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RESUMEN

Klebsiella oxytoca es una bacteria que produce infecciones del tracto urinario, bacteriemia y, neumonia
entre otras. El problema es que ha desarrollado un incremento en la resistencia a diferentes grupos de
antibidticos por lo cual es adecuado investigar nuevas opciones terapéuticas, entre estas opciones estan
los productos naturales como el acido galico. Por lo tanto, el proposito del presente estudio fue evaluar
el efecto del acido galico en combinacion con antibidticos frente a Klebsiella oxytoca ATCC 8724. Se
utilizo la técnica de difusion en disco (Kirby-Bauer) para determinar los didmetros de los halos de
inhibicion in vitro, usando medios de cultivo con y sin acido galico en concentraciones de 0.07 g/L, 0.25
g/l y 0.5 g/L. Los resultados mostraron que la presencia de acido galico modificé de manera
significativa la respuesta antimicrobiana de amikacina y nitrofurantoina, mostrando que a
concentraciones de 0.25 y 0.5 g/L el crecimiento bacteriano fue inhibido por completo a diferencia del
control. En conclusion, el acido galico actué como un modulador de la actividad antibiotica frente a K.
oxytoca ATCC 8724, con efectos que variaron segun la concentracion del polifenol. Este hallazgo

sugiere un uso potencial del acido galico como coadyuvante en terapias antimicrobianas.

Palabras clave: acido galico; Klebsiella oxytoca, antibiodticos; sinergia; resistencia bacteriana.




Synergism of the antibiotic effect of nitrofurantoin in the presence of gallic
aciid against Klebsiella oxytoca.

ABSTRACT

Klebsiella oxytoca is a bacterium that causes urinary tract infections, bacteremia and pneumonia, and it
has shown increasing resistance to different droups of antibiotics, making it appropiate to investigate
new therapeutic options, including natural products such as gallic acid. Therefore, the purpose of this
study was to evaluate the effect of gallic acid in combination with antibiotics against Klebsiella oxytoca
ATCC 8724. The disk diffusion (Kirby-Bauer) method was used to determine the diameters of the
inhibition zones in vitro, using culture media with and without gallic acid at concentrations of 0.07 g/L,
0.25 g/L, and 0.5 g/L. The results showed that the presence of gallic acid significantly modified the
antimicrobial response to amikacin and nitrofurantoin, demonstrating that at concentrations of 0.25 and
0.5 g/L, bacterial growth was completely inhibited, unlike in the control. In conclusion, gallic acid acted
as a modulator of antibiotic activity against K. oxytoca ATCC 8724, with effects that varied according
to the concentration of the polyphenol. This finding suggests a potential use of gallic acid as an adjunct

in antimicrobial therapies.
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INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas representan la segunda causa de muerte a nivel mundial con un aproximado
de 7.7 millones de defunciones al afio, esto debido a la resistencia a los antibidticos por diversas
bacterias; desafortunadamente se prevé que debido a dicha resistencia para el afio 2050 la tasa de
mortalidad se incremente. (Marino et al., 2025) (GBD 2019 Antimicrobial Resistance Collaborators,
2022). A nivel mundial las infecciones por bacterias multirresistentes ocasionan costos sanitarios
anuales superiores a los 100 mil millones de ddlares (Marino et al., 2025). Se considera que algunas
regiones como Latinoamérica y el Sudeste Asiatico presentan mayor incidencia en la presentacion de
infecciones bacterianas, y dado que se trata de paises en desarrollo genera una gran carga econdmica.
En México, por ejemplo, las infecciones bacterianas suelen ser una causa importante de la prolongacion
de estancia hospitalaria (Lugo-Zamudio & Curefio-Diaz, 2023), y el tratamiento de una infeccién
nosocomial puede alcanzar, en promedio, cerca de 90,000 pesos mexicanos, con rangos que varian
significativamente segun la gravedad (Miranda-Novales & UNCAR Network, 2020). Una causa de esto
se debe a la alta resistencia a los antibidticos. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) considera
dicha resistencia como una de las diez principales amenazas para la salud publica y esto es debido
mayormente a la presencia de enzimas como las b-Lactamasas de espectro extendido (BLEE) y las
carbapenemasas las cuales, disminuyen drasticamente las opciones de tratamiento obligando al personal
de salud a utilizar los antibidticos de ltima linea como lo son la colistina o la tigeciclina, que pueden
presentan toxicidad y baja disponibilidad (Martinez & Lopez, 2024). Entre las principales bacterias que
presentar problemas graves de resistencia se encuentran: Staphylococcus aureus, Escherichia colli,
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae (GBD 2019
Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022).

