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Actividad antimicrobiana de metabolitos secundarios de Aspergillus
Jumigatus sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus y
Streptococcus pneumoniae

Instituto de Medicina Tropical “Daniel Alcides Carrion” UNMSM

Resumen

Introduccion: Los metabolitos secundarios de Aspergillus fumigatus han sido
ampliamente estudiados desde su composicidon quimica y actividad bioldégica como, por
ejemplo, su actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram positivas y levaduras.
Objetivo: Evaluar la actividad antimicrobiana de metabolitos secundarios de Aspergillus
fumigatus sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae.
Material y métodos: La fermentacion liquida de un aislamiento clinico de Aspergillus
fumigatus fue realizada en un caldo liquido Sulfato, Papa y Dextrosa (SPG). La extraccion
de metabolitos del caldo de cultivo fermentado fue realizada usando acetato de etilo. Se
evaluo la actividad antimicrobiana sobre cepas clinicas de cocos Gram positivos mediante
los métodos de disco y pozo difusion. Resultados: Se obtuvo una media de 24 y 23 mm
sobre Staphylococcus aureus sensible y resistente respectivamente por disco difusion.
Para las cepas sensibles y resistentes de Streptococcus pneumoniae las medias fueron de
26 mm segin disco difusion. Existe diferencia significativa entre la metodologia de
difusién de disco y pozo (p < 0.05) Conclusiéon: El extracto crudo de Aspergillus
fumigatus posee metabolitos secundarios de naturaleza alcaloide, esteroles insaturados y
terpenos; con efectiva actividad antimicrobiana sobre cepas clinicas de Staphylococcus

aureus 'y Streptococcus pneumoniae sensibles y resistentes.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, Aspergillus fumigatus, metabolitos
secundarios, fermentacion liquida, cepas clinicas. (Fuente: DeCS Bireme)



Antimicrobial activity of secondary metabolites of Aspergillus
Jumigatus on clinical strains of Staphylococcus aureus and
Streptococcus pneumoniae

Instituto de Medicina Tropical “Daniel Alcides Carrion” UNMSM

Abstract

Introduction: Secondary metabolites of Aspergillus fumigatus have been widely
analyzed from their chemical composition and biological activity as, for example, their
antimicrobial activity on Gram positive bacteria and yeasts. Objective: To evaluate the
antimicrobial activity of secondary metabolites of Aspergillus fumigatus on clinical
strains of Staphylococcus aureus and Streptococcus pneumoniae. Material and
methods: The liquid fermentation of a clinical isolate of Aspergillus fumigatus was
carried out in a liquid broth Sulfate, Potato and Dextrose (SPG). The extraction of
metabolites from the fermented culture broth was carried out using ethyl acetate. The
antimicrobial activity was evaluated on clinical strains of Gram-positive cocci by disc
and well diffusion methods. Results: A mean of 24 and 23 mm was obtained on sensitive
and resistant Staphylococcus aureus respectively by disc diffusion. For the sensitive and
resistant strains of Streptococcus pneumoniae the means were 26 mm according to
diffusion disc. There is a significant difference between the disc and well diffusion
methodology (p <0.05). Conclusion: The crude extract of Aspergillus fumigatus has
secondary metabolites of alkaloid nature, unsaturated sterols and terpenes; with effective
antimicrobial activity on sensitive and resistant clinical strains of Staphylococcus aureus

and Streptococcus pneumoniae.

Key words: Antimicrobial activity, Aspergillus fumigatus, clinical strains, secondary

metabolites, liquid fermentation. (Fuente: MeSH NLM)
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CAPITULO1
INTRODUCCION
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1.1. DESCRIPCION DE LOS ANTECEDENTES

La obtencidn, aislamiento y purificaciéon de compuestos con actividad antimicrobiana a
partir de la fermentacion de hongos filamentosos es una metodologia que ha sido
ampliamente utilizada bajo diversas condiciones. Los hongos producen determinados
metabolitos durante su interaccion y desarrollo en distintas condiciones ambientales como
temperatura, nutrientes, pH o tiempo de fermentacion. (' Es asi como elaboran diversos
compuestos de variada naturaleza quimica como alcaloides, sesquiterpenlactonas,
esteroles insaturados y politerpenos > ); los cuales poseen diversa actividad bioldgica:
antimicrobiana, citotoxica, antioxidante y antitumoral “7,

Para el género Aspergillus se han reconocido alrededor de 226 metabolitos secundarios,
los cuales poseen un amplio alcance de actividad antimicrobiana como citotéxica. 11 Se
ha evaluado la actividad biologica de extractos organicos de hongos marinos, endofiticos,
de suelos, entre otros, sobre bacterias Gram negativas, Gram positivas y hongos
patogenos. (358 Ante la necesidad de encontrar nuevas drogas las cuales frenen el
avance continuo de la propagacion de cepas con susceptibilidad disminuida o resistencia
a antimicrobianos, ligadas a las infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) o
adquiridas en la comunidad; se encuentra la capacidad antibacteriana de los metabolitos
secundarios a partir de un aislamiento clinico de Aspergillus fumigatus cuyos principios
activos podrian ser una alternativa con nuevos mecanismos de accioén farmacologicos.
7) La evaluacion antibacteriana in vitro, siguiendo la metodologia de difusién en agar junto
a las recomendaciones del desempefio de las pruebas de susceptibilidad del Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI), evidencia halos de inhibicion del crecimiento
bacteriano al enfrentar con bacterias un extracto crudo obtenido con solventes organicos
de mediana a baja polaridad. '? Los estudios preliminares que evalian actividad
antimicrobiana de un microorganismo comienzan con demostrar el efecto de inhibicion
del crecimiento de bacterias u hongos en condiciones controladas. Posteriormente, se
caracterizan cualitativa y cuantitativamente los compuestos organicos mediante
fracciones que demuestren un rendimiento efectivo sobre un determinado
microorganismo. De esta forma se podrian sintetizar nuevas moléculas con valor
terapéutico innovador y de menores costos de produccion.

Del grupo de bacterias Gram positivas, Staphylococcus aureus (S. aureus) 'y
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) son dos de los microorganismos de mayor

importancia clinica debido a sus altas tasas de morbilidad tanto como factor etiologico de
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enfermedades asociadas a partes blandas y sistema respiratorio, asi como su diseminacion
en la comunidad por portadores asintomaticos. !? Como causa de lo anteriormente
expuesto derivan las principales causas de mortalidad debido a: infecciones invasivas
sobre pacientes inmunodeprimidos, infecciones nosocomiales de las cuales el 15-60%
estan asociadas a shock por sepsis !> | y propagacion de genes asociados a la resistencia
a antibidticos. 19 S. aureus solia ser sensible a antibidticos de bajo espectro como la
penicilina; pasando a adquirir resistencia a betalactamicos semisintéticos como la
oxacilina, la cual es estable ante la accion de enzimas de tipo penicilinasas. '® En los
ultimos afios se ha detectado una mayor incidencia en los aislamiento de Staphylococcus
aureus meticilino resistente (MRSA), tanto de infecciones adquiridas en la comunidad
(1) como de infecciones nosocomiales. El tlltimo reporte del INS con respecto a las IAAS
indica que el 84% de infecciones asociadas a S. aureus no son susceptibles a
betalactamicos @%, siendo mas grave la emergencia de resistencia a otras familias de
antibioticos. Por otro lado, S. pneumoniae es reconocido como comensal de vias
respiratorias en portadores asintomaticos; o como agente etioldogico de neumonia y
meningitis neumococdcica, o por su alta capacidad invasiva. De las cepas aisladas tanto
de portadores sanos como enfermos, el fenotipo dominante presenta resistencia a
penicilina. Aunque penicilina no se utilice en la terapéutica clinica para este tipo de agente
etiologico, funciona como un tamizaje de resistencia a otros antibioticos. !

Por lo anteriormente expuesto, es importante demostrar la capacidad antimicrobiana del
extracto crudo de Aspergillus fumigatus, aislado de pacientes con micosis invasiva
producto de un aspergiloma pulmonar, sobre cocos Gram positivos causantes de
infecciones de alto impacto epidemiolégico como un alternativa para descubrir y producir
mejores y mas accesibles compuestos antibidticos que sean eficientes ante la resistencia

de estas bacterias.

1.2. IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

La disminucion drastica en la produccion industrial de nuevos medicamentos
antimicrobianos debido a la falta de interés en el descubrimiento de nuevos principios
activos con actividad biolégica trae consigo un problema de salud publica para el
tratamiento clinico de microorganismos resistentes. ?%23 Es por ello que continuamente
se abren nuevas lineas de investigacidn biomédica para la produccion (semi) sintética de

novedosos principios activos con actividad biologica.
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La resistencia a los antibidticos es un fendmeno natural desarrollado por las bacterias,
siendo esta acelerada por procesos de seleccion y propagacion debido al consumo
inapropiado y diseminacion de estos farmacos en la industria. Esto se traduce socialmente
en un elevado costo en la salud publica al ser mayores los tiempos de tratamiento, mayor
tiempo de hospitalizaciéon, mayor presupuesto en atencion médica y aumento de la
mortalidad ante el fracaso de tratamientos convencionales. % 2%

Estudios anteriores han evaluado la actividad de inhibicion sobre el crecimiento
bacteriano por los metabolitos secundarios producidos a partir aislamientos ambientales
de Aspergillus sp. sobre el crecimiento in vitro de cepas bacterianas de referencia (ATCC)
del grupo de las Gram positivas (Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus y Bacillus
cereus), Gram negativas (Escherichia coli, Proteus vulgaris y Pseudomonas aeruginosa)
y levaduras (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae). @

Asi mismo, la literatura nos refiere el analisis quimico cualitativo y cuantitativo de la
composicion de los extractos organicos extraidos e identificados mediante técnicas
sofisticadas de cromatografia de gases - espectrometria de masas (GC-MS) “7 vy
cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC) (%29,

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana y caracterizar
cualitativamente los metabolitos secundarios extraidos de aislamientos de Aspergillus
fumigatus recuperados de cuadros de micosis invasiva. Siendo uno de los primeros
estudios preliminares en la region el cual emplea este tipo de muestra biologica donde los
principios activos son evaluados sobre el crecimiento in vitro de bacterias aisladas de
especimenes clinicos, cuyos fenotipos y susceptibilidad antimicrobiana fueron
previamente caracterizadas para ser incluidas en este trabajo bajo el término de cepas
clinicas.

