuoso en 

el que se encontraban suspendidas, y se resuspendieron en caldo Bolton (1X). 

Se utilizaron microplacas de 96 pocillos para hacer el cultivo de susceptibilidad de las bacterias contra las 

nanopartículas. En cada pocillo se mezclaron las nanopartículas y la suspensión bacteriana, a manera que 

el ajuste del inóculo bacteriano quedara a una densidad óptica de 0.4 OD600. Y que las concentraciones 

de las CuONPs fuesen: 56.4 µg/mL, 28.2 µg/mL, 14.1 µg/mL, 7.05 µg/mL y 3.52 µg/mL, mientras que para 

las AgNPs fuesen: 11.8 µg/mL, 5.9 µg/mL, 2.9 µg/mL, 1.4 µg/mL, 0.7 µg/mL. 

En la fila A se colocó un control negativo conteniendo 150 µL de nanopartículas resuspendidas en caldo 

Bolton. Las filas B a G contendrán 150 µL de volumen final con la combinación de nanopartículas y 

suspensión bacteriana. En la fila H se colocó el control positivo, conteniendo 150 µL la suspensión 

bacteriana ajustada a densidad óptica de 0.4 OD600 y sin nanopartículas. 

Después se incubaron las microplacas dentro de bolsas plásticas selladas herméticamente con una 

atmósfera microaeróbica durante 48 horas. Tras la preparación inicial, se realizó el estampado de los 

cultivos de cada pocillo utilizando el replicador de microplacas. Este dispositivo se sumergió durante 5 

segundos dentro de los pozos en la placa de 96 pocillos y, enseguida, se colocó sobre una placa Petri con 

ABA y sangre de carnero al 5% durante 5 segundos. Una vez completado este paso, las muestras se 
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incubaron dentro de bolsas plásticas selladas herméticamente con una atmósfera microaeróbica durante 

48 horas. 

Posteriormente, las nanopartículas se concentraron por centrifugación a 252 ×g durante 10 min para 

eliminar el medio acuoso en el que estaban suspendidas, y se resuspendieron en caldo Bolton (1x) a una 

concentración de 26 μg/mL para las nanopartículas de plata y 1 mg/mL para las nanopartículas de óxido 

de cobre. Los ensayos de inhibición del crecimiento se realizaron utilizando frascos de cultivo celular 

ventilados T-25 (Thermo Fisher Scientific). Se añadió una suspensión de células de C. jejuni, que se ajustó 

previamente a una densidad óptica de 0.8 OD600, y varias concentraciones de las nanopartículas de plata 

en una relación 1:1 (v/v) para que el inóculo inicial de la bacteria quedara a 0.4 OD600 una vez mezclado 

con las nanopartículas. Las concentraciones de nanopartículas oscilaron entre 0.08 μg/mL y 13 μg/mL, y 

de las nanopartículas de óxido de cobre oscilaron entre 1 μg/mL y 100 μg/mL. Como control negativo se 

colocó una suspensión bacteriana a una densidad óptica de 0.4 OD600 en caldo Bolton (1x) en un frasco T- 

25 separado sin nanopartículas. Se colocaron los frascos T-25 en bolsas de plástico y se incubaron durante 

48 h a 42°C sin agitación y bajo una atmósfera microaeróbica. Después del período de incubación, se 

determinó el crecimiento de C. jejuni después de sembrar diluciones seriadas de la suspensión bacteriana 

en Oxoid Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base CM0739B (Thermo Fisher Scientific). Finalmente, 

luego de que las placas se incubaran durante 48 h a 42°C en microaerobiosis, se realizó la cuantificación 

de las unidades formadoras de colonias (UFC). La concentración mínima inhibitoria se definió como la 

concentración de nanopartículas donde no hubo crecimiento bacteriano. 

2.5 Caracterización de las nanopartículas 

2.5.1 Espectroscopía UV-Vis 

Una vez identificadas aquellas nanopartículas con actividad antimicrobiana, se procedió a realizar su 

caracterización. Primero se midió el espectro de absorbancia con un espectrofotómetro UV-Vis (JENWAY 

6505) en las longitudes de onda de 200 a 700 nm. Se tomó 1 mL de reacción y se depositó en una celda de 

cuarzo para realizar la lectura. Así mismo se midió la absorbancia de la solución de AgNO3, CuSO₄ y del 

extracto acuoso de G. sessile. El pico de absorbancia para las AgNPs se espera encontrar entre los 400 y 

480 nm, mientras que el de las CuONPs está entre 250 y 300 nm. 
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2.5.2 Potencial zeta y diámetro hidrodinámico 

El potencial zeta y el diámetro hidrodinámico de las nanopartículas sintetizadas, fueron analizados 

mediante dispersión dinámica de luz con un instrumento Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). Se tomó una 

muestra de 1 mL de AgNPs y CuONPs, y se depositó en una celda capilar plegada desechable (Malvern 

Panalytical). 

2.5.3 Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

Para obtener el tamaño y la forma de las nanopartículas obtenidas, se depositaron 5 µL de cada producto 

de síntesis de las nanopartículas sobre rejillas de cobre cubiertas de formvar/carbón y se dejaron secar a 

temperatura ambiente. Una vez que la muestra estaba completamente seca se analizó en el microscopio 

electrónico de transmisión (TEM) (Hitachi 7500) a 100 kV. 

Para generar los gráficos de tamaño de las nanopartículas, se capturaron imágenes de ambas con el 

software ImageJ versión 1.8.0 (Schneider et al., 2012), y luego se analizaron los datos de tamaño de 

partícula utilizando el software R, versión 4.1.3 (https://www.r-project.org/). 

2.6 Ensayo de ultraestructura 

2.6.1 Preparación de muestras para microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

Para evaluar el efecto de la exposición a nanopartículas sobre C. jejuni, los cultivos se incubaron en 

presencia de las nanopartículas de plata y de óxido de cobre a las concentraciones mínimas inhibitorias de 

6.7 μg/mL y 10 μg/mL, respectivamente, y luego se prepararon para el análisis microscópico como se 

describió previamente en el trabajo de Vazquez-Muñoz et al. (2014). Después de la incubación durante 48 

h a 42°C en condiciones microaeróbicas, las muestras se centrifugaron durante 5 min a 252 × g para los 

procesos de fijación y deshidratación, seguido de 10 min a 1006 × g durante la infiltración. Los sedimentos 

obtenidos se fijaron con glutaraldehído al 2% en tampón de fosfato 0.05 M durante 30 min a temperatura 

ambiente. Después de la fijación, las células se lavaron con PBS 1×, se fijaron posteriormente con 

tetraóxido de osmio al 1% durante 2 h a 4°C y luego se deshidrataron con una serie de etanol durante 15 

http://www.r-project.org/)
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min a cada concentración (15, 30, 50 y 75%) y durante 30 min con etanol al 100%. Posteriormente, las 

muestras se infiltraron en una serie de resina-etanol a varias concentraciones (15, 30, 50, 75 y 100%) 

durante 15 min a cada concentración de resina y se dejaron durante la noche con resina Spurr al 100% 

(Science Services, Copenhague, Dinamarca). Finalmente, las muestras se colocaron en moldes que 

contenían resina Spurr al 100% y se polimerizaron a 60°C durante 24 h. Después de enfriarse, las muestras 

se seccionaron utilizando un ultramicrotomo Leica Ultracut R (Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, 

EE. UU.). Se montaron ultracortes delgados de 70 nm en rejillas de cobre de malla 75 recubiertas con 

formvar/carbono y se analizaron con un microscopio electrónico de transmisión (Hitachi H7500) operado 

a 100 kV. Las secciones se examinaron sin tinción posterior para una mejor detección de nanopartículas. 

2.7 Ensayos con otras especies y cepas de Campylobacter 

Una vez determinada la CMI de las nanopartículas de plata, así como de las nanopartículas de óxido de 

cobre, se tomó esta concentración para evaluar la susceptibilidad de dos cepas de C. jejuni, dos cepas de 

C. coli y una cepa de C. lari (Tabla 1). 

Tabla 1 Especies y cepas de Campylobacter utilizadas en este trabajo. 

Especie Cepa Origen Tamaño del 

cromosoma 

Contenido de 

G+C 

Plásmidos cadF PEB1 

C. jejuni 81-176 

(1864)* 

Clínico 1.7 Mb 30.50% 2 1 4 

 1221** Pollo 1.77 Mb 30.31% 0 1 4 

C. coli 2228** Pollo 1.68 Mb 31.37% 1 1 4 

 1517*** Pollo - - - - - 

C. lari 2100** Clínico 1.5 Mb 29.64% 1 1 4 

*El nombre original de la cepa C. jejuni 1864 es “81-176” (Black et al., 1988), pero fue manejada como 1864 en este estudio. 
**El nombre de estas cepas es RM1221, RM2228, y RM2100 (Fouts et al., 2005), pero se manejaron solamente con los números en este estudio. 
***No se tiene información sobre las características genómicas de esta cepa ya que no ha sido secuenciada (Miller et al., 2005). 
cadF y PEB01 son adhesinas que pertenecen a los factores de virulencia en Campylobacter (Fouts et al., 2005). 
 

