Metabolitos de bacterias lácticas como estrategia de biocontrol frente a Tritrichomonas foetus
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Resumen
La tricomonosis bovina, causada por el parásito flagelado Tritrichomonas foetus (T. foetus), genera grandes pérdidas económicas en la ganadería debido a problemas reproductivos como infertilidad del animal y abortos. Ante la escasez de tratamientos farmacológicos efectivos y seguros, el uso de metabolitos producidos por bacterias ácido lácticas (BAL) se posiciona como una alternativa ante la problemática vinculada al control de la enfermedad. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto antagónico de un sobrenadante libre de células, proveniente de una cepa de BAL sobre la viabilidad de los trofozoitos. Ensayos in vitro demostraron que la exposición a los sobrenadantes libres de células induce una disminución dependiente de la concentración en la viabilidad celular. Los resultados sugieren que los metabolitos secretados por BAL poseen potencial para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en la medicina veterinaria, contribuyendo al control sustentable de la enfermedad.
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1. Introducción
  La tricomonosis bovina (TB) es una enfermedad venérea de transmisión sexual que afecta de manera crítica a los rodeos de cría en sistemas de producción extensiva donde se emplea la monta natural. Esta patología se encuentra ampliamente distribuida a nivel mundial y es considerada endémica en regiones ganaderas clave (Filho et al., 2018). Mientras que los toros actúan como portadores asintomáticos y permanentes del agente causal, las hembras infectadas experimentan cuadros que van desde vaginitis y endometritis leves hasta fallas reproductivas severas (Gharban, 2023). El impacto sanitario y económico de la enfermedad radica principalmente en los desórdenes reproductivos generados, como la disminución de las tasas de preñez, la ocurrencia temprana de abortos, lo que se traduce en pérdidas reproductivas de gran magnitud para la industria ganadera (Ortega-Mora et al., 2022).
  La enfermedad es causada por el protozoario Tritrichomonas foetus (T. foetus), es un protozoo piriforme, provisto de tres flagelos anteriores libres, un flagelo posterior y un axostilo que se proyecta hacia el extremo posterior del mismo, otorgándole las características típicas de movimiento rotatorio y sacudido (World Organisation for Animal Health, 2018). El parásito presenta únicamente un estadío de trofozoito en su ciclo biológico, creciendo y multiplicándose por fisión binaria (Dąbrowska et al., 2019). En el macho coloniza la cavidad prepucial sin generar signos evidentes, en las hembras asciende por el tracto provocando vaginitis, cervicitis, endometritis y, eventualmente, aborto durante el primer tercio de la gestación (Campero, 2006). Esta dinámica de infección explica por qué TB constituye una de las principales causas infecciosas de infertilidad en rodeos de cría.
  El tratamiento farmacológico por excelencia para tratar la TB se ha basado en el uso del 5-nitroimidazoles, siendo el metronidazol el más ampliamente utilizado por su actividad antiparasitaria (Bader et al., 2016). Sin embargo, su empleo indiscriminado, esquemas de subdosificación y ausencia de controles adecuados, ha dado lugar a la aparición de cepas de T. foetus resistentes (Campero, 2006). En consecuencia, no existe un tratamiento 100% efectivo y seguro contra la TB, por lo que el método de control continúa siendo el descarte de los toros infectados en lugar del tratamiento (Carvalho & Gadelha, 2007). 
Frente al panorama de limitaciones terapéuticas, en los últimos años creció el interés por explorar nuevas alternativas sustentables para el control de enfermedades. En este sentido, las bacterias ácido lácticas (BAL) son microorganismos GRAS (generalmente reconocidos como seguros) ampliamente utilizados como cultivos iniciadores en la industria alimentaria y reconocidos por su potencial probiótico (Deng et al., 2022; Pessione, 2012). Diversas cepas de BAL han demostrado capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias patógenas y microorganismos mediante la producción de metabolitos con actividad antimicrobiana, principalmente ácidos orgánicos (láctico, acético), bacteriocinas y peróxido de hidrógeno (Deng et al., 2022; Saboori et al., 2022). Si bien la actividad antibacteriana y antifúngica de estos compuestos ha sido extensamente documentada, y que existen reportes de metabolitos de BAL con efecto sobre protozoos (Stoyanova et al., 2012), su empleo como estrategia parasitaria frente a T. foetus constituye un área prácticamente inexplorada. En este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto antagónico de un sobrenadante libre de células (SLC) de Lactiplantibacillus plantarum CB2 sobre la viabilidad de T. foetus.
Desarrollo
Materiales y métodos
  Se utilizó el microorganismo Lactiplantibacillus plantarum (CB2), previamente aislado por nuestro grupo de trabajo (Sesín et al., 2023) y cultivado en medio MRS (De Man et al., 1960). Los sobrenadantes libres de células (SLC) se obtuvieron a partir del cultivo en fase estacionaria de CB2 mediante centrifugaciones sucesivas y filtración (0,22µm). Se utilizó una cepa de T. foetus aislada previamente por Rivero et al. (2019), cultivada en medio TYM modificado de Diamond (1957) suplementado con suero equino inactivado. La concentración de inóculo se ajustó a 1x104 parásitos/mL, siguiendo la concentración establecida por López et al. (2023). Los trofozoitos se incubaron a 37°C durante 24h con concentraciones de SLC entre 0-70% v/v, incluyendo un control de viabilidad en medio TYM. Para caracterizar la naturaleza de los posibles metabolitos inhibitorios, se incluyeron ensayos con SLC neutralizado (SLCn) y medio MRS fresco acidificado químicamente a pH 4,5 con ácido láctico:acético (4:1) (MRSa), también se incluyó un control de SLC tratado con tripsina (SLCtrip). La viabilidad se determinó por citometría de flujo utilizando diacetato de fluoresceína (FDA, 10 µg/mL) según el protocolo de Rivero et al.(Rivero et al., 2019). La cuantificación de ácidos orgánicos en el SLC se realizó mediante HPLC con detección por índice de refracción.