La necesidad del estudio y produccion de nuevos compuestos antimicrobianos ante la
escasa y poca premura en la produccion de los mismos en los Gltimos afios es un tema
gravitante. Este es un estudio preliminar donde se evaliia la actividad antimicrobiana de
un extracto organico de Aspergillus fumigatus sobre bacterias Gram positivas de
importancia epidemioldgica. Estudios posteriores siguiendo esta linea de investigacion
podran demostrar efecto de inhibicidn sobre otros gérmenes con impacto en salud publica

debido a sus perfiles de multidrogo resistencia.
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1.3. OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana de metabolitos secundarios de Aspergillus fumigatus

sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus 'y Streptococcus pneumoniae.

1.3.2. Objetivos especificos

e (aracterizar cualitativamente la composicidon quimica del extracto organico de
Aspergillus fumigatus.

e Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto organico sobre aislamientos
clinicos de Staphylococcus aureus meticilino sensible y meticilino resistente.

e Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto organico sobre aislamientos
clinicos de Streptococcus pneumoniae penicilino sensible y penicilino resistente.

e Comparar los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano entre la difusion en

pozo y disco, ambos de 6 mm de didmetro.

1.4. BASES TEORICAS

1.4.1. Base Teorica

El hongo Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) pertenece al grupo de los ascomicetos los
cuales son hongos filamentosos hialinos de distribucién ubicua en el medio ambiente.
Debido a su naturaleza saprofita suelen encontrarse en medios naturales: suelos,
ambientes marinos, detritus y materia orgdnica; asi como los hongos endofiticos donde
se establece una relacion de mutualismo/patogénesis con diversos tipos de plantas
caracterizada por una relacion equilibrada entre enzimas y metabolitos secundarios,
induccion de expresion de mecanismos de defensa de la planta hospedera, y por
ocupacién del nicho ecolégico por parte del hongo.?*?% Se distribuye en una amplia
variedad de nichos ecoldgicos abidticos y bidticos dependiendo en gran medida de la
temperatura, pH (2-9, optimo entre 5-6) y aerobiosis (proporcidn suficiente de
oxigenacion en relacidn 1/5 in vitro); asi como la disponibilidad de nutrientes ricos en
carbohidratos simples (altas concentraciones 10%) y metales trazas (nitrégeno, azufre,
amonio); nutrientes que son hidrolizados por enzimas extracelulares secretadas por los
extremos de las hifas. ?7-2%

La cinética del metabolismo de Aspergillus se puede dividir en dos fases: trofofase e

idiofase. La primera fundamental para el desarrollo y proliferacion en cualquier medio
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nutritivo y ademds abastece de precursores y cofactores para la sintesis de metabolitos
secundarios en la siguiente fase. Esta fase de la cinética de crecimiento de A. fumigatus
suele durar 4 dias principalmente en fase liquida donde se expresan los metabolitos
extracelulares o intracelulares ?®. Y la idiofase, o fase estacionaria, donde la deplecién
de la concentracién de carbohidratos y conidias conduce a una mayor produccion de
metabolitos secundarios los cuales no son indispensables para el correcto funcionamiento
de las vias metabdlicas esenciales del crecimiento, contrario a los metabolitos primarios,

sino surgen como respuesta de adaptacion, reproduccién y competencia. ¢V

Figura 1: Cinética de crecimiento de dspergillies sp.
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Fuente: Hernindez P. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
metabolitos secundarios detectados por fermentaciom em medio liguido de

Aspergillus sp. nativo del paramo de Cruz Verde (20]2)|
Durante las infecciones en seres humanos el hongo posee un comportamiento fisioldgico
particular ante un nicho ecolégico distinto al medio ambiente, donde su capacidad de
formar hifas aéreas y posteriormente conidias asexuales con amplio rango de adaptacion
a condiciones fisiolégicas en homeostasis es variable. ?* 3» La inhalacién de estas
conidias por los seres humanos es ampliamente reconocida como factor etiolégico de
alrededor del 90% de micosis, presentando manifestaciones clinicas como alergias,
reacciones asmdticas o un cuadros mds severos como la aspergilosis broncopulmonar
alérgica, aspergiloma y colonizacion extrapulmonar, y septicemia especialmente en
personas con compromiso del sistema inmune. @437 El aspergiloma pulmonar consiste
en una masa sOlida compuesta de hifas, fibrina, moco y residuos celulares la cual
generalmente crece en una cavidad preexistente como aquellas formadas en pacientes con
antecedentes clinicos de tuberculosis pulmonar.®® Como principales mecanismos
ecofisioldgicos de la patogenia de las especies de Aspergillus se menciona la produccion

de biopeliculas in vivo como resistencia a la terapia antifingica, produccion exacerbada
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de mucosidad favorecida por la coexistencia mixta entre Aspergillus con bacterias de las
vias aéreas ** 3% 35 progresiva extensién hifal intracelular del endotelio con niveles
elevados de galactomanano durante la fase invasiva 2, produccién de enzimas

antagonistas del estrés oxidativo, toxinas (gliotoxinas), como los mas importantes. %

La caracterizacion molecular de un cepa de A. fumigatus, Af293, aislada a partir de un
espécimen clinico de micosis invasiva fue completada segin el secuenciamiento
gendmico de 29.4 megabases. Se encuentra compuesta por ocho cromosomas los cuales
contienen 9 926 genes. Estos genes se encuentran comprendidos en 26 actmulos
(clusters), la mayoria de ellos especificos segtin la especie: poliketido sintasa, péptido no-
ribosomal sintasa y/o dimetilalil triptéfano sintasa. La expresion de estos genes estd
estrechamente relacionada con la virulencia incrementada por sus numerosos metabolitos
secundarios: fumagilina, fumitremorgina, verruculogeno, fumigaclavina, dcido helvélico

y esfingofunginas. ¢7

Asi como todo organismo responde orgdnicamente a estimulos externos, estd
ampliamente estudiada la expresion de diversos fenotipos de respuesta virulenta y
antigénica que expresa A. fumigatus, los cuales podrian extrapolarse a las caracteristicas
del medio interno humano. Entre los principales mecanismos de adaptacién que expresa
este hongo se pueden mencionar: termotolerancia (6-45°C), estrés osmético y actividad
sobre el agua, sintesis de metabolitos caotrépicos, remocidn de especies reactivas de
oxigeno (ROS), y estrecho rango de pH. ®? Es importante recalcar que la expresién de
factores de virulencia de A. fumigatus estd muy relacionado con la temperatura, por
ejemplo, la temperatura corporal humana coadyuva en la mayor expresion de genes de
virulencia con excepcién de la catalasa tipo B ©¢” Del mismo modo, los nutrientes que
sean captados por el microorganismo jugaran un rol importante en la produccion de
moléculas de interés diagndstico. La glucosa o sacarosa, extractos de levadura o malta y
elementos trazas son reconocidos como influyente de la produccion de muchos

antibiéticos del tipo betalactdmico. 2%

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos originados a partir de
intermediarios de una gran variedad de rutas metabdlicas primarias y se clasifican segun
sus precursores formados durante los primeros dias de consumo de energia (trofofase).
(10. 65 La produccién de determinados metabolitos no es exclusiva de un género

microbiano en particular; es por ello que cepas genéticamente semejantes producen
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estructuras distintas y varian de acuerdo a diversas condiciones medioambientales, siendo
tan diversas en estructura atémica como en actividad bioldgica. ¥ 2 A, fumigatus, asi
como diversas plantas de conocimiento medicinal, sigue siendo una fuente de
innumerables compuestos orgdnicos conocidos hasta la fecha alrededor de 226
metabolitos secundarios ' de los cuales se pueden dividir en policétidos: péptidos
ciclicos, alcaloides y sesquiterpenoides; epipolythiodioxopiperazinas (ETP) teniendo a la
gliotoxina como el primer y mejor caracterizado compuesto del grupo. 2> Desde los
primeros reportes de Numata y col. (1992), se caracterizaban policétidos como las
fumiquinazolinas A, B y C las cuales son reconocidas por su actividad citotéxica ® La
gliotoxina es un alcaloide tipo ETP sintetizado por diversas especies del género
Aspergillus con reconocida actividad antifiingica, la cual es generada como producto de
la interaccién hongo-hongo. De los aislamientos de Aspergillus spp. el 98% de cepas

generaron esta toxina, en comparacién al 96% de aislamientos ambientales.