Se siguió la misma metodología utilizada en el ensayo anterior donde se resuspendieron ambos tipos de 

nanopartículas en medio líquido Bolton (1x), y se cultivaron con un inóculo inicial de 0.4 OD600 de 

absorbancia de cada una de las bacterias. 

Además, se realizó un ensayo con sensidiscos con 5 antibióticos para corroborar, o complementar, la 
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información acerca de los aislados con los que se contaba (Tabla 2). El ensayo consistió en generar un 

césped de tres de las bacterias (C. jejuni 1864, C. coli 2228 y C. lari 2100) partiendo de una densidad óptica 

de 0.4 OD600, y colocando los sensidiscos en una placa Petri de ABA. 

Tabla 2 Información sobre la resistencia a los antibióticos de las cepas C. jejuni 1864, C. jejuni 1221, C. coli 2228 y C. 
lari 2100 (Fouts et al., 2005). 

 
Familia 

 
Antibiótico 

C. jejuni 81-176 
(1864) 

 
C. jejuni 1221 

 
C. coli 2228 

 
C. lari 2100 

Aminocumarina Novobiocina  S S R 

Aminoglucósidos Gentamicina  S S S 

 Kanamicina  S R S 

 Neomicina S S R S 

β-lactámicos Aztreonam  R R R 

 Ampicilina  I S I 

Cefalosporinas Cefamandol  R R R 

 Cefazolina  R R R 

 Cefixima  R R R 

 Cefmetazol  R R I 

 Cefonicida  R R R 

 Cefoperazona  R R I 

 Cefotetán  R R I 

 Cefoxitina  R R I 

 Cefpodoxima  R R R 

 Cefprozil  R R R 

 Ceftazidima  R R I 

 Ceftibuteno  R R I 

 Ceftriaxona  R S R 

 Cefuroxima  R R R 

 Cefalotina  R R R 

 Moxalactama  R S I 

Penicilinas Mezlocilina  R S I 

 Penicilina  R I R 

 Piperacilina  I S R 

 Ticarcilina  I S I 

Macrólidos Azitromicina  S R S 

 Clindamicina  S R S 

 Eritromicina  S R S 

 Tilmicosina  S R S 

Quinolonas Cinoxacina  S S R 

 Enrofloxacina S S S I 

 Lomefloxacina  S S R 

 Ácido nalidíxico  S S R 

 Norfloxacina  S S R 

 Ofloxacina  S S R 
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 Ácido oxolínico  S S R 

Sulfonamidas Sulfametoxazol R R R   S 

 Triple sulfamida  R R S 

Tetraciclinas Minoxiclina  S R S 

 Oxitetraciclina S S R S 

 Tetraciclina S S R S 

2.8 Análisis metabolómico de Ganoderma sessile 

2.8.1 Obtención de muestras 

Se realizó el cultivo en líquido de G. sessile tal como se describió previamente para la obtención del EAI. 

Posterior a los 7 días de cultivo en líquido, se dividió en tres partes al hongo: Sobrenadante (SN), biomasa 

(BM) y el extracto acuoso intracelular (EAI). 

2.8.2 Liofilización de las muestras 

Se prepararon los tres tipos de muestras para liofilización: 

 Extracto acuoso intracelular (EAI): Se tomaron 10 mL del EAI y se colocaron en dos tubos Falcon 

de 50 mL. 

 Biomasa (BM): La biomasa lavada se centrifugó para eliminar la mayor cantidad de agua posible. 

Debido a que no se alcanzó un peso seco completo, la biomasa ligeramente húmeda se midió en 

volumen, y se distribuyó 1 mL en cada uno de tres tubos Eppendorf de 1.5 mL. 

 Sobrenadante (SN): Se filtró el sobrenadante con filtros de 0.2 µm y se distribuyó en tres tubos 

Eppendorf de 1.5 mL, con 1 mL en cada uno. 

Las muestras se congelaron a -80°C durante 6 horas y posteriormente se liofilizaron en un SpeedVac 

Vacuum Concentrator durante 24 horas. Una vez finalizada la liofilización, las muestras secas se 

almacenaron en sus respectivos tubos -20°C para su conservación a largo plazo. 
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2.8.3 Extracción de metabolitos 

La extracción de metabolitos se realizó siguiendo la metodología descrita por Meza-Villezcas et al. (2022), 

basada en el protocolo de Flores-Núñez et al. (2023), sin modificaciones. Las muestras liofilizadas (EAI, BM 

y SN) se sometieron a un proceso de extracción con una mezcla de solventes orgánicos. Brevemente, cada 

muestra seca se resuspendió en 500 µL de una mezcla de metanol:acetonitrilo:acetato de etilo en una 

proporción 1:1:1 (v/v). La suspensión se sonicó durante 30 minutos a temperatura ambiente para facilitar 

la extracción de los metabolitos. 

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4°C para separar los 

componentes insolubles. El sobrenadante se recuperó y se transfirió a un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Los 

solventes se evaporaron en un sistema SpeedVac a temperatura ambiente hasta obtener los extractos 

deshidratados. 

Los extractos secos se resuspendieron en una solución de agua y acetonitrilo (80:20 v/v) y se centrifugaron 

nuevamente a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4°C para eliminar partículas insolubles. El sobrenadante 

libre de partículas se recuperó para su posterior análisis. Adicionalmente, se prepararon muestras de 

control de calidad (QC) mezclando volúmenes iguales de todos los sobrenadantes libres de partículas en 

un solo tubo. El blanco experimental consistió en agua desionizada estéril sin ningún tipo de inóculo. 

2.8.4 Procesamiento de las muestras por LC-MS2 

El lote de inyección en el espectrómetro de masas consistió en 8 viales con muestras experimentales, dos 

blancos experimentales (cada uno con 20 µL) y un vial con 30 µL de QC. De estos viales, se inyectaron 3 µL 

en un cromatógrafo de líquidos Agilent 1260, equipado con columna C18 ProtID-Chip-43 II. La fase móvil 

consistió en ácido fórmico (FA) al 0.1% en agua para la fase A y FA al 0.1% en ACN para la fase B. Tras la 

separación cromatográfica, las muestras fueron analizadas en un espectrómetro de masas Agilent 65030 

Q-TOF en modo positivo, con adquisición dependiente de datos (DDA) a nivel MS/MS. Como control 

negativo, se utilizó una solución de la fase móvil A sin muestra. 
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2.8.5 Identificación de metabolitos 

El conjunto de datos obtenido del espectrómetro de masas en formato .d contiene la información 

espectral de los iones que llegan al detector de masas en cada muestra inyectada, a nivel de ionización 

(MS1), o de fragmentación (MS2). Estos espectros tienen asociados su respectiva masa-carga (m/z) y 

tiempo de retención (RT). 

Se utilizó el programa MSConvert de ProteoWizard (Chambers et al., 2012) para convertir los archivos en 

formato .d a .mzML, permitiendo su procesamiento por la plataforma Global Natural Products Social 

Molecular Networking (GNPS, Wang et al., 2016; Horai et al., 2010) versión más reciente V1.3.16 

(https://gnps.ucsd.edu), bajo la aproximación de Classical Molecular Networking (CMN) (La información 

puede ser consultada en el Anexo B). A partir de los espectros de fragmentación (MS2), GNPS generó una 

matriz de identificación de metabolitos y una representación visual del espacio químico (red molecular). 

En esta red, los nodos representan metabolitos que están interconectados por ejes que reflejan la similitud 

entre los espectros de fragmentación, aún si no existe una anotación directa en las bases de datos (Wang 

et al., 2016; Ojeda-González, 2023). 

La red molecular se construyó utilizando el flujo de trabajo en línea de GNPS (https://ccms- 

ucsd.github.io/GNPSDocumentation/), con los siguientes parámetros: una tolerancia de 0.02 Da para la 

masa del ion precursor y del fragmento, un filtrado de iones MS/MS dentro de +/- 17 Da de la masa del 

precursor, y una selección de los 6 iones fragmento más intensos en una ventana de +/- 50 Da a lo largo 

del espectro. Los bordes de la red se filtraron con un cosine score mínimo de 0.6 y al menos 4 picos 

coincidentes. Las conexiones entre un par de nodos se generan solo si ambos coinciden entre los 10 nodos 

más similares del otro. Los espectros de la red se compararon con las librerías espectrales de GNPS, 

aplicando los mismos filtros que a los datos de entrada. Se conservaron únicamente las coincidencias con 

un puntaje superior a 0.6 y al menos 4 picos coincidentes. 