Viabilidad celular por citometría de flujo
  La exposición de T. foetus al sobrenadante libre de células de CB2 durante 24h produjo una disminución en la viabilidad celular dependiente de la concentración (Tabla 1). A partir de 7% v/v fue menor, estableciéndose como la concentración mínima inhibitoria (CIM). En presencia de SLCn se observó una importante inhibición de T. foetus. Por otro lado, el control acidificado químicamente (MRSa) mostró una disminución de la viabilidad en las concentraciones mas altas, los niveles de inhibición observados fueron inferiores a las observacas con el SLC. De forma preliminar, la evaluación del perfil del SLCtrip sugirió una atenuación parcial del efecto inhibitorio respecto al SLC, lo que podría indicar la participación de compuestos de naturaleza proteica en la actividad antiparasitaria observada.
	Concentración SLC (%v/v)
	SLC
	SLCn
	MRSa

	1,75
	6,32 ± 1,10
	14,10 ± 12,98
	80,08 ± 48,24

	3,50
	1,83 ± 0,25
	9,17 ± 6,30
	86,19 ± 19,14

	7,00
	< 0,01
	20,08 ± 18,83
	26,91 ± 13,21

	15,00
	< 0,01
	4,85 ± 4,26
	40,21 ± 34,93

	30,00
	< 0,01
	19,36 ± 26,18
	16,37 ± 13,36


Tabla 1. Porcentaje de viabilidad de T. foetus (promedio ± DE, n=3) luego de 24h de incubación con SLC, SLCn y MRSa, expresado relación al control

  Se analizó el perfil morfológico de los trofozoitos en cada tratamiento (Figura 1). El cultivo control (2A) mostró una población compatible con la morfología característica de T. foetus que representó el 75,20% de los eventos totales. El porcentaje se redujo en presencia del SLC (2B), que mostró un 4,39% de los eventos totales, evidenciando una pérdida de la integridad morfológica del parásito. Los controles MRSa (2C) y SLCn (2D) mostraron una reducción intermedia de la población de los trofozoitos (16,55% y 28,0% respectivamente), observándose un efecto parcial y menos pronunciado en cada control respecto a SLC. 
  Con el fin de evaluar la viabilidad celular mediante la tinción con FDA, se analizaron los perfiles de fluorescencia (figura 2) de cada tratamiento a una misma concentración (7% v/v). El  cultivo control (2A) mostró un 77,30% de eventos viables, este parámetro se redujo en presencia del SLC (2B) a valores por debajo del 0,1%. El tratamiento MRSa (2C) mostró una viabilidad intermedia, alrededor del 32%, mientras que el SLCn (2D) presentó un valor de viabilidad del 0,22%. En conjunto, estos resultados de viabilidad determinados por citometría de flujo son concordantes con los presentados en la Tabla 1, confirmando el efecto inhibitorio de SLC respecto de sus controles.A)
B)
C)
D)
Figura 2. Evaluación de la viabilidad de T. foetus mediante tinción con FDA. Réplicas representativa de cada tratamiento al valor de la CIM (7% v/v). (A) Control; (B) SLC; (C) MRSa; (D) SLCn.
A))
B)
C)
D))
Figura 1. Dotplot del efecto del SLC de CB2 sobre la morfología de T. foetus en la CIM (7% v/v). A: control, B: SLC, C: MRSa, D:SLCn