En ese sentido, diversos investigadores han obtenido resultados semejantes en la
obtenciéon de metabolitos con potencial de farmacos terapéuticos cuando el hongo es
aislado de ambientes marinos o terrestres. " ¥ Estos hongos endofiticos han sido
ampliamente reconocidos como laboratorios biosintéticos de antibidticos
(betalactamicos), antimicoticos, alcaloides, vasodilatadores, inmunosupresores,

compuestos antitumorales y agentes anti esclerosis miltiple. 6%

La caracterizacion de los metabolitos secundarios de A. fumigatus puede partir de andlisis
cualitativos de grupos funcionales, hasta métodos mds especificos y cuantificables como
la cromatograffa liquida de alto desempefio (HPLC) y la espectrometria de masas
acoplada a cromatografia de gases (MS-GC). La separacion por fracciones, mediante la
primera técnica, nos permite identificar compuestos que puedan expresar actividad
antimicrobiana segtn la técnica de bioautografia. ¥ Ambos métodos comparten el
objetivo de caracterizar de manera cualitativa y cuantitativa un compuesto orgéanico que
serd evaluado in vitro sobre un determinado género bacteriano. © Por ejemplo,
compuestos con nombres genéricos como la fumifungina y el synerazol de actividad
antimicotica e inhibidor de angiogénesis; hasta compuestos noveles como el 3,4-
dimetoxifenol y el 1,3,5- trimetoxybenzeno con actividad sobre cocos Gram positivos y

levaduras de importancia clinica.
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El rendimiento, en cuanto a masa y capacidad de extraccion, depende del solvente
organico a ser utilizado para la obtencion de los metabolitos secundarios. Si se utilizan
solventes apolares estos atraerdn y tendrdn mayor efecto de transporte sobre metabolitos
de naturaleza polar. 1V Los solventes orgdnicos que han sido utilizados segtin la polaridad
son los siguientes: de alta polaridad (éter de petrdleo, éter) polaridad media (cloroformo,
acetato de etilo, acetona, diclorometano) y baja polaridad (metanol, etanol, agua). ©:7- 12
La composicién del extracto orgdnico de A. fumigatus es sumamente variada en cuanto a
cantidad y presencia de antibidticos y quimioterapéuticos con actividad antimicrobiana,
por lo que no es posible asignar individualmente la actividad a un compuesto organico en
particular sobre una diana de la estructura bacteriana. Sugiriendo ademds que en este tipo
de extractos puede existir efectos de sinergia o antagonismo entre los metabolitos
secundarios. © Dependiendo de los compuestos presentes y segiin el tipo de solvente de
extraccion se podrd saber si estos actiian a nivel de la sintesis membrana celular, dcidos
nucleicos u otro sitio de accién farmacodindmico. ® Como sefiala Medensetv (1997) las
quinonas y lactonas, debido a su naturaleza lipofilica, poseen efectiva accion
antibacteriana sobre cocos Gram positivos; no siendo de la misma manera sobre la distinta
estructura quimica de los bacilos Gram negativos. ¢%

La mayoria de estudios utilizan como solvente de extraccion al acetato de etilo con lo que
llegan a describir la estructura y cantidad de los metabolitos secundarios presentes en el
extracto y que haya sido demostrada su accién antimicrobiana mediante bioautografia. 13
47) Para identificar las sustancias presentes del extracto se utiliza la técnica de GC-MS,
donde el concentrado del extracto serd separado mediante técnicas de cromatografia en
columna obteniendo finalmente las fracciones que expresan actividad antimicrobiana las
cuales serdn caracterizadas mediante la medicién a una determinada longitud de onda
(280 nm) en funcién de la masa y carga. &© Shaaban y col (2012) aislaron una cepa
endofitica de Aspergillus fumigatus R7 y mediante técnicas cromatograficas lograron
purificar un extracto orgdnico de los productos de fermentacién de azicares. " Por medio
de técnicas de elucidacion estructural y espectrometria de masas lograron identificar 10

compuestos bioactivos segun estructura quimica y nomenclatura sistémica. (FIGURA 3)

Algunos de estos compuestos concuerdan con otras referencias. Por ejemplo, segin
Intaraudom y cols (2013) el compuesto 3, el cual fue obtenido de Penicillium sp posee
actividad sobre Mycobacterium tuberculosis con valor de concentracion minima

inhibitoria (MIC) de 48.8 ng/mL. Y acorde a Xu y cols (2011) el compuesto 10 posee

19



actividad antifingica contra Candida albicans, ademds de poseer accion medicinal como

antitumoral, inmunomodulador y citotdxico.

Figura 2: Metabolitos secundarios aislados de Aspergillus fumigatus R7

1.Acido linoleico 2. R(-)-monolinoleato de glicerol 3. Bis-ditio-(bis-tio-metil)-
gliotoxina 4. Fumiquinazola-F 5. Fumiquinazola-D 6. (Z,2)-N,N’-[1-[(4-
Hidroxifenil)-metilen]-2-[(4-metoxi-fenil)metilen]-1,2-etanediil]-bis-formamida. 7.
trimero de pyrazolin-3-ona 8. Trico9-en-2a,3a,11a,16-tetraol 9. 2’-deoxy-timidina

10. Cerebrésido A.
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Tabla 1: Clasificacion de los grupos funcionales de metabolitos secundarios de

Aspergillus fumigatus
c ACCION REFERENCIA
GRUPO QUIMICO METABOLITO ANTIMICROBIANA | BIBLIOGRAFICA
Fumiquinazolina Citotoxico 7,9, 11
A-E
Fumigatinas Gram positivos 9
Gram negativos
Nemédtodos
Pseurotinas Antifingico 9
Policétidos Restrictocinas Invasividad 9
3,4- Gram positivos 4
dimethoxyphenol
Alcaloides 1,3,5- Antifiingico 4
trimethoxybenzene | Gram positivos
Cumarina Gram positivos 5
Terreina Gram positivos 5
Fumagilina Toxico 7,9, 37
Sesquiterpenoides | Tripostatina A Inhibidor ciclo celular 9
Lactonas Gram positivos 3
Epipolitiodioxo- | Gliotoxina Toxina 7,9, 61
piperazines (ETP)
Ergosterol Antiviral 9
Acido helvélico Gram positivos 9, 37
Gram negativos
Esteroles y Triterpenos Acidos grasos y Virulencia 9
politerpenos
Fugitremorgina Inhibidor ciclo celular 9,37
Cerebrésido A Candida albicans 7

Metodologia de extraccidn de metabolitos secundarios

La metodologia de extraccion de los metabolitos secundarios de Aspergillus fumigatus,

aislados de diversas fuentes naturales, asi como la evaluacién de su actividad

antimicrobiana es semejante en los pasos criticos de aislamiento de la cepa y extraccion

de los compuestos organicos, diferencidndose en el uso de distintos insumos o técnicas

para la purificacion y evaluacion de los mismos. Ademads, para la evaluacién de la

susceptibilidad de cepas bacterianas sensibles y resistentes se siguen los lineamientos de

CLSI 2018. “0
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Tabla 2: Metodologia de Evaluacion de Actividad Antimicrobiana de Aspergillus

Jfumigatus sobre el crecimiento in vitro de cepas bacterianas

Etapa Objetivo Medio de cultivo Condiciones de
incubacién
1° | Reactivacion de la cepa de e Reactivacién del | o Agar papa 7 dias a 25°C
Aspergillus fumigatus metabolismo dextrosa (APD)
e Identificacion e Agar Czapeck
microscopica y (CYA)
macroscopica
2° | Obtencion de cultivo Concentracién de e Tween 80 al 1% 7 dias a 25°C
monospérico 1x10% conidios/mL. | ¢ Medio SPG
3° | Fermentacion | Pre-in6culo | Fase exponencial Caldo Sulfato Papa 5 dias a T° ambiente
del crecimiento Glucosa (SPG)

Cultivo Produccion de Caldo SPG 15 dias a T®
metabolitos ambiente
secundarios

4° | Extraccion de metabolitos Extraccion de Acetato de etilo Sistema al vacio
secundarios metabolitos acoplado a filtro de
secundarios en fase 110 mm
acuosa
5° | Evaluacion de actividad e Evaluacion de e Agar Mueller- e 16-18 horasa

antimicrobiana

susceptibilidad
sobre S. aureus
e Evaluacion de
susceptibilidad
sobre S.
pneumoniae

Hinton

e Agar Mueller-
Hinton + sangre
de carnero 5%

35°C
e 20-—24 horas a
35°C

Fuente: Adaptado de Hernidndez P. (2012)

Las infecciones por cocos Gram positivos en tanto, contindan siendo un grave problema

en salud publica debido a la capacidad para expresar diversos factores de virulencia en la

comunidad como aquellas asociadas a la atencidon en salud: leucocidina Panton —

Valentine (PVL), enterotoxinas A-E y toxina del sindrome de choque téxico producidas

por S. aureus; mientras que S. pneumoniae presenta alta capacidad invasiva debido a la

presencia de diversos polisacdridos capsulares y toxina pneumolisina. “!*¥ Por otro lado,

es alarmante el aumento de la frecuencia de resistencia a antibidticos de cepas bacterianas

cominmente susceptibles a antibidticos de bajo espectro del grupo de los betalactdmicos

cuyo mecanismo de accion consiste en inhibir la sintesis de la pared celular bacteriana.
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S. aureus es ampliamente reconocido como microorganismo ubicuo de la piel y mucosas,
asi como de causante de bacteriemia con una tasa de mortalidad entre 15 a 60%
principalmente en infecciones asociadas a la atencién en salud o como causante del
emergente problema de S. aureus resistente a meticilina (MRSA). > Los mecanismos de
resistencia a betalactimicos por S. aureus se pueden resumir en: resistencia mediada por
enzimas (penicilinasas que desactivan el antibidtico), modificacién de proteinas de unién
a penicilina (PBP), y expresion del gen mecA cuyo producto es una proteina de unién a
penicilina (PBP2a) con baja afinidad por esta clase de antibidticos la cual es causante de
la resistencia a meticilina. “4*® A pesar de la mayor variedad genética y mayor virulencia
en hospederos inmunocompetentes, las infecciones por S. aureus sensible a meticilina
(MSSA) presentan menor carga de morbilidad en infecciones asociadas a la atencién en
salud en comparacién al mayor impacto e incidencia por MRSA. “? La cepa de S. aureus
ATCC 25923, utilizada para las pruebas de sensibilidad a meticilina, se puede dividir en
sensible (> 22 mm) o resistente (< 21 mm) segun el criterio de interpretacion del didmetro

de inhibicién el cual es generado por un disco con contenido de 30 ug de cefoxitina. 4%