Partiendo de que la plataforma GNPS genera las identificaciones estructurales al comparar los espectros 

MS2 obtenidos directamente con lo que existe reportado en las bases de datos, se buscó enriquecer la 

información de la red con otras herramientas de fragmentación in silico. Para ello, el archivo .MGF 

resultante de GNPS se utilizó como fuente de datos para DEREPLICATOR+ (DR) (Mohimani et al., 2018), 

MolDiscovery (MD) (Cao et al., 2021), y Sirius ver. 5.8.1 (Dührkop et al., 2019), el cual alberga múltiples 

herramientas de anotación in silico: Sirius (homónima al nombre del programa) y ZODIAC (Ojeda-González, 

2023), que permiten identificar y ranquear la fórmula química con el apoyo de bases de datos, 
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respectivamente (Ludwig et al., 2020); CSI:Finger ID que asigna estructura molecular con bases de datos 

(Dührkop et al., 2015) (La información puede ser consultada en el Anexo B). 

Una vez obtenidos los resultados de anotación en las plataformas, estos se depuraron utilizando la 

herramienta de análisis de datos KNIME (ver. 5.4.2) (Fillbrunn et al., 2017). Las matrices resultantes se 

unificaron en una sola, eliminando duplicados de estructura química y priorizando los metabolitos 

identificados por GNPS. Para la identificación de los metabolitos, se utilizaron descriptores como 

estructura molecular (InChIKeys), fórmula molecular y clasificación química (superclase, clase y subclase), 

mismaque fue obtenida mediante ClassyFire (Feunang et al., 2016, http://classyfire.wishartlab.com) y 

NPClassifier (Kim et al., 2021, https://npclassifier.ucsd.edu), utilizando un código en R (Anexo A). Esta 

información se organizó en una "librería espectral", una matriz de datos ordenados que contiene los 

descriptores mencionados para cada metabolito identificado, la cual fue filtrada por un parámetro de 

calidad (error de masa < 10 ppm) y no incluye elementos repetidos (a nivel SMILES). 

Se utilizó Cytoscape versión 3.10.3 (Shannon et al., 2003) para analizar la red del total de metabolitos 

identificados para G. sessile. Posteriormente, se seleccionó una subred correspondiente a un grupo de 

moléculas con significancia biológica para el grupo taxonómico de los hongos Basidiomicetos, grupo al que 

pertenece G. sessile. 

Para identificar los metabolitos potencialmente responsables de la actividad antimicrobiana, se realizó un 

análisis de comparación estructural mediante el algoritmo de Incrustación de Vecinos Estocásticos con 

Distribución t (t-SNE) en Data Warrior (Sander et al., 2015), para visualizar agrupamientos en los datos a 

partir de la proximidad de los puntos, siguiendo una metodología similar a la de Carballo-López (2024). 

2.9 Tratamientos al Extracto Acuoso Intracelular (EAI) para diferenciación de 

metabolitos 

Para complementar la identificación in silico de los posibles metabolitos dentro del EAI de G. sessile, se 

realizaron tratamientos similares al extracto como lo reportaron Villa-Rodriguez et al. (2021). 

 

http://classyfire.wishartlab.com/
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2.9.1 Efecto de la proteinasa K y la temperatura sobre la actividad antibacteriana de 

los metabolitos intracelulares producidos por G. sessile 

La estabilidad térmica se probó esterilizando en autoclave 5 mL de EAI a 121°C y 15 lb/in2 durante 20 min. 

Agua desionizada sometida al mismo proceso de autoclave fue utilizada como control. Además, se probó 

la estabilidad del EAI frente a la proteinasa K añadiendo esta enzima a 5 mL de EAI (para alcanzar una 

concentración final de 100 μg/mL), seguida de una incubación a 37°C durante 30 min. Se utilizó agua 

desionizada estéril con la misma concentración de proteinasa K como control. Finalmente, se probó la 

actividad antimicrobiana del EAI tratado, por triplicado contra la cepa C. coli 2228 en un ensayo en placa 

de 96 pocillos como se describió anteriormente. 
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Capítulo 3.   Resultados 

3.1 Síntesis y caracterización de las nanopartículas 

3.1.1 Reacción de síntesis 

La reacción para la síntesis de las CuONPs se realizó utilizando una solución de CuSO4·5H2O a 15 mM en 

una relación 1:3 (EAI:CuSO4). Se ajustó el pH a 8 con NaOH al 100 mM. Para la síntesis de las AgNPs se 

utilizó una solución de AgNO3 a 1 mM y se ajustó el pH a 8 con NaOH al 100 mM. Posteriormente, se 

incubaron durante 96 h a 60°C. Cabe resaltar que la reacción de CuONPs tuvo un viraje de color azul en 

cuanto se añadió el NaOH. Este color azul se mantuvo posterior a las 96 h de incubación. Por otro lado, la 

reacción de AgNPs tuvo un viraje leve a café tenue, el cual se intensificó posterior a las 96 h de incubación. 

Estas preparaciones se colocaron en viales de vidrio para resguardo a temperatura ambiente y sin 

exposición a la luz. 

3.2 Caracterización de nanopartículas 

3.2.1 Espectrofotometría UV-Vis 

Se realizó la medición de la absorbancia con un barrido de entre 200 y 400 nm, tomando una muestra de 

1 ml de las CuONPs con el pH ajustado a 8. Se observó que el pico más alto de absorbancia fue a una 

longitud de onda de 290 nm (Figura 7).  

Para la lectura de las AgNPs, también se tomó una muestra de 1 ml y se utilizó un barrido de 200 a 700 nm. 

Se observó que el mayor pico de absorbancia fue a una longitud de onda de 420 nm (Figura 8).  
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Figura 7 Espectro UV-Vis de las nanopartículas de óxido de cobre (CuONPs) sintetizadas con el EAI de G. sessile a 
pH de 8. El pico máximo de absorbancia se encontró en 290 nm. 

 

 

Figura 8 Espectro UV-Vis de las nanopartículas de plata (AgNPs) sintetizadas con el EAI de G. sessile a pH de 8. El 
pico máximo de absorbancia s encontró en 420 nm. 

3.2.2 Dispersión de luz dinámica (DLS) 

Para esta medición, se tomaron 100 μL de ambas muestras de nanopartículas, y se aforaron a 1000 μL con 

agua desionizada para que se lograra realizar la lectura con el mínimo ruido posible. En la muestra de 

CuONPs se obtuvo un diámetro hidrodinámico de 347.2 nm y un PDI de 0.474 (Figura 9). Mientras que en 

la de AgNPs el diámetro hidrodinámico fue de 88.79 nm y el PDI de 0.427 (Figura 10). 
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Figura 9 Dispersión de luz dinámica de las CuONPs para determinación aproximada del tamaño a través del 
diámetro. Índice de polidispersidad: 0.474 representando distintas poblaciones de tamaños que pueden ser 
observadas en el gráfico. 

 

 

Figura 10 Dispersión de luz dinámica de las AgNPs para determinación aproximada del tamaño a través del 
diámetro. Índice de polidispersidad: 0.427 representando distintas poblaciones de tamaños que pueden ser 
observadas en el gráfico. 

3.2.3 Análisis de potencial zeta 

Para realizar las lecturas del potencial Z, las muestras se prepararon de la misma manera que para la 

lectura del diámetro hidrodinámico. La muestra de CuONPs tuvo un potencial z de -21.0 mV (Figura 11), 

mientras que las de AgNPs fue de -24.4 mV (Figura 12). Esto nos muestra una buena estabilidad de las 

nanopartículas al momento de la síntesis. Sin embargo, es importante seguir monitoreando las 

nanopartículas al paso de algunos meses después de haberse sintetizado, para revisar la estabilidad a 

través del paso del tiempo 
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Figura 11 Potencial zeta de las CuONPs con valor de -21.0 mV 

 

 

Figura 12 Potencial zeta de las AgNPs con valor de -24.4 mV. 

3.2.4 Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

Las muestras fueron analizadas bajo microscopía electrónica de transmisión, obteniendo formas 

cuasiesféricas en ambos casos. De igual manera, se puede observar una matriz de materia orgánica 

alrededor de las NPs (Figuras 13 y 14). El valor de la moda de tamaño para las AgNPs fue de 5 nm (Figura 

13), mientras que para las CuONPs fue entre 2.5 y 3 nm (Figura 14). 
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Figura 13 Caracterización de las AgNPs a pH de 8 a través de microscopía electrónica de transmisión. A) Histograma 
de frecuencia de los tamaños de las AgNPs; B) Imagen obtenida con una magnificación 100 kx a 80 kV, barra de escala 
de 150 nm. 

 

 

Figura 14 Caracterización de las CuONPs a pH de 8 a través de microscopía electrónica de transmisión. A) 
Histograma de frecuencia de los tamaños de las CuONPs; B) Imagen obtenida con una magnificación 100 kx a 80 kV, 
barra de escala de 50 nm. 
 

3.3 Ensayos de inhibición en líquido de C. jejuni con AgNPs y CuONPs 

Se realizaron 2 tipos de ensayos para observar el efecto de las nanopartículas metálicas en el crecimiento 

de C. jejuni. 