El género Klebsiella es una bacteria bacilo gram-negativo, anaerobia, con una capsula de polisacaridos
bien estructurada, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Es normalmente oportunista, dentro de
este grupo esta el complejo K. oxytoca integrada por nueve especies, se asocia con colitis hemorragica
por antibidticos, infeccion del tracto urinario; bacteriemia; neumonia asociada a ventilacion mecéanica,

entre otras. (Yang J. 2022).
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Se presenta como brotes en hospitales en donde los neonatos son los mas vulnerables, sin embargo, los
brotes se han extendido a adultos y se ha observado que la presentacion de dichos brotes es cada vez
mas frecuente sobre todo en Norteamérica y Europa Occidental en donde se asocia a infecciones
extraintestinales. Esto se ha relacionado con el incremento de multiresistencia, lo que dificulta el
tratamiento e incrementa la gravedad en los pacientes infectados. (Liébana-Rodriguez et al., 2024).

Su patogenicidad estd dada principalmente por la capsula, las fimbrias, los polisacaridos y los
sideroforos. La formacion de la capsula es principalmente para protegerse de ambientes no favorables
para su supervivencia, asi como del proceso de fagocitosis el cual, resulta de la activacion del sistema
inmunologico; el papel de las fimbrias y los polisacaridos involucra la promocion de la adhesion y
colonizacién y ademas las fimbrias se han asociado con la resistencia a los antibidticos y a la localizacion
de la infeccion, también dicha patogenicidad estd dada por los siderdforos que favorecen la colonizacion
(Abbas, R. et al., 2024; Singh et al., 2025). También ocasiona dafio a través de producir citotoxinas en
el colon. (Yang, J. et al, 2022). El complejo K. oxyfoca presenta varios genes de resistencia
antimicrobiana intrinsecos, como la [-lactamasa codificada cromosdémicamente bla oxy, el gen de
resistencia a fosfomicina (fosA) y oqgxAB que crea resistencia a las quinolonas. De forma importante la
transferencia de genes horizontal le permite adquirir carbapenemasas y determinantes de resistencia a
colistina, (Kriimina, A. et al., 2026). Se ha observado que puede presentar resistencia a penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, aminoglucdsidos, quinolonas, colistina, sulfonamidas, tetraciclinas,
trimetoprima, macroélidos, rifampicina (Yang J. et al., 2022)

Esto es importante porque mundialmente la resistencia antimicrobiana se ha asociado con
aproximadamente 1.27 millones de muertes por afio (World Health Organization, 2021). Ante esto, es
indispensable explorar estrategias de tratamiento alternas que permitan restaurar la eficacia de los
antibiodticos convencionales y reducir el riesgo de fracaso terapéutico, ademas de disminuir las tasas de
mortalidad y morbilidad en el mundo.

Una de dichas estrategias son los productos naturales, entre los que se encuentran los compuestos
fenolicos, tales como el acido galico el cual, es posible obtenerlo en la dieta a través de los ésteres
galoilicos como, por ejemplo, el galato de epigalocatequina que se encuentra presente en el vino, el té

verde y negro, en las uvas, el mango y en setas comestibles (Wianowska, D. 2023).
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Estudios in vitro han demostrado que este metabolito natural puede modificar la permeabilidad
bacteriana y facilitar la accion de B-lactamicos y quinolonas (Rivera-Rangel et al., 2021; Elsevier, s.f.;
Liang et al., 2024). Considerando la evidencia sobre el potencial antimicrobiano que tienen los
compuestos fenolicos y la urgencia de reducir el uso de antibidticos de tltima linea resulta oportuno
evaluar experimentalmente la interaccion entre el acido galico y antibidticos de uso clinico frente a K.
oxytoca. Esta evaluacion permitira establecer bases experimentales para futuras estrategias terapéuticas
complementarias. De esta manera el presente estudio tiene como objetivo general evaluar el efecto del
acido galico en combinacion con diferentes antibidticos frente a K. oxytoca mediante la técnica de Kirby-
Bauer con el propoésito de identificar posibles interacciones sinérgicas o antagénicas que permitan
fundamentar el uso de este compuesto. La justificacion radica en que la bisqueda de nuevas estrategias
contra infecciones resistentes es prioritaria, y los resultados pueden contribuir al desarrollo de
alternativas accesibles, seguras y potencialmente aplicables en el ambito hospitalario.
METODOLOGIA

El presente estudio corresponde a una investigacion de enfoque cuantitativo, con alcance exploratorio y
descriptivo, de disefio experimental y corte transversal.