Tabla 3: Staphylococcus aureus: Resistencia a meticilina (MRSA) Region de las

Américas
Paises, Fuente de | Resistencia | Muestras Tipo de Periodo de | Afio de
territorios y | informacion (%) aisladas vigilancia, | recoleccion | reporte
otras areas poblacion o
muestras
Pera Informacién 36 230 Comunidades 2010 2013
nacional aisladas
Peru Red 84 380 Inclusivo 2012 2013
nacional

Fuente: Adaptado de OMS. Antimicrobial Resistance: Global Report on
Survellaince. 2014 (citado el 20/10/2018). Disponible en:
https://www.who.int/drugresistance/documents/surveillancereport/en/

De acuerdo a la OMS, las infecciones por S. pneumoniae (neumococo) han surgido como
un grave problema en salud infantil ya que causa la muerte de 1,2 millones de nifios
menores de 5 afios en paises en vias de desarrollo *®. El neumococo puede encontrarse
colonizando la nasofaringe en portadores sanos o como causante de sepsis, neumonia o
meningitis; siendo la adquisicién de resistencia a penicilina un factor que desencadene

prolongacién en la estadfa hospitalaria y aumento en los niveles de mortalidad. 7

La penicilina G, primera droga aislada de un hongo (Penicillium notatum), como

betalactamico es el antibidtico de primera eleccion para el tratamiento de infecciones por
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bacterias Gram positivas siempre y cuando el paciente no curse con alguna infeccion
sistémica como la meningitis ya que el antibidtico no serd capaz de atravesar la barrera
hematoencefilica. “® Su mecanismo de accién consiste en inhibir competitivamente las
enzimas transpeptidasas de la dltima etapa de la sintesis de la pared celular. En el
neumococo se han descrito 6 tipos de PBP (1a, 1b, 2a, 2b, 2x, 3), las cuales al ser alteradas
fundamentalmente por transformacién (2x, 2b, y 1a) son responsables de la resistencia a

betalactamicos. 4

Tabla 4: Streptococcus pneumoniae: Resistencia, o no susceptibilidad, a penicilina.
Region de las Américas

Paises, Fuente de No Muestras Tipo de Periodo de | Afo de
territorios | informacion | especificado | aisladas vigilancia, | recoleccion | reporte
y otras resistente o poblacion o
areas no muestras
susceptible
(%)
Perd Informacién 58.8 17 Comunidades 2010 2013
nacional aisladas
Perd Red 47 17 Inclusivo 2012 2013
nacional

Fuente: Adaptado de OMS. Antimicrobial Resistance: Global Report on
Survellaince. 2014 (citado el 20/10/2018). Disponible en:
https://www.who.int/drugresistance/documents/surveillancereport/en/

La actividad antimicrobiana estd definida como la actividad biolégica de un organismo
sobre otro expresada como el potencial de inhibicién que poseen los metabolitos
secundarios de un hongo sobre el crecimiento de colonias bacterianas in vivo o in vitro;
ademads de expresar la relacion ecolégica de los microorganismos en el medio ambiente
por la competencia de nutrientes y superficies de desarrollo orgédnico, y la produccion
natural de variados compuestos de interés farmacoldgico y clinico que pueden producir
especies de hongos como A. fumigatus. Ante la continua y exponencial apariciéon de
bacterias que expresan resistencia a antibidticos de bajo espectro para el manejo clinico
de infecciones por agentes comensales e invasores del organismo humano, el desarrollo
de nuevas drogas que logren ofrecer una alternativa para el tratamiento empirico podria
expresarse en nuevos principios activos de valor farmacoldgico que disminuyan el
desarrollo de fenotipos bacterianos que se expresan en farmacoresistencia, logrando asi
aminorar la carga de morbi-mortalidad por infecciones asociadas a la atencion en salud y

los costos médicos por tratamiento y hospitalizacion.
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1.4.2. Definicion de términos

¢ Endofitico: Especies de hongos ambientales que habitan internamente los tejidos
vegetales para obtener nutrientes y habitat.

e Metabolitos secundarios: compuestos quimicos de estructura diversa, aromdtica
y ciclica, los cuales no son indispensables para el funcionamiento del organismo
que las produce. Son producidos por plantas y microorganismos.

¢ Bioautografia: Ensayo para la purificacién de sustancias antibacterianas, o un
fraccionamiento bioguiado, realizando el ensayo a través de cromatogramas que
permitan la localizacién de los compuestos activos.

e Micosis invasiva: infeccion secundaria del sistema sanguineo con presencia de
conidias las cuales germinan e invaden otros tejidos superando las defensas
inmunolégicas celulares. Es producto de una aspergilosis con foco primario, como
por el ejemplo, lesiones cavitarias del pulmén.

e Cepa clinica: aislamiento microbiano a partir de un espécimen clinico,
posteriormente tipificado fenotipicamente y con reporte de susceptibilidad
antimicrobiana por el laboratorio de microbiologia. Almacenada en condiciones
6ptimas de temperatura y medio de conservacion.

e Principio activo: sustancias quimicas de diversa naturaleza molecular y grupo
funcional responsables de la accion farmacolégica y uso terapéutico.

e Actividad antimicrobiana: Capacidad de los principios activos producidos por
microorganismos de destruir o inactivar otros microorganismos, impedir su
proliferacién y/o impedir su accion patégena.

o Acetato de etilo: solvente organico, liquido e incoloro de naturaleza polar.
Soluble en compuestos de mediana a alta polaridad, inmiscible en agua a
temperatura ambiente.

e Extraccion: técnica de separacion liquido-liquido permitiendo la transferencia de
sustancias de una fase a otra. Es llevada a cabo entre dos liquidos inmiscibles en

una pera de decantacion.

1.4.3. Formulacion de la hipétesis
Los metabolitos secundarios presentes en el extracto crudo de Aspergillus fumigatus
poseen actividad antimicrobiana sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus 'y

Streptococcus pneumoniae.
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CAPITULO 11
METODOS
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2.1. DISENO METODOLOGICO

2.1.1. Tipo de investigacion

Estudio observacional; analitico, transversal y prospectivo.
2.1.2. Muestra y muestreo

Se selecciond por conveniencia una cepa clinica de Aspergillus fumigatus tipificada
fenotipica y genotipicamente dentro de la seccion Fumigati, la cual fue obtenida de un
aislamiento clinico y se encuentra aislada en agar Sabouraud glucosado (ASG) en la
micoteca de la seccion de investigacion del Laboratorio de Micologia del Instituto de
Medicina Tropical (IMT) “Daniel Alcides Carrion” de la Facultad de Medicina -
Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Las 30 cepas de Staphylococcus aureus se dividen en: 15 cepas meticilino sensible y 15
cepas meticilino resistente, y 27 cepas de Streptococcus pneumoniae: 15 penicilino
sensible y 12 penicilino resistente; las cuales fueron obtenidas a partir de aislamientos
clinicos, cultivadas en medios microbiologicos y se encuentran conservadas en el cepario
de la seccion de Bacteriologia del IMT de la UNMSM. Las cepas bacterianas fueron

muestreadas por conveniencia segun la disponibilidad en nimero y viabilidad de cultivo.
2.1.3. Variables

Variable dependiente

Cepas clinicas bacterianas segun susceptibilidad antimicrobiana.

Variable independiente

Actividad antimicrobiana de metabolitos secundarios extraidos de una cepa clinica de

Aspergillus fumigatus.

2.2. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE
DATOS

2.2.1. Obtencion del extracto crudo de Aspergillus fumigatus

Reactivacion de cepas clinicas de Aspergillus fumigatus
Para el procesamiento de fermentacion liquida y extraccion de metabolitos secundarios
se escogid por conveniencia una cepa de Aspergillus fumigatus (AF) aislada de un

paciente con micosis invasiva, foco primario de infeccion aspergiloma pulmonar, la cual

28



fue caracterizada fenotipica y genotipicamente mediante estudios de biologia molecular
y pertenece a la seccion Fumigati. (Datos no publicados. Béjar y cols. 2014). La cepa de
AF cuenta con una codificacién previa como AF303.

En condiciones de repetibilidad se siguié la misma metodologia de fermentacion,
extraccion y concentracién para una cepa referencial de AF la cual sirvié como cepa
control durante la evaluacién antimicrobiana. Este control de calidad se utiliz6 con el fin
de comparar los resultados con los antecedentes del estudio, demostrando ademds que la
cepa control y la cepa clinica producen metabolitos secundarios mediante una misma

metodologia de extraccidn, y ambas poseen actividad antimicrobiana en diferente medida.

El aislamiento primario se conservaba en agar Saboraud glucosado (ASG) en
refrigeracion, por lo cual se realiz6 una primera resiembra en agar papa dextrosa (APD)
y se incubd por 7 dias a 35° C. Trascurrido el tiempo sefialado, se estudié las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas (azul de lactofenol) que sean propias del
género y especie, observando que el cultivo se encuentre sin presencia de contaminantes.
Para la caracterizacion fenotipica se siguieron las recomendaciones de Samsom y

Hoekstra (¥

Tabla 5: Caracteristicas del cultivo del aislamiento clinico de Aspergillus fumigatus

Macroscopia

Colonias de 45 — 70 mm

Microscopia

Conidi6foros lisos a

finamente rugosos

Coloraciéon del anverso | 200-300 um de largo

verde - gris

Coloracion del reverso ocre

Hasta 7 um de diametro

Sin pigmento difusible

Vesiculas de 18 — 20 um de

diametro

Aspecto pulvurulento

Ausencia de métula

Relieve plegada - plano

Fidlides ampuliformes

Presencia de gotas de

exudado

Conidias globosos 2-3 um
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Figura 3: Caracteristicas macroscépicas y microscopicas del aislamiento clinico de
Aspergillus fumigatus.