El resultado del primer ensayo para determinar la actividad antibacteriana de ambos tipos de 

nanopartículas mostró que las bajas concentraciones de las nanopartículas fueron suficientes para inhibir 

el crecimiento bacteriano de C. jejuni, como se observa en la Figura 15. Dentro de los óvalos amarillos, se 

puede observar que las bacterias no crecieron a concentraciones de 10 μg/mL para las nanopartículas de 

plata y concentraciones de 20 μg/mL para las nanopartículas de óxido de cobre. 
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Figura 15 Placa de Agar Basal Anaerobio con el estampado del cultivo de C. jejuni con distintas concentraciones de 
nanopartículas de óxido de cobre y plata. A) AgNPs: columnas 1-5 y filas A-C concentraciones de 11 μg/mL, 5.9 
μg/mL, 2.9 μg/mL, 1.4 μg/mL, 0.7 μg/mL por triplicado; B) columnas 1-5 y filas D-F de 54 μg/mL, 27 μg/mL, 13.5 
μg/mL, 7 μg/mL y 3.5 μg/mL; C) columna 11: cultivo de C. jejuni ATCC 33560 sin ningún tratamiento; D) columna 12: 
nanopartículas diluidas en medio líquido Bolton. 
 

Para el segundo experimento, después de retirar el agua en la que se encontraban suspendidas las 

nanopartículas, y disolver a éstas en medio de cultivo Bolton, se incubó durante 48 h un inóculo de C. jejuni 

con absorbancia de 0.4 OD600, con distintas concentraciones de las nanopartículas resuspendidas en 

medio. 

Observamos que en el tratamiento con las AgNPs existe una clara disminución de las unidades formadoras 

de colonia a una concentración de 6.7 μg/mL (Figura 16), que resulta menor al primer acercamiento con 

el ensayo previo del estampado donde observamos ausencia de crecimiento bacteriano a una 

concentración de 10 μg/mL. 

Por otro lado, en el efecto de las CuONPs podemos observar que a 10 μg/mL no hay crecimiento bacteriano 

(Figura 17), a diferencia del ensayo del estampado, donde es hasta una concentración de 50 y 20 μg/mL 

donde ya no visualizamos crecimiento bacteriano. 
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Figura 16 Conteo de unidades formadoras de colonia (UFC) después de 42 horas de cultivo de C. jejuni ATCC 33560 
con distintas concentraciones de AgNPs. 

 

 

Figura 17 Conteo de unidades formadoras de colonia (UFC) después de 42 horas de cultivo de C. jejuni ATCC 33560 
con distintas concentraciones de CuONPs. 
 

De esta manera, la concentración mínima inhibitoria para nanopartículas de plata se definió como 6.7 

μg/mL, y para las nanopartículas de óxido de cobre se definió como 10 μg/mL. 

3.4 Determinación de la producción de Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) 

Se midió la producción de ROS para determinar si la exposición a MNPs activaba una respuesta de estrés 

oxidativo en las bacterias. Observamos en el caso de AgNPs, la mayor concentración probada fue de 10 

μg/mL y vimos, en comparación con el control positivo, que la producción de ROS fue menor, incluso que 

el control negativo (Figura 18). 
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Figura 18 Producción de ROS por C. jejuni expuesta a AgNPs; C- = sin tratamiento, C+ = control positivo usando 
H2O2 1 mM. Los resultados son media + DE (n = 3) (ANOVA de una vía con prueba de Tukey). 
 

En el caso de CuONPs, nuestra mayor concentración mostró la producción máxima de ROS, incluso que el 

control positivo. Aunque en las concentraciones de 100, 50, 20 y 10 μg/mL no vimos crecimiento 

bacteriano después de 48 h de incubación, el estrés producido por ROS a las 3 h de incubación fue similar 

a nuestro control positivo (Figura 19). 

 

Figura 19 Producción de ROS por C. jejuni expuesta a CuONPs; C- = sin tratamiento, C+ = control positivo usando 
H2O2 1 mM. Los resultados son media + DE (n = 3) (ANOVA de una vía con prueba de Tukey). 

3.5 Ensayos de ultraestructura 

En la figura 20 se observa que ambos tipos de NP interactúan a nivel de membrana celular con C. jejuni. 

La presencia de nanopartículas se indica con las flechas blancas, se puede observar que rodean las 
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células bacterianas y también se encontraron en el interior de la célula. 

 

Figura 20 Micrografía de C. jejuni 33560 después de ser incubadas durante 24 h con AgNPs. A) Célula expuesta a las 
AgNPs, barra de referencia 200 nm. B) Amplificación de la zona dentro del recuadro rojo en A donde se visualiza la 
presencia de nanopartículas dentro de la célula bacteriana, barra de referencia 100 nm. Micrografía de C. jejuni 
después de ser incubadas durante 24 h con CuONPs. A) Células expuestas a las CuONPs, barra de referencia 200 nm. 
B) Amplificación de la zona donde se aprecia la presencia de nanopartículas en la membrana de la bacteria, barra de 
referencia 100 nm. 

3.6 Actividad antimicrobiana de las nanopartículas contra otras especies y 

cepas de Campylobacter 

Antes de realizar el ensayo con el tratamiento de ambos tipos de nanopartículas, se realizó una prueba 

rápida de antibiograma con 3 de las 5 cepas de Campylobacter (Figura 21).  

La resistencia y susceptibilidad de las cepas C. coli 2228 y C. lari 2100 fueron concordantes con lo reportado 

en la literatura (Tabla 2). Mientras que para la cepa C. jejuni 1864 se registró solamente resistencia contra 

uno de los antibióticos que fue el Sulfametoxazol (Tabla 3). 
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Figura 21 Antibiograma de las cepas (A) C. jejuni 1864, (B) C. coli 2228 y (C) C. lari 2100 con los antibióticos: 
Sulfametoxazol a 23.75 μg (1) de la familia de las Sulfonamidas, Enrofloxacina a 5 μg (2) de la familia de las 
Quinolonas, Neomicina a 30 μg (3) de la familia de los Aminoglucósidos, y Oxitetraciclina (4) y Tetraciclina a 30 μg (5) 
de la familia de las Tetraciclinas. 

 

Tabla 3 Perfil de resistencia y susceptibilidad a 5 tipos de antibióticos probados en este trabajo. 

 

De la misma manera que los ensayos con la cepa de referencia ATCC, se obtuvieron los resultados del 

tratamiento de las especies C. jejuni 1864, C. jejuni 1221, C. coli 2228, C. coli 1517 y C. lari 2100, con la 

concentración mínima inhibitoria previamente definida para ambas nanopartículas. En ambos casos todas 

las cepas tuvieron una inhibición del 100% (Figura 22). 
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Figura 22 Unidades formadoras de colonia (UFC) después de 48 h de incubación de las nanopartículas de plata y 
óxido de cobre con las distintas especies y cepas de Campylobacter (C. jejuni 1864, C. jejuni 1221, C. coli 2228, C. 
coli 1517 y C. lari 2100). 

3.7 Composición del extracto acuoso intracelular de Ganoderma sessile 

Para obtener una lista de mayor confiabilidad, se eliminaron los metabolitos repetidos, obteniendo un 

total de 525 metabolitos únicos en 36 clases químicas y 237 metabolitos sin clasificación (Figura 23). 

 

Figura 23 Distribución de las 10 clases químicas representativas de metabolitos en el hongo Ganoderma sessile. 
Las clases químicas que no están conformadas por al menos 3 metabolitos se agruparon en “Otros con <3” (7%). 237 
metabolitos (45.1%) no fueron clasificados. 
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La red molecular construida con GNPS, y enriquecida con anotaciones de Moldiscovery, Dereplicator y 

Sirius, cuenta con un total de 609 nodos, que forman 48 clústeres (Figura 24A). 

 

Figura 24 Representación espacial de las relaciones referentes a estructura química de los metabolitos en G. sessile. 
A) Red molecular de GNPS enriquecida con clases químicas de ClassyFire. Visualización de 609 nodos, las cuales 
comprenden 36 clases químicas diferentes. Las clases de los nodos se asignaron conforme a la clase química más 
predominante en cada clúster. B) Subred molecular de acilos grasos. Aquellos nodos con un contorno color morado 
tienen una anotación estructural (SMILES), lo que permite una asignación putativa del nombre de la molécula: 1.- 
9,10-Dihydroxy-12Z-octadecenoic acid; 2.- Linolenic Acid; 3.- Aleuretic Acid; 4.- 9(10)-EpOME; 5.- 9(S)-HpOTrE; 6.- 9- 
Oxo-10E,12Z-octadecadienoic acid; 7.- 4-Hydroxynonenal; 8.- MoNA:790536 Linoleic acid; El grosor del eje 
corresponde al cosine score (grado de similitud entre espectros). El tamaño de los nodos indica la proporción de la 
relación masa-carga (m/z) del metabolito. 