Cepas bacterianas

Se utilizo la cepa de Klebsiella oxytoca ATCC 8724

ATCC D724

Preparacion del in6culo bacteriano

Klebsiella oxytoca ATCC 8724, se cultivd en caldo Mueller-Hinton (MH) (Becton Dickinson de
Meéxico)y se incub6 a 37 °C durante 24 horas. Posteriormente, se tom6 una alicuota y se ajust6 al patron
de turbidez 0.5 de la escala de McFarland, equivalente a 1.5 x 108 UFC/mL. Esto se logr6 suspendiendo

la alicuota en una solucién de NaCl al 0.9%, comparandolo visualmente con el patron de turbidez
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preparado a partir de disoluciones de acido sulfurico al 1% y cloruro de bario al 1.175% (Gutiérrez,
2022). Cada experimento se realizé por triplicado, incluyendo un control negativo (antibiotico sin acido
galico) y un control positivo (medio con antibidtico y acido galico) para garantizar la multiplicacion
bacteriana y descartar contaminaciones. Todo se realizo bajo condiciones estériles en campana de flujo
laminar previamente desinfectada con etanol al 70 %. (Gutiérrez, 2022)
Preparacion del acido galico
Se utiliz6 acido galico de Sigma-Aldrich de grado analitico (=98% de pureza), el cual fue disuelto en
agua destilada estéril para preparar soluciones madre. Se realizaron diluciones seriadas para obtener las
concentraciones a evaluar, siendo estas 0.07g/L, 0.25g/L y 0.5g/L. Las concentraciones usadas se
establecieron gracias a los reportes previos que demostraron actividad antimicrobiana del acido galico
frente a bacterias Gram negativas (Tian et al., 2022). Esto permite observar la transicion entre efectos
sinérgicos o efectos inhibitorios del compuesto en cuestion.
Preparacién de cultivos bacterianos
Se preparo6 agar Mueller-Hinton (MH) (Becton Dickinson de México) siguiendo las especificaciones del
fabricante, esterilizado en autoclave y vertido (25-30 mL por caja de Petri) en condiciones estériles.
Posteriormente, se identificaron y refrigeraron las cajas a 4 °C hasta su uso. (Gutiérrez, 2022)
Se elaboraron tres tipos de medios:

e MH sin adicion

e MH con antibiéticos (antibiograma) y sin acido galico

e MH con antibiéticos y acido galico en concentraciones de 0.07 g/L, 0.25 g/L y 0.5 g/L
Técnica de antibiograma (Kirby-Bauer)
Una vez gelificado el medio, se sembr6 uniformemente la suspension bacteriana con un hisopo estéril,
cubriendo toda la superficie del agar (siembra por abasto). Se dejo secar la superficie y se colocaron
discos de antibiograma sobre las placas.
Las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, se midieron los halos de inhibicién con
regla milimetrada (vernier). Se realizaron al menos tres repeticiones por condicion (Martinez & Lopez,

2024).
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El antibiograma se utilizé como técnica principal debido a que constituye un método estandarizado,
reproducible y ampliamente reconocido en microbiologia clinica para la evaluacion de la susceptibilidad
antimicrobiana. Este enfoque permitié medir de manera comparativa la accion de distintos antibioticos,
con y sin la adicion de acido galico, frente a la cepa de Klebsiella oxytoca, asegurando asi la
confiabilidad y la pertinencia de los resultados obtenidos en el contexto experimental.
RESULTADOS Y DISCUSION

La importancia de K. oxytoca radica en el incremento de su resistencia a los antimicrobianos, en un
estudio con muestras hospitalarias se encontré6 que un 58% fueron resistentes al imipenem y al
meropenem; por otro lado, 72% fueron resistentes a gentamicina, amikacina, ceftazidima y ceftriaxona
y aunque todos los aislamientos fueron sensibles a colistina y tigeciclina, el 58% fueron productores de
BLEE y carbapenemasas. Ademas, a nivel hospitalario se ha observado un incremento de infecciones
atribuidas a esta bacteria la cual se presenta no solo en neonatos y nifios, sino también en adultos,
sobretodo en pacientes inmunocomprometidos y debilitados ingresados a las Unidades de Cuidados
Intensivos (UCI), encontrandose en sangre un 61%; en exudado purulento un 26% y en orina un 13%
(Singh L. et al., 2025).