Obtencion del cultivo monosporico

Como fase previa a la fermentacion liquida del cultivo de AF se necesita que el mismo se
encuentre en condiciones axénicas, lo que equivale a decir monospérico. Con esto se
garantiza que los metabolitos que puedan expresarse pertenezcan a un solo tipo de colonia
evitdndose el pleomorfismo bioquimico y la variabilidad de las clonas fingicas que

podrfan alterar la expresién de metabolitos secundarios. ¥

La concentracién de las conidias se encuentra en un rango de 1x10° —4x10° conidias/mL.
Para ello se realiz6 un subcultivo en agar sulfato, papa, dextrosa (SPG) el cual fue
incubado a 37°C por 7 dias. Se prepard una soluciéon Tween 80 al 1% y 10 mL fueron
vertidos al subcultivo, se agité la mezcla con ayuda de un vortex y dejandose en reposo
para un correcto desprendimiento de conidias de la superficie. En una bateria de tubos
con 4.5 mL de caldo peptonado se realizaron diluciones al medio con 0.5 mL de la
resuspension de conidias hasta alcanzar la concentracion indicada previamente.
Utilizando una camara de Neubauer se realizo el recuento de conidias (2-3 um de tamafio)
(FIGURA 5) en los 9 cuadrantes y se determiné el recuento total segtin la férmula descrita

por Bauer (1986):

Conidias conidias contadas

mL area contada x profundidad cadmara x dilucion del recuento

180 conidias
9mm2x0.1mmx1/10000

2 x 10% de conidias/mL =
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Figura 4: Recuento de conidias en cimara de Neubauer

Fermentacion liquida

El proceso de fermentacion se divide en: pre-fermentacion y fermentacién. Segun la curva
de crecimiento microbiano durante la primera fase el cultivo se encuentra en trofofase y
en idiofase posteriormente. Con ello se garantiza que en primer lugar se agote la mayor
cantidad de nutrientes del medio para que luego solamente se expresen los metabolitos de

interés. &2

Para la pre-fermentacion, en un matraz Erlenmeyer se afiadié 45 mL de caldo SPG mads
el indculo del cultivo monosporico y fue incubado a temperatura ambiente por 5 dias en
agitacion constante de 120 rpm. Luego, el volumen fue trasferido a un caldo SPG fresco
de 250 mL llevdndose a un tiempo de incubacién de 7 dias en las mismas condiciones de
rotacion y temperatura. En ambos casos se mantuvo una relacién proporcional de 1/5
entre el volumen del caldo de cultivo y el volumen del matraz de Erlenmyer segtn las

instrucciones de Damian y Daza. ®9

Culminado el tiempo de fermentacién en medio liquido; el caldo de cultivo fue filtrado
usando una bomba al vacio acoplado a un sistema estéril con filtro de poro de 0.22 um.
La totalidad de la biomasa fue separada del caldo de cultivo comprobdndose por la
esterilidad del medio liquido al ser cultivado en agar APD, comprobando que el volumen

filtrado estaba libre de conidias y micelio.
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Extraccion de metabolitos secundarios

Para la extraccion orgdnica del caldo de cultivo se utilizé el solvente de mediana
polaridad, acetato de etilo, el cual posee mayor afinidad de transporte por los principios
activos de naturaleza polar e incrementa la obtencidon de masa seca de metabolitos
secundarios tras concentrar el extracto crudo. © '? El acetato de etilo es un compuesto
volatil e inflamable, de olor dulce y corrosivo al tacto; es por ello que se tomd en cuenta
las condiciones bdsicas de bioseguridad en el manejo del solvente y en la conservacion

del mismo. (ANEXO 4)

En una pera de decantacién se mezclé un volumen del caldo de cultivo mds un volumen
de acetato de etilo, realizando 3 lavados para un volumen final de 120 mL. Se agit6 la
suspension vigorosamente para acelerar el proceso de transferencia de masas y se alcance
el equilibrio de reaccidn segun la ley de accidon de masas. Dos fases fueron obtenidas tras
la extraccion: una fase orgdnica y una fase acuosa. La primera consta del solvente de
extraccion el cual debe haber extraido los compuestos orgénicos; y la segunda que es el
caldo de cultivo deficiente en metabolitos secundarios. Ambas fases fueron conservadas

para la evaluacién antimicrobiana por difusién en agar.
2.2.2. Caracterizacion quimica cualitativa del extracto crudo

La fase orgdnica fue llevada a una estufa de aire circulante a 40°C para la evaporacion
del solvente de extraccién y obtener una masa cruda de produccién de metabolitos

secundarios.

Los metabolitos secundarios de AF pueden clasificarse, en consenso segun las referencias
bibliograficas, en 3 grupos orgdnicos los cuales son: alcaloides, terpenos y esteroles, y
sesquiterpenlactonas  los cuales abarcan una plétora de compuestos de distinta

composicion y formacion molecular.
Identificacion de alcaloides

Los alcaloides son el grupo quimico mds abundante que abarca los principales
metabolitos secundarios de AF los cuales en mayor proporcidon son compuestos ciclicos
derivados de amino4cidos o 4cidos grasos. ! Para la identificacién no especifica de
alcaloides de utiliz6 el reactivo de Mayer (HgCl2 + KI en 100 mL de agua) el cual forma
un precipitado blanco a amarillo claro ante la presencia de alcaloides. Para la ecuacion

quimica de las reacciones con los controles positivos ver el ANEXO 5. Se siguieron las
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recomendaciones del MSDS para el manejo de reactivos basados en mercurio. (ANEXO

4)

En un tubo de vidrio de 13x100 se verti6é 0.5 mL del extracto crudo disuelto en etanol, y

se afiadi6 3 gotas del reactivo de Mayer.
Identificacion de terpenos y esteroles

La reaccion de Libermann — Burchard reconoce la presencia de triterpenos y esteroides
los cuales se caracterizan por poseer un nicleo androstano, generalmente insaturado en

el anillo B y la posicién 5-6.

En un tubo de vidrio de 13x100 se afiadi6 0.5 mL del extracto crudo con 1 mL de
anhidrido acético, finalmente se afiadi6 3 gotas de H2SO4 (c). Se siguieron las
recomendaciones del MSDS para el manejo de 4cido sulftirico. (ANEXO 4). La reaccién
se considera positiva por la formacion de un anillo verde-azul hasta uno pardo anaranjado.

Para la ecuacidon quimica de las reacciones con los controles positivos ver el ANEXO 5.
Identificacion de sesquiterpenlactonas

Son estructuras terpénicas que poseen 15 dtomos de carbono, incluyendo una lactona
a-f insaturada. Para su identificacién se recomiendan los reactivos de Baljet, Legal,
vainillina — &cido ortofosférico y el yodo elemental. La presencia puede medirse
cualitativamente o cuantitativamente. Para la dltima técnica se utiliza cromatografia en

capa fina usando como reactivo revelador los insumos anteriormente mencionados.

Reaccion de Legal: a 0.5 mL del extracto crudo se afiadié 3 gotas del reactivo de Legal
(nitroprusiato de sodio) hasta la formacion de una coloracién rojo intenso. Para la

ecuacion quimica de las reacciones con los controles positivos ver el ANEXO 5.
2.2.3. Evaluacion antimicrobiana

Reactivacion de cepas clinicas

Las cepas clinicas de Staphylococcus aureus (Sau) y Streptococcus pneumoniae (Spn)
fueron gentilmente brindadas por el laboratorio de Bacteriologia del Instituto de Medicina
Tropical — UNMSM, y se encuentran conservadas en bacterioteca en condiciones
adecuadas segtin las exigencias nutritivas y de preservacion de cada género bacteriano.
Las cepas de Sau se conservan en caldo tripticasa de soya (TSA) mds glicerol al 20%, y

las cepas de Spn en crioperlas; ambas a una temperatura de -70°C.
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Para la evaluacidon antimicrobiana del extracto crudo de AF, una poblacion de 60 cepas
bacterianas fue muestreada por conveniencia segin la disponibilidad y exigencia de
cultivo. La muestra fue distribuida por género y especie segtin la susceptibilidad

antibidtica previamente tipificada por el IMT segtn especificaciones internacionales:

e 15 cepas de Sau meticilino sensible (MSSA; Halo de inhibicién por cefoxitina 2
22 mm)

e 15 cepas de Sau meticilino resistente (MRSA; Halo de inhibicién por cefoxitina <
21 mm)

e 15 cepas de Spn penicilino sensible (PSSP; MIC < 0.06 ug/mL)

e 12 cepas de Spn penicilino resistente (PRSP; MIC > 2 ug/mL)

La codificacion de las cepas fue realizada por el autor la cual consiste en la distribucion
segtin susceptibilidad (MSSA, MRSA, PSSP y PRSP, sumado a la numeracién asignada

con anterioridad por el consultorio externo. Ejemplo: MRSA-3789.

Segiin la estandarizacion del desempefio para las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana del CLSI “? se cumplieron las recomendaciones para la normalizacién de
la reactivacion de las cepas bacterianas y de la preparacion de los medios sélidos de
susceptibilidad. Ambas cepas fueron reactivadas en agar base sangre adicionando 5% de
sangre carnero al volumen total del agar (ASC) realizando dos subcultivos consecutivos
de 24 h a 35+/- 1°C con la finalidad de obtener cultivos frescos y se conserven las

caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las colonias.
Estandarizacion de los medios de susceptibilidad

Para la evaluacion de susceptibilidad en Sau se preparé el agar Muller-Hinton (MH) con
un pH de 7.3 + 0.1, profundidad de 4 mm, esterilidad a 37°C por 24 horas, y aspecto

ambar y transparente.

Para la evaluacion de susceptibilidad en Spn se prepar6 el medio MH con 5% de sangre
de carnero (MUSA) cumpliendo con el desempefio de hemdlisis de cepas estdndares y

esterilidad a 37°C por 24 horas.