 

Con el objetivo de identificar moléculas representativas en el grupo taxonómico de los hongos 

Basidiomicetos, se seleccionó una red molecular de metabolitos identificados en el metaboloma de G. 

sessile (Figura 24B). Las redes moleculares son representaciones gráficas del espacio químico en 

experimentos de espectrometría de masas en tándem (MS/MS), donde cada nodo corresponde a un 

espectro molecular y las aristas (ejes) reflejan similitudes estructurales basadas en patrones de 

fragmentación (Vincenti et al., 2020; Ometa Labs, 2024). Esta red permitió explorar la diversidad química 

del hongo al agrupar metabolitos en “familias moleculares” (compuestos relacionados por 

transformaciones bioquímicas como glicosilaciones u oxidaciones) y destacar compuestos de interés 

biológico. 
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Adicionalmente, se exploró la actividad biológica del extracto acuoso intracelular utilizado en la síntesis 

de nanopartículas (Figura 25). El extracto acuoso de G. sessile mostró actividad inhibitoria contra la cepa 

ATCC 33560, aunque esta fue menor en comparación con la actividad antimicrobiana exhibida por las 

nanopartículas metálicas. Dada su relevancia, el extracto se analizó con mayor detalle para intentar 

identificar los compuestos responsables de dicha inhibición. 

 

Figura 25 Ensayo de inhibición de C. jejuni ATCC 33560 utilizando el extracto acuoso intracelular de G. sessile, y las 
nanopartículas de Ag y CuO. 

 

En el marco de la descripción metabolómica del hongo, se identificaron los posibles metabolitos presentes 

en el extracto acuoso intracelular. Entre los metabolitos clasificados químicamente, los acilos grasos 

representaron el grupo más abundante (17%), seguido por los organooxigenados y los prenoles lípidos, 

cada uno con 6.38% (Figura 26). Por otro lado, las clases químicas con menor representación fueron los 

ácidos carboxílicos y los compuestos organonitrogenados, con un 2.84% para cada clase química. Además, 

se observó que un 47.5% de los metabolitos sin asignación de clase química específica, mientras que un 

17% correspondió a clases químicas con menos de 3 metabolitos. 
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Figura 26 Distribución de las 5 clases químicas de metabolitos que componen el Extracto Acuoso Intracelular (EAI) 
de Ganoderma sessile. Las clases químicas que no están conformadas por al menos 3 metabolitos se agruparon en 
“Otros con <3” (17%). 67 metabolitos (47.5%) no fueron clasificados. 

3.8 Estabilidad térmica y proteólisis de los metabolitos antibacterianos 

intracelulares producidos por G. sessile 

Para obtener más información sobre los componentes activos responsables de la actividad antimicrobiana, 

el extracto acuoso intracelular de G. sessile fue tratado con proteinasa K (100 μg/mL), así como esterilizado 

en autoclave a 120°C y 15 lb/in2.  

El extracto de G. sessile tratado con proteinasa K inhibió el crecimiento de C. coli 2228, así como el extracto 

esterilizado en autoclave (Figura 27). El extracto con los dos tipos de tratamientos tuvo un rango de 

inhibición similar a lo que inhibe el extracto solo. Sin embargo, después de realizar un análisis de Kruskal- 

Wallis para datos no paramétricos, y una prueba posterior de Dunn (Anexo A), no hubo diferencias 

significativas (p > 0.05) en comparación con el cultivo de la bacteria sin tratamiento, así como con agua 

esterilizada en autoclave, y agua tratada con prot einasa K. 
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Figura 27 Efecto del calor y la proteinasa K sobre la actividad antibacteriana del EAI de G. sessile. H2OpK = Agua 

destilada estéril incubada junto con proteinasa K (100 μg/mL); EAIA = EAI esterilizado en autoclave (120°C y 15 lb/in2); 
EAIpK = EAI incubado con proteinasa K (100 μg/mL). 
 

3.8.1 Potenciales compuestos con actividad antibacteriana producidos por G. sessile 

El t-SNE contrastó la estructura de los metabolitos encontrados en el EAI de G. sessile con aquellos 

reportados por la FDA con actividad antibacteriana conocida (Figura 28). El análisis reveló al menos 4 

metabolitos con estructura similar a otros compuestos con actividad antimicrobiana, lo que sugiere que 

también podrían compartir esta actividad. 

El metabolito 1, identificado como "647.45_26.08" en nuestro estudio, no coincidió con un compuesto 

específico en PubChem pero comparte similitudes estructurales con la Mupirocina reportada por la FDA. 

El metabolito 2, identificado como "4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic_acid" en nuestro estudio, 

corresponde a "4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid" en PubChem y exhibe similitud estructural con el 

Doconasol reportado por la FDA. El metabolito 3, identificado como "[4-(2,4-dimetil-1,3-tiazol-5- 

carbonil)piperazin-1-il]-tiofen-2-ilmetanona" en nuestro estudio, corresponde a "[4-(2,4-Dimetil-1,3- 

tiazol-5-carbonil)piperazin-1-il]-tiofen-2-ilmetanona" en PubChem y comparte similitud estructural con el 

Metronidazol reportado por la FDA. El metabolito 4, identificado como "Fucilina" en nuestro estudio, 

corresponde a "H-DL-Phe-DL-Asn-DL-Glu-DL-Phe-DL-Val-NH2" en PubChem y muestra similitud estructural 

con la Capreomicina reportada por la FDA. 
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Figura 28 Comparación de estructuras de metabolitos utilizando una proyección t-SNE, alineando aquellos 
identificados en este estudio con candidatos reportados por la FDA que exhiben actividad antibacteriana . Las 
estructuras seleccionadas se indican con flechas negras y están numeradas del 1 al 4. El panel izquierdo muestra las 
moléculas reportadas por la FDA, mientras que el panel derecho presenta los metabolitos del extracto acuoso 
intracelular (EAI) de G. sessile. La proyección se generó a partir de SMILES utilizando Data Warrior. 
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Capítulo 4.  Discusión  

Las infecciones por Campylobacter se abordan como un problema importante en todo el mundo. Esto no 

solo se debe a la incidencia reportada, con aproximadamente 550 millones de personas que padecen 

campilobacteriosis (Kreling et al., 2020), sino también a que afecta directamente a los países de ingresos 

bajos y medianos bajos (OMS; Dunn et al., 2018). Estudios recientes subrayan el creciente desafío de la 

resistencia a los antibióticos en cepas de Campylobacter (Rivera-Mendoza et al., 2020; Neustaedter et al., 

2023) y el dramático aumento de este problema asociado con la movilidad y la naturaleza infecciosa de 

determinantes como la flexibilidad del genoma bacteriano de este grupo de bacterias (Klemm et al., 2018). 

Varios estudios han investigado el potencial antimicrobiano de compuestos naturales y extractos de 

plantas contra C. jejuni. Por ejemplo, el estudio de Castillo et al. (2011) demostró los efectos inhibidores 

de extractos de especies de plantas comestibles o medicinales como Acacia farnesiana y Opuntia ficu- 

indica contra C. jejuni, lo que sugiere una vía prometedora para los agentes antimicrobianos naturales. 

Por otro lado, sabemos que actualmente los nanomateriales se utilizan en el campo de la medicina (Silva, 

2004) como alternativa contra patógenos multirresistentes a antibióticos (Seil y Webster, 2012; Mba y 

Nweze, 2021). Específicamente las nanopartículas metálicas poseen propiedades para eliminar dichos 

patógenos, y esta actividad antimicrobiana puede mejorarse combinándolas con otros compuestos (Mba 

y Nweze, 2021). Sin embargo, es crucial considerar el importante inconveniente que acompaña a este 

enfoque. 

Cuando hablamos de síntesis de nanopartículas, a menudo nos referimos al uso de diferentes productos 

químicos para diseñar y obtener estos nanomateriales. Estos métodos de síntesis se han visto restringidos 

debido a la toxicidad, la inestabilidad y la menor biocompatibilidad para aplicaciones biomédicas 

(Gahlawat y Choudhury, 2019). Las estrategias para aplicar técnicas que beneficien tanto el uso, como la 

reducción de los daños al ambiente y la salud, se han convertido en una prioridad en los últimos años 

(Gericke y Pinches, 2006; Nasrullah et al., 2020). 

Aunque existen numerosas formas de síntesis verde (Gericke y Pinches, 2006; Rana et al., 2020), el 

enfoque de este trabajo se ha centrado en el uso de hongos debido a su fácil adquisición, manejo y 

rendimiento de biomasa. Una búsqueda rápida revela que esta estrategia ha mostrado buenos resultados 

en la obtención de nanopartículas metálicas para inhibir el crecimiento de diferentes patógenos 

(Rajakumar et al., 2012; Balakumaran et al., 2016; Molnár et al., 2018; Mahanty et al., 2019; Clarance et 
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al., 2020; Flores-Rábago et al., 2023). Por lo tanto, resulta imperativo explorar esta alternativa para inhibir 

a C. jejuni, dado que, aunque algunos estudios han abordado el uso de nanopartículas metálicas contra el 

crecimiento de Campylobacter (Xie et al., 2011; Duffy et al., 2018; Silvan et al., 2018; Ali et al., 2020), este 

enfoque basado en métodos verdes no había sido implementado previamente para combatir este 

patógeno. 