Debido a esto en el presente trabajo se evaluo el efecto de 14 antibidticos (con y sin presencia de acido
galico), en el crecimiento de Klebsiella oxytoca ATCC 8724. De manera general, se observo que en las
cajas con el cultivo de la bacteria expuestas a los diferentes antibioticos se presento sensibilidad a todos
ellos con excepcion de Nitrofurantoina y Amikacina los cuales presentaron un halo menor a 3 mm, lo
cual indica que esta cepa es sensible a acido nalidixico, cefuroxima, gentamicina, ciprofloxacina,
norfloxacina, aztreonam, cefotaxima, cftriaxona, acido nalidixico, cefixima, cefdinir, ofloxacina, y
ceftazidina.

Cuando se empleo el acido galico en las cajas Petri con los cultivos de K. oxyfoca se not6 diferencia en
la densidad del crecimiento bacteriano, decreciendo conforme aumento la concentracion de acido galico
(Figuras 3-5). En la concentracién mas baja (0.07 g/L), se not6 una inhibicion parcial mientras que en
las concentraciones de 0.25 g/L y 0.5 g/L el crecimiento bacteriano fue nulo hasta las 24 horas. Esto
sugiere un efecto que depende de la concentracion, donde el acido galico actta ligeramente en niveles

bajos y como un posible agente antimicrobiano en concentraciones elevadas (Clinical and Laboratory
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Standards Institute [CLSI], 2023). Por lo que, desde el punto de vista farmacéutico, los resultados mas
destacables fueron los vistos con las concentraciones de 0.25 y 0.5 g/L. ya que mostraron evidencia
solida de un efecto sinérgico entre el acido gélico con la nitrofurantoina y el acido galico con la
amikacina, siendo esto la inhibicion del crecimiento de Klebsiella oxytoca. La aportacion principal de
este estudio consiste en haber observado el efecto del acido galico sobre estos antibioticos mediante un
antibiograma frente a Klebsiella oxytoca. Hasta ahora no se habia reportado una comparacion
sistematizada de este tipo, lo que convierte este trabajo en una contribucion al analisis de alternativas
terapéuticas frente a esta bacteria.

Los resultados del presente trabajo podrian atribuirse a que la actividad del 4cido galico depende del
mecanismo de accion del antibidtico, su estructura quimica y la interaccion con la membrana de la
bacteria. También se ha observado que el 4cido galico tiene mayor afinidad de interaccion con
compuestos que actian sobre la pared celular, lo cual coincide con reportes previos de sinergia entre
compuestos fendlicos y cefalosporinas (Gonzalez et al., 2024).

Resultados similares fueron reportados por Castillo-Hernandez et al. (2024), quienes observaron una
disminucion del 25 % en la resistencia de Pseudomonas aeruginosa al combinar extractos vegetales
ricos en compuestos fenodlicos con antibidticos B-lactdmicos. En concordancia, los resultados de este
estudio refuerzan la hipétesis de que los compuestos naturales pueden modificar la susceptibilidad
bacteriana mediante la alteracion de la permeabilidad y la interferencia en mecanismos de resistencia
(Gonzalez et al., 2024).

Figura 1. Cultivo de K. oxytoca con antibiograma




Figura 3. Cultivo de K Figura 4. Cultivo de K. Figura 5. Cultivo de K
oxytoca con acido galico al oxytoca con acido galico al  oxyfoca con acido galico al
0.07¢g 0.25¢g 0.5g

El control negativo, (4cido gélico sin antibiotico) no present6 inhibicion del crecimiento bacteriano, lo
cual indica que el acido galico, en las condiciones utilizadas, no tuvo actividad antimicrobiana directa
detectable por este método.