Se utilizé un sacabocado de metal el cual realiza una perforacion de 6 mm de didmetro y
4 mm de profundidad en los medios so6lidos. Se prepararon discos estériles en blanco
(Whatman N° 42) de 6 mm de didmetro los cuales fueron impregnados con 25 uL del

extracto crudo de AF por triplicado, concentrado en unidades de 100 mg/mL utilizando

34



DMSO 5%. Se dejaron secar por 15 minutos y se conservaron en congelacién a -20° C
listos para ser usados a demanda. Igualmente, se impregnaron discos control con 25 uL

del extracto crudo de una cepa referencial de AF en la misma concentracion.

Figura 5. Plantilla para la evaluacion antimicrobiana en Mueller-Hinton

Leyenda:

a. Disco con 25 ul del extracto
crudo de AF

b. Disco con 25 uL de la fase
acuosa de AF

c. Pozo con 25 ul del extracto
crudo de AF

d. Cepa referencial

e. Control negativo - DMSO

Controles de calidad

Se tomaron medidas preventivas que aminoren el sesgo de evaluacién de la actividad
antimicrobiana por efecto del extracto crudo de AF. El posible sesgo que pueda originar
el solvente orgénico, acetato de etilo, durante la evaluacion antimicrobiana fue eliminado
al evaporar completamente el solvente de extraccion usando un sistema de circulacidon
por aire forzado en estufa de aire circulante a 40°C.

El extracto fue solubilizado en dimetilsulféxido (DMSO) 5% para que pueda ser
inoculado tanto en discos como en pozos. Por ello, se inocul6 un disco de 6 mm con
DMSO 5% usando el mismo volumen de evaluacion del extracto crudo por triplicado.
Este serd el control negativo. Se utiliz6 la difusion en disco al ser la técnica mas
reconocida y estandarizada que la difusién en pozo.

Se evalud la actividad antimicrobiana de una cepa control de AF obtenida del Instituto
Nacional de Salud. No fue considerada como un control positivo ya que, al no ser una
metodologia estandarizada, no es predecible su actividad antimicrobiana. La produccion

de metabolitos dependerd de cada cepa segun el origen, nimero de resiembras,
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condiciones bidticas y abidticas de fermentacion, etc. Por lo tanto, su evaluacidon permitié
demostrar que no solo la cepa clinica, objeto de estudio, es capaz de producir principios
activos. De igual modo, fueron impregnados 25 uL. del extracto de esta cepa en disco de
6 mm.

Finalmente, se evalué la actividad de inhibicién del crecimiento bacteriano producido por
la fase acuosa del volumen de fermentacion. Esta fase es el medio de cultivo liquido,
SPG, inmiscible con el solvente de extraccion. Por teoria, los compuestos extracelulares
no deberian encontrarse en esta fase. Se considera igualmente un control negativo, y fue

inoculado un volumen de 25 uL en discos de 6 mm por triplicado.

Susceptibilidad por difusion en agar

Para la preparacion del indculo en solucidn salina estéril, se obtuvo una concentracién
de 0.5 McFarland (1.5x10% UFC/mL) utilizando cultivos frescos no mayores a un tiempo
de incubacion de 24 horas a 36 +/- 1° C. Se impregné un hisopo estéril con el indculo
estandarizado y se sembrd por la técnica de tapete en 3 direcciones cubriendo todo el
medio sélido. Para Sau se utiliz6 el medio MH, y para Spn el medio MUSA. Dentro del
lapso de 15 minutos se realizaron los pozos y colocaron los discos al agar. Finalmente,
fueron incubados en estufa de 36 +/- 1° C por 24 horas. Todas las cepas clinicas y cepas

control fueron procesadas de la misma manera.

2.2.4. Lectura e interpretacion de resultados

Los resultados fueron expresados segun la variable cualitativa de presencia o ausencia de
actividad antimicrobiana, la cual se manifiesta como cualquier halo de inhibicion del
crecimiento bacteriano producido alrededor del pozo o disco. Se consideré la presencia
de actividad antimicrobiana un halo de inhibicion mayor de 6 mm. Por consiguiente,
ausencia de halo de inhibicion indica que no existe actividad antimicrobiana.

Usando un vernier se medird el didmetro de los halos de inhibicion en milimetros con la
finalidad de crear una base de datos la cual permita realizar el andlisis estadistico.

Estos resultados no podrin ser comparados con los puntos de corte de susceptibilidad en

disco por difusién en agar propuestos por el manual M100-S28 del CLSI. 4%
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2.3. ANALISIS DE DATOS

Se utiliz6 el programa Microsoft Excel 2013 para la construccion de una base de datos la
cual permitié realizar la descripcion de las variables cualitativas y cuantitativas.
Utilizando una tabla de valores absolutos y relativos para el analisis univariado de los
resultados en relacion a la presencia o ausencia de halos de inhibicion. Para cada una de
las cepas de A. fumigatus, se consider6 como valor absoluto la presencia o ausencia de
inhibicion de crecimiento siempre y cuando dos de tres resultados relativos presenten el
mismo valor. Se efectud el mismo procedimiento por separado por cada una de las cepas
bacterianas que sean sensibles o resistentes.

Asi mismo, se uso el paquete de software estadistico Minitab v14.0 donde se realiz6 la
prueba de hipdtesis para cociente de varianzas con una significancia valor p < 0.05 para
comparar las desviaciones estandar entre la difusiéon en pozo y disco de las 4 muestras de
cepas clinicas; igualmente se compar6 los promedios de los halos obtenidos por disco
difusion entre las cepas sensibles y resistentes. Finalmente se agrup6 la informacion
utilizando el método para datos paramétricos de Tukey con un nivel de confianza de 95%
con lo cual se obtuvo la comparacion multiple de medias de los pozos y discos entre las

muestras de cepas clinicas.

2.4. CONSIDERACIONES ETICAS

Por la naturaleza del estudio no se manejaron consideraciones éticas ya que no se trabajo
con grupos humanos directamente sino con especimenes, los cuales fueron aislados con
anterioridad en establecimientos de salud, fueron codificados sin mencionar datos
personales, y se encuentran conservados en medios microbioldgicos en los laboratorios
del IMT. Ya que no se afectara la integridad fisica, emocional y privada de la persona no

se presentd este estudio ante un comité de €tica institucional.
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CAPITULO III
RESULTADOS
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3.1. OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO DE AF

Se aplic6 el mismo protocolo de fermentacidon liquida para las cepas AF303 y cepa
referencial, ambas en iguales volimenes de caldo SPG segun la técnica de Damiédn y
Daza. Durante la fase de fermentacion propiamente dicha, se observé el crecimiento de
gran cantidad de biomasa en forma de pellets o bolas fingicas (FIGURA 6) las cuales son
producto de la germinacion de las conidias atn presentes en el medio de cultivo. Esta
biomasa fue finalmente filtrada usando una gasa estéril, con la finalidad de filtrar

dnicamente el caldo de cultivo usando un filtro de 0.22 um en un sistema al vacio.

Figura 6: Biomasa de fermentacion liquida de Aspergillus fumigatus

Como los metabolitos secundarios se encuentran en la fase orgdnica, esta fue llevada a
una estufa de aire circulante a 40° C a fin de evaporar el solvente de extraccién. Obtenido
el extracto crudo de ambas cepas de AF, estas fueron caracterizadas segtn la tabla 6

indicando los volimenes, peso seco y unidades de concentracion.

Tabla 6: Caracteristicas fisicas de las fases organicas de AF

Unidades de
Extracto crudo Filtrado Extracto seco
concentracion
de AF recuperado (mL) (mg)
(mg/mL)
AF 303 600 182 100
Cepa referencial 500 168 100
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3.2. CARACTERIZACION QUIMICA CUALITATIVA

Para la determinacion cualitativa de los grupos funcionales se utilizaron diferentes

metodologias que evidencian en una escala semicuantitativa la naturaleza de los

metabolitos secundarios mads abundantes de AF. Se encontr6 la presencia de alcaloides, y

esteroles y triterpenos, mas no se detectd la presencia de sesquiterpenlactonas.

Tabla 7: Resultados de la caracterizacion quimica del extracto crudo de AF 303

Metabolitos secundarios

Reactivo de ensayo

Reaccion

Alcaloides

Mayer

+++

Esteroles insaturados y

triterpenos

Lieberman-Burchard

++

Sesquiterpenlactonas

Legal

Interpretacion

(-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia, (+++) Alta evidencia

Figura 7: Resultados de las reaccion de caracterizacion cualitativa quimica del

extracto crudo de AF303

Reaccion de Mayer

Reaccion de
Liebermann-Burchard

Reaccion de Legal

(2+)

()
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3.3. EVALUACION ANTIMICROBIANA

Sobre Staphylococcus aureus

El extracto crudo de AF303 concentrado en 100 mg/mL usando un volumen de 25 uL

tanto por difusidon en disco y pozo, inhibid el crecimiento in vitro de las 30 cepas clinicas

de Staphylococcus aureus. La presencia de actividad antimicrobiana del extracto se

evidencié por un halo de inhibicién mayor de 6 mm, lo cual se obtuvo en el 100% de

cepas clinicas de S. aureus. (TABLA 8)

Tabla 8: Promedio de los diametros de inhibicion producidos por el extracto crudo

de AF303 sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus.