Una de las metas al generar nanomateriales es proveerles de características necesarias para evitar su 

agregación (Phan y Haes, 2019), y que tengan la capacidad de ser reactivas para un efecto inhibitorio 

efectivo. Al realizar síntesis verde, hay distintos parámetros que deben ser adecuados, según el tipo de 

sistema, para asegurar dichas características (Jameel et al., 2020). 

En dos publicaciones anteriores al presente trabajo, se desarrolló un método de síntesis de nanopartículas 

de plata y de óxido de cobre, utilizando al hongo G. sessile (Murillo-Rábago et al., 2022; Flores-Rábago et 

al., 2023). Las condiciones y parámetros de síntesis descritas tuvieron algunas modificaciones para 

adecuarse al sistema donde se aplicarían para inhibir el crecimiento de C. jejuni. La modificación de 

variables como la concentración de NaOH (100 mM en el presente estudio), la temperatura y el tiempo de 

incubación de la reacción de síntesis (60°C por 72 h en este estudio para ambas NPs), así como el uso del 

extracto acuoso intracelular como agente reductor y estabilizador de las nanopartículas. 

La modificación de las variables antes mencionadas nos permitió obtener las características deseables para 

nuestras nanopartículas (Figuras 7 – 14). La estabilidad de nuestros nanomateriales fue monitoreada de 3 

a 12 meses después de su síntesis. A pesar de que se presentaron algunos cambios, éstos fueron menores 

y no significaron una reducción en la capacidad inhibitoria ante las bacterias. 

Al considerar el uso de nanopartículas de plata contra patógenos, es conocido que este material es 

eficiente para inhibir el crecimiento de diferentes bacterias (Kim et al., 2007; Lara et al., 2010; Guzman et 

al., 2012; Deshmukh et al., 2019). Nuestro grupo de laboratorio reportó concentraciones de 1 a 5 μg/mL 

para inhibir el crecimiento de E. coli, P. aeruginosa y S. aureus (Murillo-Rábago et al., 2022). Por su parte, 

Silvan et al., (2018) informaron concentraciones de 20 μg/mL contra C. jejuni. En contraste, nuestros 

resultados mostraron concentraciones más bajas, con una concentración mínima inhibitoria de 10 μg/mL 

(Figura 16) para el tratamiento contra C. jejuni. Por otro lado, Duffy et al., (2018) reportaron 

concentraciones mínimas inhibitorias de 3.12 a 6.25 μg/mL utilizando nanopartículas de plata. Aunque en 

este último estudio se obtuvieron concentraciones más bajas, es importante destacar que dichos 
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nanomateriales fueron sintetizados a través de un método químico, a diferencia de nuestro enfoque 

basado en métodos verdes. 

Las nanopartículas de cobre y óxido de cobre han demostrado eficacia en la inhibición de diversos 

patógenos (Bhavyasree y Xavier, 2022), y la concentración mínima inhibitoria puede variar según el 

mecanismo de acción empleado. En nuestro estudio, se determinó que concentraciones entre 10 y 20 

μg/mL lograron inhibir el crecimiento bacteriano en la primera prueba de calidad (Figura 15). Sin embargo, 

al realizar ajustes al método de evaluación y cuantificar las unidades formadoras de colonia de C. jejuni, se 

observó que 10 μg/mL fue la concentración en la que no se detectó crecimiento bacteriano (Figura 17). 

Esta discrepancia puede estar relacionada con la naturaleza de ambas pruebas. En el caso del estampador, 

es posible subestimar el número de bacterias presentes en la muestra, mientras que el conteo de las 

unidades formadoras de colonia proporciona una aproximación más precisa y realista de la cantidad de 

bacterias que sobrevivieron después al tratamiento. 

Aunque en nuestro trabajo previo reportamos concentraciones de 10 μg/mL para inhibir patógenos como 

E. coli y P. aeruginosa (Flores-Rábago et al., 2023), el método de determinación utilizado fue diferente en 

cada caso. Por lo tanto, sugerimos que es necesario comparar los resultados bajo condiciones 

metodológicas similares para garantizar la consistencia en la evaluación de los resultados frente a 

diferentes patógenos. En cuanto al estudio de Duffy et al. (2018), donde se reportó una concentración 

mínima inhibitoria de 6 a 10 μg/mL para inhibir el crecimiento de Campylobacter, no se especificó 

claramente el método empleado para determinar este valor. Además, mencionaron que no realizaron 

experimentos de crecimiento en sus cepas de Campylobacter debido a las dificultades asociadas con su 

cultivo. En nuestro caso, consideramos múltiples factores para el desarrollo de la prueba de conteo de 

unidades formadoras de colonia, como la preparación del stock de nanopartículas, lo cual fue crucial para 

garantizar un control preciso de la cantidad de nutrientes disueltos en la prueba, así como de la 

concentración exacta de nanopartículas. 

Para comprender el modo de acción de las nanopartículas metálicas, el ensayo de especies reactivas de 

oxígeno (Figuras 18 y 19) proporcionó información clave. Esto se debe a que ambos tipos de nanopartículas 

pueden ejercer su actividad antibacteriana a través de mecanismos distintos. En el caso de las 

nanopartículas de plata, en concentraciones de 10 y 6 μg/mL, el ensayo in vitro mostró la ausencia de 

crecimiento bacteriano (Figura 16), lo cual coincidió con los valores mínimos de producción de especies 

reactivas de oxígeno (Figura 18). Este resultado sugiere que, después de 3 horas de incubación con el 
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tratamiento de nanopartículas, la acción bactericida impidió la supervivencia de bacteria, lo que a su vez 

evitó la generación de estrés oxidativo y, por ende, la producción de especies reactivas de oxígeno. 

Por otro lado, en la mayor concentración de nanopartículas de óxido de cobre, se observó una producción 

máxima de especies reactivas de oxígeno (Figura 19). En contraste con la prueba de nanopartículas de 

plata, el tratamiento con nanopartículas de óxido de cobre (Figura 17) mostró producción de especies 

reactivas de oxígeno en todas las concentraciones evaluadas después de las 3 horas de exposición. Sin 

embargo, según nuestro análisis estadístico (ANOVA de una vía y prueba de Tukey) no se encontraron 

diferencias significativas en la producción de especies reactivas de oxígeno en ninguno de los niveles de 

concentración (Figura 19). Este fenómeno de alta producción de ROS con todas las concentraciones 

utilizadas puede deberse a que, a diferencia de las nanopartículas de plata, el óxido de cobre no ejerce un 

efecto inhibitorio inmediato sobre las bacterias. Tal como lo reportaron Shehabeldine et al. (2022), 

quienes observaron un efecto bactericida después de 6 a 8 horas al tratar bacterias patógenas como 

Escherichia coli, Klebsiella oxytoca y Staphylococcus aureus con nanopartículas de óxido de cobre. Además, 

múltiples bacterias poseen mecanismos para contrarrestar el cobre libre, como vías metabólicas, 

enzimáticas o de resistencia a metales pesados tóxicos (Brown et al., 1992; Rademacher y Masepohl, 2012; 

Arguello et al., 2013). 

Como se observa en la figura 20, existe una interacción entre ambos tipos de nanopartículas metálicas y 

el cuerpo celular de C. jejuni. El hecho de que las nanopartículas ejerzan efectos sobre la membrana 

bacteriana (Figura 20 A-B) como en el interior de la célula (Figura 20 C-D), sugiere un mecanismo de acción 

dual. Tal como se menciona en el trabajo de Dayem et al. (2017), la generación de estrés oxidativo es un 

factor clave en la actividad de las nanopartículas metálicas, desempeñando un papel crucial para la 

toxicidad inducida. Esta idea es respaldada por Balakumaran et al. (2016), quienes, al explorar la síntesis 

de nanopartículas metálicas mediante hongos, observaron daños a nivel celular similares a los reportados 

en nuestro estudio. 

Tras demostrar la efectividad de las nanopartículas metálicas para inhibir el crecimiento de la cepa de 

referencia C. jejuni ATCC 33560, el análisis se extendió hacia otras especies de Campylobacter provenientes 

de aislados clínicos y de pollo (Tabla 1). Cabe destacar que la mayoría de estas cepas presentan un perfil 

de multirresistencia a antibióticos (Tabla 2), siendo C. coli 2228 la cepa con mayor resistencia 

antimicrobiana (Figura 21 B). 
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La cepa C. jejuni 81-176 proviene de un aislado obtenido de una infanta de 9 años durante un brote 

bacteriano en Minnesota, E.U.A., asociado al consumo de leche bronca (Korlath et al., 1985). 

Posteriormente, esta cepa fue inoculada a 111 participantes voluntarios de un estudio (Black et al., 1988), 

de donde se aisló la cepa C. jejuni 1864. Esta última cepa mostró susceptibilidad a 4 de los 5 antibióticos 

que probamos en este trabajo (Tabla 3). 