La disminución progresiva del porcentaje de células viables con el aumento de la concentración del SLC, es consistente con un efecto antagónico dosis-dependiente, estableciendo una concentración mínima inhibitoria (CIM) del 7% v/v. El decaimiento de la viabilidad celular en MRSa sugiere que la actividad antimicrobiana se debe en cierta parte a la contribución de los ácidos orgánicos producidos naturalmente por la bacteria producto de su metabolismo. La reducción parcial pero no completa del SLCn indica que la actividad antiparasitaria no depende exclusivamente del pH del medio, sino que involucra de manera directa metabolitos específicos secretados por la bacteria. Sumado al indicio preliminar aportado por el tratamiento con tripsina, que sugiere una posible contribución de compuestos de naturaleza proteica. Ambos resultados, son compatibles con un mecanismo combinado donde intervienen más de un compuesto.

  Caracterización de metabolitos por HPLC
  El análisis por HPLC para determinar los ácidos orgánicos producidos por CB2 permitió identificar ácido láctico y ácido acético en ambas muestras analizadas (Tabla 2). Se detectó etanol únicamente en una muestra, mientras que no se identificaron otros ácidos característicos del metabolismo de BAL como el ácido fenil-láctico ni ácido hidroxifenil-láctico.
Tabla 2. Metabolitos identificados por HPLC en el SLC de CB2

	Metabolito
	Promedio ± DE 

	ácido láctico
	7,81 ± 0,85

	ácido acético
	1,99 ± 0,10


  El perfil de ácidos orgánicos obtenido es coherente con el metabolismo heterofermentativo descripto para L. plantarum (Travers et al., 2016). Dado que el ácido láctico y ácido acético actúan disminuyendo el pH del entorno, su presencia en el SLC puede potenciar el efecto antitricomonadal observado en los resultados descriptos anteriormente.
Discusión
En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que el efecto antagónico del SLC de L. plantarum CB2 sobre T. foetus no se explica por un único compuesto, sino que podría involucrar una acción combinada entre los ácidos orgánicos identificados y compuestos peptídicos aún no caracterizados. Una hipótesis consistente con estas observaciones es que los ácidos orgánicos, al acidificar y desestabilizar la membrana del parásito, facilitarían la acción de péptidos u otros compuestos de mayor tamaño con menor capacidad de penetración por sí solos
Conclusiones Finales
  Nuestros resultados muestran que la incubación de la cepa de T. foetus en presencia de los sobrenadantes libres de células de Lactiplantibacillus plantarum (CB2) medida mediante citometría de flujo fue capaz de inhibir tanto la motilidad como la viabilidad del parásito, determinando una concentración mínima inhibitoria del 7% v/v. Sin embargo, cuando la cepa de T. foetus fue incubada en medio MRS y SLC neutralizado, el efecto observado se ubica en un intermedio entre el tratamiento y la condición control, lo que sugiere que la actividad antiparasitaria no depende únicamente de la acidez del medio, sino que involucra de manera directa a los metabolitos específicos secretados por la bacteria. La caracterización por HPLC confirmó la presencia de ácido láctico y ácido acético como principales ácidos orgánicos presentes en el SLC, coherente con el rol destacado de estas especies en los controles de SLCn. Adicionalmente, la evaluación preliminar del SLC tratado con tripsina sugiere una posible contribución de compuestos de naturaleza proteica a la actividad observada.
  Estos hallazgos sientan las bases para profundizar en la identificación de los compuestos responsables de la actividad antagónica, así como evaluar su potencial aplicación como estrategia complementaria, o alternativa, en el control sustentable de la tricomonosis bovina.
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