Codigos | Diametro de inhibicion | Coédigos | Diametro de inhibicion en
en MSSA (mm) MRSA (mm)

Disco 6 mm | Pozo 6 mm Disco 6 mm | Pozo 6 mm
3528 23.6 27.3 3421 22.3 24.3
3920 25 28 3492 22.3 25.7
3718 21.6 20.7 3217 20.7 23
3735 24.6 23.7 3701 23 24.7
3564 27 29.3 c-3741 21 23
3273 27.3 29.7 3363 30 35.3
3739 24 24.3 2018 33.3 37.3
3718 21.6 22.3 c-3491 21 22.3
3925 25.3 27.3 1993 34 35.7
3567 25.3 23 6288 22.3 22.3
2234 20.6 20.6 c-3629 23 22.3
2980 20.3 24 c-3704 18.7 25.3
2999 26.3 31.3 2343 20 21
3029 26.7 27 7898 21 22.7
7721 20.7 20.7 4532 21.7 23.3

MSSA: Staphylococcus aureus meticilino sensible MRSA: Staphylococcus aureus meticilino

resistente AF303: extracto crudo de cepa clinica de Aspergillus fumigatus.
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La cepa S. aureus ATCC 25923, la medida del didmetro del halo de inhibicién por
difusion en pozo, por triplicado, fue de 22.45 +/- 0.58 mm. En el caso de difusion en disco
fue de 20.67 +/- 0.57 mm. Para el control de calidad los discos control negativo (DMSO
50% vy fase acuosa del volumen de fermentacién) no mostraron actividad antimicrobiana
(halo de inhibicién igual a 6 mm) sobre ninguna cepa de Sau. La cepa referencial de AF
obtuvo un promedio de didmetro de halo de inhibicién de 23.87 +/- 3.25 mm sobre las

cepas sensibles de Sau, y de 22.27 +/- 5.81 mm sobre las cepas resistentes. Para la cepa

ATCC 25923 el diametro tnico fue de 20 mm.

Del grupo de S. aureus sensibles a la meticilina para la metodologia utilizando difusién
por pozo se encontré una media de 25.49 +/- 3.31 mm; y segin la metodologia de disco
este fue de 24.02 +/- 0.57 mm. Utilizando la prueba de hipdtesis para cociente de
varianzas con un nivel de significancia de 5% se rechaza la hip6tesis nula, y se acepta la
hipétesis alterna por lo cual las desviaciones estdndar obtenidas por ambos métodos son
distintas. (Valor p < 0.05) Por lo tanto, comparando promedios y asumiendo varianzas
diferentes, para la prueba hipétesis se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis
alterna donde el promedio en milimetros de los halos de inhibicién obtenidos por pozo

difusidon es mayor al promedio obtenido en milimetros por difusidon en disco.

En el caso de S. aureus resistentes a meticilina se obtuvieron promedios de 25.89 +/- 5.35
mm y 23.62 +/- 4.68 mm, segiin el método de difusién en pozo y disco respectivamente.
En este caso, se aplica la prueba de hip6tesis para comparar la relacion de desviaciones
estdndar con un IC de 95%. Por lo tanto, no se rechaz6 la hipdtesis nula la cual sefiala que
las desviaciones estdndar de los grupos obtenidos por difusién en pozo y por disco son
iguales. (valor p > 0.05). Sin embargo, cuando se compara el promedio y se asumen
varianzas diferentes para ambos grupos, se rechazo la hipétesis nula y por consiguiente
se asume la hipotesis alterna donde el promedio en milimetros de los halos de inhibicion

obtenidos por pozo difusion es mayor al método por disco difusion. (Valor p < 0.05)

Igualmente, se evalud si existe diferencia significativa entre el promedio de halos
obtenidos por disco difusidn sobre cepas sensibles contra el promedio obtenido por disco
difusién en cepas resistentes. Se realizd una estimacion de la diferencia entre ambos
grupos, luego mediante prueba de hipotesis entre los promedios de los S. aureus sensibles

y resistentes, con un nivel de significancia de 5% no se rechazo la hipdtesis nula que dice
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que el promedio en milimetros de los halos de inhibicién sobre cepas sensibles no es

mayor al promedio de cepas resistentes halladas por disco difusién. (Valor de p: 0.308)

Tabla 9: Actividad antimicrobiana del extracto crudo de AF303 sobre cepas
clinicas de Staphylococcus aureus.

Cepa

referencial AF

AF 303

Extracto crudo

Control negativo

Staphylococcus | Extracto crudo
aureus DMSO Fase
Pozo Disco
Disco (mm) 5% acuosa
(mm) (mm)
(mm) (mm)
Staphylococcus
2245 +/- | 20.67 +/-
aureus ATCC 20 6 6
0.58 0.57
25923
25.49 +/- | 24.02 +/-
MSSA 23.87 +/- 3.25 6 6
3.31 2.51
25.89 +/- | 23.62 +/-
MRSA 22.27 +/- 5.81 6 6
5.35 4.68

Sobre Streptococcus pneumoniae

El extracto crudo de AF303 con una concentracion de 100 mg/mL, el cual fue inoculado

a un disco y pozo de 6 mm usando un volumen de 25 uL y realizando 3 mediciones,

inhibid el crecimiento in vitro de la totalidad de cepas clinicas de Streptococcus

pneumoniae. La presencia de actividad antimicrobiana del extracto se evidencié por un

halo de inhibicion mayor de 6 mm, lo cual se obtuvo en el 100% de cepas clinicas de

neumococCo.

En esta oportunidad no se utilizé una cepa control de S. pneumoniae ATCC 25923.

Igualmente, para el control de calidad los discos control negativo (DMSO 5% y fase

acuosa del volumen de fermentacidon) no mostraron actividad antimicrobiana (halo de

inhibicion igual a 6 mm) sobre ninguna cepa de S. pneumoniae.
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Tabla 10: Promedio de los diametros de inhibicion producidos por el extracto

crudo de AF303 sobre cepas clinicas de Streptococcus pneumoniae.

Coédigos | Diametro de inhibicion | Cédigos | Diametro de inhibicion en
en PSSP (mm) PRSP (mm)

Disco 6 mm | Pozo 6 mm Disco 6 mm | Pozo 6 mm
0:32 33.2 29.7 0:128 24.7 30
0:15 18.7 23 9CH 27 28
0:54 26.3 34 35CH 28.7 34
8C 22 26.3 61CH 29.7 30
29H 19.7 23.7 75CH 30.3 37.6
SH 28.3 31 1B 25 24.7
33C 24.3 25 29B 20.3 20
39CH 29 31.7 34B 20.3 21
0:55 27.3 31 123B 22 26
0:91 22.3 32.7 124B 21 21.7
0:22 23.3 34.3 12C 28.7 31.7
60CTE 27.7 39.7 99H 39.3 36.7
6CH 30.7 30
3B 26.7 30
151B 28.7 32.7

PSSP: Streptococcus pneumoniae penicilino sensible PRSP: Streptococcus pneumoniae

penicilino resistente AF303: extracto crudo de cepa clinica de Aspergillus fumigatus

Al igual que el procesamiento de cepas de S. aureus, se evaluo la actividad de una cepa

referencial de A. fumigatus solamente por disco difusion. Se obtuvo una media de 26.07

+/- 4.08 mm sobre las cepas sensibles, y una media de 26.67 +/- 5.38 mm para las cepas

resistentes de neumococo.

Al evaluar el extracto organico sobre cepas de neumococo sensibles a penicilina, se

obtuvo un promedio de 30.31 +/- 4.39 mm utilizando el método de pozo difusion. Por

otro lado, segtin disco difusion el promedio fue de 25.82 +/- 4.05 mm. Primero se analizo
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la comparacién de promedios entre ambos métodos de difusién, pozo y disco. Se aplico

la prueba de hipdtesis para diferencia de medias donde se rechazé la hipdtesis nula y se

tomé en cambio la hipdtesis alterna por la cual el promedio de inhibicién por pozo en

milimetros es mayor que el promedio de inhibicion por disco. (Valor p: 0.000 < 0.05)

Finalmente, para las cepas resistentes de neumococo se obtuvo un promedio de 28.44 +/-

5.84 mm por difusién en pozo; y un promedio de 26.5 +/- 5.39 mm por difusion en disco.

Al comparar los promedios de ambas metodologias se acepta la hipétesis alterna y se

rechaza la hip6tesis nula por lo que el promedio de inhibicién por pozo difusiéon hallado

en milimetros no es mayor que el promedio hallado por disco difusién. (valor p : 0.065 >

0.05) Y para la comparacion de desviaciones estandar no se rechaza la hipétesis nula, es

decir, las desviaciones estdndar en ambos grupos de difusién en agar son las mismas.

(valor p: 0.372 > 0.05)

Tabla 11: Actividad antimicrobiana del extracto crudo de AF303 sobre cepas de
Streptococcus pneumoniae

Cepa

referencial AF

AF 303

Control negativo

Streptococcus Extracto crudo
Extracto crudo
pneumoniae
DMSO Fase
Disco Pozo Disco
5% acuosa
26.07 +/- 4.08 30.31 +/- | 25.82 +/-
PSSP 6 mm 6 mm
mm 439 mm | 4.05 mm
26.67 +/- 5.38 28.44 +/- 26.5 +/-
PRSP 6 mm 6 mm
mm 5.84 mm | 5.39 mm
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Para evaluar las diferencias entre los promedios hallados por disco difusion entre las cepas
sensibles y resistentes de S. pneumoniae se aplicé la prueba de hipétesis donde no se
rechazé la hipdtesis nula, es decir, el promedio de los halos de inhibicién obtenidos sobre
cepas sensibles de neumococo no es mayor al promedio obtenido sobre las cepas

resistentes por disco difusiéon para ambos grupos. (valor p: 0.707 > 0.05)

En resumen, la distribucidn de los halos de inhibicién antimicrobianos obtenidos por la
difusién por pozo del extracto crudo, sobre cepas de S. aureus y S. pneumoniae, presentd
una distribucién normal, por ello se aplicé a esa totalidad de datos la prueba de Tukey
con un intervalo de confianza de 95%. La FIGURA 8 analiza la comparacién multiple de
medias obtenidas por pozo difusién sobre las 4 variables de bacterias sensibles y
resistentes. Por lo tanto, la grafica de intervalos de cada variable expresa una media del
total de datos analizados por grupo; donde los datos agrupados se consideran
significativamente iguales. Las medias que no comparten una agrupacién son
significativamente diferentes, como la figura indica para S. aureus sensible y S.

pneumoniae sensible.

Figura 8: Intervalos de los diAmetros de inhibicion antimicrobiana por difusién en
pozo sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae.