Los resultados mostraron al combinar &cido galico en una concentracion de 0.07 g/L con los antibidticos
(figura 3), una posible actividad del acido galico en nirofurantoina y amikacina, aunque limitada.
Mientras que el efecto observado en las concentraciones mas altas de acido galico (0.25 g/L y 0.5 g/L),
indica una inhibicion total, como se muestra en la figura 4 y 5. Este fenomeno podria explicarse por una
sinergia fuerte entre el 4cido galico y los antibidticos, o bien por una accion bacteriostatica directa del
acido galico a dichas concentraciones, favorecida por una mayor permeabilidad bacteriana o disrupcion
de la capsula protectora. Esto de acuerdo con la bibliografia, ya que se menciona que este compuesto
suele tener un efecto contra los patdégenos y su crecimiento (Rivera-Rangel et al., 2021). Se han
propuesto como posibles mecanismos del acido galico 1) la inhibicion de la adhesion de la bacteria a las
superficies, 2) la disrupcion de la integridad celular por dafio a la pared y alteracion de la permeabilidad
al ocasionar poros en la membrana bacteriana y 3) por regulacion genética, ya que disminuye la
expresion de genes asociados a la formacion de capsulas de las bacterias (Borges A. et al., 2013; Liang
et al., 2024).

Por otro lado, y de forma importante podria actuar de manera sinérgica con farmacos de uso clinico, ya

que adicionalmente, el 4cido galico y otros compuestos fenolicos pueden inhibir parcialmente las

bombas de eflujo bacterianas, como el sistema AcrAB-TolC, que participa en la expulsion activa de




antibidticos del citoplasma (Borges et al., 2013) y esta presente en K. pneumoniae (Sharma, R. et al.,
2025). La inhibicion parcial de estos sistemas permite un incremento intracelular de B-lactamicos,
mientras que, en el caso de las quinolonas, la alteracion de la fluidez de la membrana podria reducir su
penetracion y, por ende, su eficacia. Se sugiere que el acido galico puede alterar la expresion de genes
responsables de la sintesis de capsulas bacterianas, debilitando la estructura protectora de la K.
pneumoniae (Liang, Y. et al., 2024). Ademas, estudios recientes han demostrado que los compuestos
fenolicos pueden desorganizar las biopeliculas bacterianas (Adeosun et al., 2022).

Esto respalda la idea de que la sinergia observada con nitrofurantoina y amikacina no es un hallazgo
aislado, sino parte de un patron consistente que merece ser explorado con mayor profundidad en cepas
multirresistentes de K. oxyfoca (Espinal et al., 2010; Rivera-Rangel et al., 2021; Liang et al., 2024).
Si bien los resultados in vitro son prometedores, la aplicacion clinica del acido galico requerira estudios
complementarios que evalien su estabilidad en fluidos bioldgicos, su interaccion con proteinas
plasmadticas y su toxicidad celular. En modelos animales, se ha reportado que los compuestos fenolicos
presentan buena biodisponibilidad oral, lo cual abre la posibilidad de desarrollar formulaciones topicas
o sistémicas combinadas con antibioticos convencionales (Panzella & Napolitano, 2019). Asimismo, la
incorporacion de acido galico en sistemas de liberacion controlada podria potenciar su eficacia y reducir
la necesidad de dosis elevadas de antibidticos.

Desde una perspectiva clinica, los hallazgos de este trabajo ofrecen un posible punto de partida para el
disefio de nuevas estrategias terapéuticas que integren compuestos naturales en el manejo de infecciones
resistentes. Sin embargo, también plantean desafios importantes, como la necesidad de estandarizar
concentraciones, evaluar la estabilidad del compuesto en medios biologicos y determinar la posible
toxicidad en humanos.

En este trabajo el acido galico intervino en la susceptibilidad de Klebsiella oxytoca, potenciando asi la
actividad de dos de los antibidticos. La variacion dosis-dependiente observada sugiere que podrian
intervenir procesos analogos, lo que respalda el potencial del acido galico como coadyuvante
antimicrobiano frente a bacterias Gram negativas multirresistentes.

Finalmente, este estudio contribuye a la busqueda de alternativas frente a la resistencia antimicrobiana,

demostrando que los compuestos de origen natural pueden ofrecer un beneficio potencial, pero requieren
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ser analizados de manera rigurosa. El acido galico, al igual que otros metabolitos fenolicos, podria

convertirse en un recurso valioso dentro de la farmacoterapia antimicrobiana, siempre y cuando se

consolide la evidencia cientifica que respalde su eficacia y seguridad.

CONCLUSIONES

El presente estudio demostré que la combinacion del acido galico con nitrofurantoina y con amikacina

gener6 una inhibicion del crecimiento bacteriano oponiéndose a la resistencia bacteriana de Klebsiella

oxytoca ATCC 8724.
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