Una de las cepas más relevantes en este estudio fue C. coli 2228, obtenida de pollo contaminado (Fouts et 

al., 2005). Esta cepa destacó por ser la que presenta mayor resistencia a antimicrobianos en nuestro 

trabajo (Tabla 2). Además, en un estudio reciente se reportó que la triptantrina, un alcaloide de origen 

herbal utilizado como agente antimicrobiano, requirió una concentración de 12.5 µM para inhibir a esta 

C. coli (Iwata et al., 2023), una concentración relativamente mayor que la necesaria para inhibir a C. jejuni, 

pero menor que la requerida para C. fetus. 

Por otro lado, la cepa C. lari 2100 fue aislada en 1985 de una infanta de 8 meses de edad en Colorado, 

E.U.A, quien presentó diarrea durante dos semanas (Tauxe et al., 1985). Esta cepa posee un perfil de 

multirresistencia a antibióticos amplio, lo que la ha catalogado como una cepa difícil de tratar y 

“emergente”, dado que esta especie se asocia comúnmente con animales marinos, particularmente 

almejas o gaviotas (Miller et al., 2008). 

Finalmente, la concentración mínima inhibitoria utilizada para inhibir el crecimiento de C. jejuni ATCC 

33560 demostró ser suficiente para inhibir por completo el crecimiento bacteriano de todas las demás 

especies y cepas de Campylobacter evaluadas (Figura 22). Este hallazgo es de gran relevancia, ya que, a 

pesar de la multirresistencia a antibióticos y el origen clínico o alimentario de algunas cepas, las 

nanopartículas sintetizadas mediante un método verde resultaron ser altamente efectivas. 

En la síntesis verde de nanomateriales es importante conocer la composición de los extractos utilizados 

para llevar a cabo la reacción. Como parte de la comprensión y descripción de las moléculas involucradas 

en la síntesis, se han publicado estudios en los que, además de sintetizar nanopartículas mediante 

métodos verdes, se analiza la composición de extractos orgánicos (Song y Kim, 2009; Filippi et al., 2017; 

Marslin et al., 2019). Este tipo de análisis se ha realizado principalmente en estudios que emplean 

extractos de plantas. Por ejemplo, en el trabajo de Shaik et al. (2017), se menciona que el uso de extractos 

frescos de hojas de Origanum vulgare incrementa el rendimiento en la obtención de nanopartículas de 

plata. Asimismo, Ali et al. (2016) reportaron que una mayor concentración del extracto acuoso de 

Artemisia absinthium resulta en una mayor concentración de nanopartículas de plata. 
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En el caso de la síntesis mediante el uso de hongos, Shukla e Iravani (2018, cap. 5) destacaron la 

importancia de conocer la naturaleza química de las moléculas presentes en los extractos fúngicos, ya que 

estas pueden conferir estabilidad y bioactividad a las nanopartículas sintetizadas. Basándonos en esto, 

después de sintetizar nuestras nanopartículas metálicas, realizamos pruebas para comparar la actividad 

antimicrobiana entre las nanopartículas y el extracto acuoso intracelular (Figura 25). Aunque ambas 

nanopartículas mostraron mayor efectividad inhibitoria contra C. jejuni ATCC 33560, el extracto acuoso 

intracelular de G. sessile logró inhibir aproximadamente el 40% del crecimiento bacteriano en su 

concentración máxima y cerca del 20% al diluirlo al 25% (Figura 25). 

El género Ganoderma es conocido por su alta concentración de polisacáridos, lípidos y derivados, así como 

por la presencia de diversos metabolitos secundarios en sus distintas especies (Trigos y Suárez-Medellín, 

2011; Sharma et al., 2019; Viceconte et al., 2021). En particular, la revisión de Baby et al. (2015) señala 

que los triterpenos, esteroides y polisacáridos son los metabolitos más abundantes en las especies de 

Ganoderma. El perfil molecular obtenido tras el análisis descriptivo de G. sessile reveló que los grupos más 

representativos en nuestra cepa son los acilos grasos y los prenoles lípidos (Figura 23). Esto coincide con 

lo reportado por Khadbaatar et al. (2024), quienes mencionan que existen diferencias significativas en la 

composición de metabolitos entre las especies de Ganoderma, particularmente en esteroides, 

triterpenoides, compuestos fenólicos y quinonas. Además, Biswal et al. (2022), sugieren que la variación 

en los tipos de triterpenos podría ser útil para distinguir entre especies de Ganoderma. 

Para obtener una descripción más amplia del metaboloma de G. sessile, se exploró una red molecular 

(Figura 24A), destacándose una subred compuesta por acilos grasos (Figura 24B). Entre los 

elementosidentificados mediante bases de datos se encuentran: 1.- 9,10-Dihydroxy-12Z-octadecenoic 

acid; 2.- Linolenic Acid; 3.- Aleuretic Acid; 4.- 9(10)-EpOME; 5.- 9(S)-HpOTrE; 6.- 9-Oxo-10E,12Z-

octadecadienoic acid; 7.- 4-Hydroxynonenal; 8.- MoNA:790536 Linoleic acid. De esta subred, resalta la 

presencia de ácidos grasos como el ácido linoleico, moléculas distintivas del género Ganoderma, tal como 

se reporta en el trabajo de Tokul-Olmez et al. (2018). Dado que nuestro enfoque es un análisis descriptivo, 

la abundancia de estos metabolitos enriquece la información sobre la cepa de G. sessile utilizada en este 

estudio. 

Al contar con información sobre la composición metabólica de G. sessile, y considerando el efecto 

inhibitorio del extracto acuoso intracelular sobre C. jejuni ATCC 33560, se analizó la fracción del extracto 

acuoso intracelular para identificar las posibles moléculas responsables de este efecto bactericida. Se 

decidió evaluar la inhibición bacteriana contra la cepa C. coli 2228, ya que, según nuestros análisis, esta 
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cepa presenta el perfil de resistencia a antibióticos más amplio entre las estudiadas. Sin embargo, al 

realizar las pruebas y un posterior análisis estadístico, no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre el efecto del cultivo sin tratamiento y los tratamientos con extracto acuoso intracelular. 

Inicialmente, el análisis de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos arrojó un valor de p < 0.05 (p = 

0.02169), sugiriendo posibles diferencias significativas. No obstante, tras aplicar la prueba de Dunn, 

ninguno de los pares de tratamientos mostró valores de p < 0.05, lo que sugiere que las moléculas 

responsables de la actividad bactericida podrían haber sido afectadas por la elevación de la temperatura 

o la acción de la proteinasa K. Esto requiere un análisis más detallado en futuros estudios. 

Por otro lado, para identificar posibles candidatos responsables del efecto antibacteriano, el análisis t-SNE 

(Figura 28) reveló que al menos cuatro moléculas presentes en el extracto acuoso intracelular tienen una 

estructura química similar a moléculas reportadas por la FDA con actividad antibacteriana. Una de ellas, 

catalogada con la masa “647.45_26.08”, presenta una estructura similar a la de los triterpenos, como los 

ácidos ganodéricos, los cuales han demostrado actividad antibacteriana en otras especies de Ganoderma 

(Biswal et al., 2022). 
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Capítulo 5.   Conclusiones 

Este es el primer reporte en el que se han probado con éxito nanopartículas biosintetizadas, derivadas del 

hongo G. sessile, como agentes antibacterianos contra el patógeno transmitido por los alimentos 

Campylobacter jejuni, así como contra otras especies relacionadas como C. coli y C. lari. Los resultados 

demuestran que las nanopartículas de plata exhiben una mejor acción inhibitoria, posiblemente debido a 

su interacción directa con la membrana bacteriana, lo que conduce a una rápida desestabilización y 

muerte celular. Por otro lado, las nanopartículas de óxido de cobre exhibieron un efecto inhibidor más 

lento, lo que podría atribuirse a la capacidad de las bacterias para incorporar el cobre en sus vías 

metabólicas, ejerciendo así una actividad antimicrobiana gradual pero efectiva. 

Las concentraciones mínimas inhibitorias obtenidas en este estudio (6.7 μg/mL para AgNPs y 10 μg/mL para 

CuONPs) son relativamente bajas en comparación con otros trabajos que emplean nanopartículas 

sintetizadas mediante métodos químicos, lo que destaca la eficacia de nuestro enfoque basado en 

métodos verdes. Además, estas nanopartículas demostraron ser efectivas incluso contra especies de 

Campylobacter con perfiles de multirresistencia a antibióticos, incluyendo C. coli 2228, que presentó la 

mayor resistencia antimicrobiana entre las cepas evaluadas. Este hallazgo es particularmente relevante, 

ya que resalta el potencial de las nanopartículas biosintetizadas como una alternativa prometedora para 

combatir patógenos resistentes a múltiples fármacos. 

Además, se exploró la composición metabólica del extracto acuoso intracelular de G. sessile, identificando 

la presencia de acilos grasos y prenoles lípidos como los grupos más representativos. Aunque el extracto 

acuoso intracelular mostró una actividad inhibitoria moderada contra C. jejuni ATCC 33560 (40% en su 

concentración máxima), no se observaron diferencias significativas en su efecto contra C. coli 2228, lo que 

sugiere que las moléculas responsables de la actividad bactericida podrían haber sido afectadas por las 

condiciones experimentales. Sin embargo, el análisis t-SNE identificó al menos cuatro moléculas con 

estructuras similares a compuestos reportados y aprobados por agencias reguladoras, como la FDA, con 

actividad antibacteriana, lo que abre nuevas vías para futuras investigaciones. 

En resumen, este trabajo destaca el potencial de las nanopartículas metálicas biosintetizadas a partir de 

G. sessile como agentes antimicrobianos efectivos contra Campylobacter, incluso en cepas 

multirresistentes. Este enfoque innovador no solo ofrece una alternativa sostenible y biocompatible para 

el control de patógenos transmitidos por los alimentos que representan un gran desafío en el camino de 
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la seguridad alimentaria y la salud pública, sino que también contribuye a la reducción del uso de métodos 

químicos tradicionales en la síntesis de nanomateriales. Futuros estudios deberán profundizar en la 

identificación de los metabolitos específicos provenientes del hongo Ganoderma responsables de la 

actividad antibacteriana y optimizar las condiciones de síntesis para maximizar su eficacia. 
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Anexos 

Anexo A. Códigos en R utilizados en la metodología 

####### Procesamiento de resultados de ClassyFire ###### 

library(dplyr) 

library(classyfireR) 

library(stringr) 

#Establecer directorio de trabajo  

WD <- "#PATH del directorio de trabajo" setwd(WD) 

inchi <- read.csv("InChI.csv") inchi <- as.list(inchi$stdinchikey) 

Classyfire <- purrr::map(inchi, get_classification) 

Superclass <- Classyfire 

for (i in 1:length(inchi)) { tryCatch({ 

Superclass[[i]] <- data.frame(c(Classyfire[[i]]@meta[1],Classyfire[[i]]@classification[2,2])) 

},error= function(e) {cat("Error", "\n")}) } 

Superclass <- do.call(bind_rows, Filter(Negate(is.null), Superclass)) 

Class <- Classyfire 

for (i in 1:length(inchi)) { tryCatch({ 

Class[[i]] <- Classyfire[[i]]@classification[3,2] 

},error= function(e) {cat("Error", "\n")}) } 

Class <- do.call(bind_rows, Filter(Negate(is.null), Class)) 

Subclass <- Classyfire 
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for (i in 1:length(inchi)) { tryCatch({ 

Subclass[[i]] <- Classyfire[[i]]@classification[4,2] 

},error= function(e) {cat("Error", "\n")}) } 

Subclass <- do.call(bind_rows, Filter(Negate(is.null), Subclass)) 

Classifications <- transform(cbind(Superclass, Class, Subclass), inchikey = sub("InChIKey=", "", inchikey)) 

colnames(Classifications) <- c("InChIKey", "Superclass", "Class", "Subclass") 

Classifications$Class <- ifelse(is.na(Classifications$Class), "Unassigned", Classifications$Class) 

Classifications$Subclass <- ifelse(is.na(Classifications$Subclass), "Unassigned", Classifications$Subclass) 

write.csv(Classifications, file = "ClassyFire_InChI.csv", row.names = FALSE) 

######## Generación de las gráficas de pastel con las clases químicas ###### 

library(dplyr) library(plotly) #Plotly 

Sys.setenv("plotly_username" = "jhordan") Sys.setenv("plotly_api_key" = "ipNrg9QAJwjy9kbptUWC") 
#Establecer y crear directorio de trabajo 

setwd("#PATH del directorio de trabajo") Colors <- read.csv("ClassColors.csv") name <- 
"ChemicalClasses_SN_new" filter <- 3 

Canopus <- read.csv(paste(name,".csv", sep = "")) 

Canopus <- data.frame(table(Canopus$Class)) %>% rename(Class = Var1) Class <- Canopus %>% filter(Freq 
>= filter) 

Class_filtered <- Canopus %>% filter(Freq < filter) %>% 
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summarise(Class = "Others with < 3", Freq = sum(Freq)) %>% as.data.frame() Class <- 
rbind(Class,Class_filtered) 

Class <- merge(Class, Colors, by.x = "Class", by.y = "ChemicalClass") X <- Class[Class$Class %in% c("Others 
with < 3","Unassigned"),] 

Class <- Class[Class$Class != "Unassigned" & Class$Class != "Others with < 3", ] %>% rbind(X) 

fig_class <- plot_ly(Class, labels = ~Class, values = ~Freq, type = 'pie', sort = FALSE, direction = "clockwise", 

marker = list(colors = ~Color), 

textfont = list(size = 15)) %>% # color = "white" layout(font=list(size = 15), # color = "white" 

# paper_bgcolor = "black" 

legend = list(title=list('<b> Canopus Chemical Classes\n'), x= 100, y=0.5)) # bgcolor = "black" 

fig_class 

plotly_IMAGE(fig_class, format="png", width = 1000, height = 1000, 
out_file=paste(name,"_",filter,"_Label.png", sep = "")) 

#Solo la gráfica 

fig_class <- plot_ly(Class, labels = ~Class, values = ~Freq, type = 'pie', sort = FALSE, direction = "clockwise", 
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marker = list(colors = ~Color), textfont = list(size = 30)) %>% 

layout(showlegend = FALSE) fig_class 

plotly_IMAGE(fig_class, format="png", width = 1000, height = 1000, 
out_file=paste(name,"_",filter,"_Chart.png", sep = "")) 

######### Análisis estadístico de la prueba de tratamientos al EAI y su actividad antibacteriana ######### 

#Establecer tu directorio de trabajo setwd("#PATH del directorio a usar") datos <- read.csv("EAI_data.csv") 

######################################### 

#Pruebas no paramétricas recomendadas: 

#Comparación de múltiples grupos (más de dos): 

#Usa la prueba de Kruskal-Wallis (equivalente no paramétrico del ANOVA). 

#Si encuentras diferencias significativas, realiza una prueba post-hoc no paramétrica (como la prueba de 
Dunn) para identificar qué grupos son diferentes. 

resultado_kruskal <- kruskal.test(UFC ~ Tratamiento, data = datos) 

print(resultado_kruskal) 
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#Si el valor de p < 0.05, hay diferencias significativas entre los grupos. 

######################################### 

#Resultado: 

Kruskal-Wallis rank sum test data: UFC by Tratamiento 

Kruskal-Wallis chi-squared = 13.819, df = 5, p-value = 0.0168 

 #Se procedió a realizar una prueba de Dunn: 

library(dunn.test) 

dunn_resultado <- dunn.test(datos$UFC, datos$Tratamiento, method = "bonferroni") 
print(dunn_resultado) 

#Busca los valores en P.adjusted que sean menores que 0.05. Estas son las comparaciones que muestran 
#diferencias significativas después de ajustar por comparaciones múltiples. 

############### Generar gráfico de barras del crecimiento bacteriano ############### 

# Instalar y cargar los paquetes necesarios install.packages("ggplot2") # Si no tienes ggplot2 instalado 
library(ggplot2) 

# Leer el archivo CSV 

data <- read.csv("#archivo") 



80 

# Crear el gráfico de barras con barras de error (desviación estándar) ggplot(data, aes(x = Categoria, y = 
Valor, fill = Categoria)) + geom_bar(stat = "identity", position = "dodge", width = 0.7) + 
geom_errorbar(aes(ymin = Valor - SD, ymax = Valor + SD), 

width = 0.2, position = position_dodge(0.7)) + scale_fill_manual(values = c("#0072B2", "#E69F00", 
"#F0E442", 

"#CC79A7", "#56B4E9", "#D55E00", "#999999", "#4E79A7", "#F28E2B", "#E15759", "#76B7B2", 
"#59A14F", 

"#EDC948", "#B07AA1", "#FF9DA7", "#9C755F", "#BAB0AC", 

"#86BC25")) + 

labs(title = "Gráfico de Barras con Desviación Estándar", x = "Bacteria with Treatments", 

y = "Log UFC/mL") + theme_minimal() + theme(legend.position = "none") 
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Anexo B. Datos del análisis de enriquecimiento químico para consulta. 

Data availability 

Los conjuntos de datos sin procesar que respaldan los resultados de metabolómica están disponibles en 
el repositorio público GNPS/MassIVE (Wang et al., 2016) con el número de acceso MSV000097389. Los 
parámetros específicos de las herramientas empleadas para la anotación de metabolitos están disponibles 
en los siguientes enlaces: 
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=69632ec379634652946ce59cff576322 para red 
molecular clásica (CMN); 
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=416606ede2c6427bb11ae122ab54e1b0 para 
DEREPLICATOR+; y 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=b35e18a9d2bd454da74c69ed9cb205f7 para 
MolDiscovery. 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=69632ec379634652946ce59cff576322
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=416606ede2c6427bb11ae122ab54e1b0
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=b35e18a9d2bd454da74c69ed9cb205f7