32

31 PRSP

30

29

28 MRSA PSSP
MSSA

Datos

27
26
25
24
MSSA: Staphylococcus aureus meticilino sensible, MRSA: Staphylococcus aureus meticilino

resistente, PSSP: Streptococcus pneumoniae penicilino sensible, PRSP: Streptococcus
pneumoniae penicilino resistente.
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Del mismo modo se determiné la distribucién de halos de inhibicion mediante disco

difusién de 6 mm sobre ambos grupos de cepas clinicas. Mediante la prueba de estadistica

paramétrica, la prueba de Tukey determina con un nivel de confianza de 95% que

solamente las medias obtenidas sobre las cepas resistentes de S. aureus y Streptococcus

pneumoniae son significativamente diferentes.

Figura 9: Intervalos de los diametros de inhibiciéon antimicrobiana por difusion en

disco sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae.
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Datos
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PRSP

MSSA: Staphylococcus aureus meticilino sensible, MRSA: Staphylococcus aureus
meticilino resistente, PSSP: Streptococcus pneumoniae penicilino sensible, PRSP:

Streptococcus pneumoniae penicilino resistente.

48



49



CAPITULO IV
DISCUSION
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Este es el primer estudio en la region el cual evalia la extraccion de principios activos
provenientes de una cepa clinica de AF, ya que estudios previos han tomado como
muestra hongos ambientales provenientes de suelos y plantas (endofiticos). (:43 12.13. 19
La importancia de considerar las diferencias entre cepas ambientales y clinicas de AF
recae en resaltar las distintas interacciones entre la formacion de metabolitos secundarios
y las caracteristicas del medio donde los hongos se desarrollan; ademds de factores
genéticos intrinsecos de cada especie. Y Los metabolitos secundarios, presentes en el
extracto crudo, de la cepa proveniente de micosis invasiva (AF 303) presentaron actividad

antimicrobiana sobre la totalidad de cepas clinicas de Staphylococcus aureus 'y

Streptococcus pneumoniae.

Los hongos AF provenientes de medios naturales condicionan la expresién de metabolitos
secundarios a la interaccidon entre factores abidticos (temperatura, pH, salinidad,
nutrientes, metales trazas, luz solar) y factores bidticos (microorganismos depredadores
y competidores). Por otro lado, si bien es cierto que un AF causante de micosis invasiva
estd influenciada por factores abidticos y bidticos, estos cambian drasticamente segin el
medio interno humano; donde los factores abidticos estdn determinados por las
condiciones en homeostasis (37°C, pH 7.35 — 7.45, bioelementos) y los factores bidticos
formado por células y tejido, y la respuesta celular y humoral del sistema inmunolégico.
En el presente estudio se muestra una media estadistica superior a la mayoria de estudios
donde evalian cepas ambientales, lo cual difiere de la hip6tesis donde sefialan que un
hongo pierde la propiedad de generar metabolitos secundarios con actividad

antimicrobiana al encontrarse fuera de su planta hospedera ¢ 3657

En cuanto a la actividad sobre cepas sensibles y resistentes no se encontré diferencia
estadistica ya que el didmetro del halo de inhibicidn entre ambos grupos fue semejante.
Como la mayoria de estudios previos han usado como muestra cepas ATCC, las cuales
poseen un perfil de sensibilidad a la mayoria de antibidticos, no es posible comparar los

resultados obtenidos sobre las cepas clinicas entre las cepas ATCC.

Una explicacion tentativa para estos resultados es que los metabolitos secundarios de AF
no poseen los mecanismos de accion propios de los antibidticos betalactdmicos, sino estos
estarfan dirigiendo su accidn sobre otros sitios diana de las bacterias. El objetivo general
de la tesis fue evaluar si estos metabolitos poseen o no actividad antimicrobiana sobre

cepas bacterianas; por ende, esta actividad se evidencia desde el minimo halo de
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inhibicion mayor de 6 mm. Otros estudios han tomado como punto de corte un didmetro
mayor a9 ¥, 10 ¥y 12 mm, ¥ lo cual se relaciona con un tamafio mayor al disco blanco

que han utilizado para inocular sus extractos.

La mayor parte de las referencias bibliograficas han utilizado cepas ATCC como un
estudio preliminar donde se garantiza una correcta identificacion de la cepa bacteriana en
cuanto a fenotipo y genotipo, producto liofilizado y estandarizado en su conservacion,
menor nimero de pasajes o subcultivos en comparacidn a una muestra clinica, etc. Es por
ello que la interpretacion de los datos es complicada en tanto se compare la actividad
antimicrobiana por difusion en disco sobre la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923 ya que estos muestran dispersion segin los antecedentes. En este estudio se

determiné un didmetro de inhibicién por difusién en disco una media de 20 mm.

El rango de halos de inhibicién segin los antecedentes varfan desde 12 mm 74" a 30.3
mm ®; siendo también ausente la actividad antimicrobiana Y. Los hallazgos de este
estudio son consistentes con Valgas y cols °", y con Kalyani P y Hemalatha K ©® quiénes
utilizando una concentraciéon de 100 mg/mL obtuvieron una media del halo de inhibicién
sobre Sau ATCC 25923 de 20 y 18 mm. Como indicaba Segura, 2006 ©2 la concentracién
basal de extracto crudo solubilizado para ser inoculada en los discos es de 2 mg/mL, por
lo que magnitudes inferiores no tendrdn efecto antimicrobiano. *® En relacién a la
eleccion de la concentracién dnica para evaluar el extracto crudo fue por motivo de
estandarizar la técnica a una concentracion conocida con significativa actividad por
ambos métodos de difusidn, pozo y disco. Igualmente, segtin los antecedentes la elecciéon
de una concentracion a evaluar por disco y/o pozo ha sido arbitraria (5 mg/mL, 15 mg/mL,
157 ug/uL) **_ Solo un estudio realizé diluciones seriadas de fracciones del extracto
en acetato de etilo empezando de una concentracion de 100 mg/mL comparando difusion
por pozos o discos; sin embargo el objetivo no fue hallar una concentracion minima
inhibitoria (MIC), ademds segun los resultados de inhibicién no existi6 diferencia
significativa entre las diluciones realizadas. ! Para este estudio el tratamiento del disco
fue realizado segun la mayoria de articulos donde sefialan como apropiado un didmetro

de 6 mm y cargar el disco con un volumen concentrado de 25 uL. 123951

Existe evidencia limitada para la evaluacion de extractos orgédnicos usando la técnica de
difusién en pozo. Esta técnica descrita por primera vez por Benett en 1996 ©?y difundida

en la regién latinoamericana por Magaldi y cols en 1997 ©¥ es descrita como un
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procedimiento barato, rdpido y de resultados comparables con aquellos obtenidos por
difusién en disco. No obstante, no es libre de una falta de estandarizacion con respecto al
didmetro y volumen de extracto principalmente. > > De acuerdo a la metodologia
empleada por este estudio, los pozos fueron perforados con un sacabocado de 6 mm de
didmetro y 4 mm de profundidad donde cabe precisamente 25 uL. Esta técnica también

fue empleada en la evaluacién de extractos naturales como plantas ©% 51 33

(14,49, 50y antibidticos. ©* 3 La fortaleza de este trabajo de

microorganismos
investigacion es haber considerado la equivalencia en el tratamiento de los pozos y discos;
siendo ambos de igual didmetro, contener el mismo volumen de extracto y ser realizados

por triplicado para hallar una media aritmética mds significativa.

Los resultados de esta investigacion no muestran que exista diferencia estadistica entre la
difusion en pozo contra la difusion en disco. Estos resultados contrastan con lo que hallé
Valgas y cols ©Y, quien con un p < 0.05, demuestra que la difusién en pozo es mds
sensible, o sea genera un mayor halo de inhibicion que el disco. Estos datos deberan ser
analizados con cautela porque si bien se utilizaron discos de igual didmetro (6 mm) estos
fueron inoculados con distintos volimenes de extracto (50 uL para pozo y 25 uL para
disco). Y esto puede ser explicado debido a la mayor difusion del volumen de extracto
por pozo la cual no se limita a la superficie del agar. Otra explicacidn tentativa trata sobre
el comportamiento hidrofilico del disco, el cual permite una difusién mas rapida e

interrumpida de los compuestos apolares del extracto. ®V

Por otro lado, del género Streptococcus se encontré limitada referencia bibliografica. Por
un lado en el estudio de Rojas (Colombia, 2005) evaluaron la actividad antimicrobiana
de distintos extractos de plantas medicinales sobre diversos géneros bacterianos, entre
ellos Streptococcus beta hemolitico cuyo halo de inhibicion del extracto acetonico fue de

7 mm para difusién en pozo, y 16 mm por difusién en pozo. 4%

En nuestro pais Guevara Duncan y cols (Lima, 2012) determinaron la efectividad de 10
plantas medicinales sobre Streptococcus pneumoniae. En su evaluacion registraron que 2
plantas, almendro y Bellaco caspi, posee actividad antibidtica sobre el neumococo

independiente de su perfil de susceptibilidad con antibiéticos de uso clinico. ©®

En el presente estudio, se encontrd que el extracto crudo de AF303 causa una significativa
actividad de inhibicidn sobre ambos grupos de neumococo segun su susceptibilidad. Se

debera tomar con precaucion estos resultados ya que el neumococo es una bacteria muy

53



susceptible a factores externos como a la caracterizada labilidad en su conservacion. Al
utilizar para este estudio cepas clinicas conservadas por un periodo largo de tiempo se
pueden ver alterada induciblemente la expresion de genes cromosémicos relacionados
con la formacioén de la cdpsula y/o pared celular de neumococo, resultando en una
produccién defectuosa de la diana de muchos compuestos conocidos con accidon
antibacteriana. Ademads, como recomendacién de buenas précticas de laboratorio en
microbiologia las guias internacionales para los ensayos del antibiograma se deben
realizar el menor nimero de subcultivos a partir del aislamiento primario y no someter a
la bacteria en su medio de conservacidn a procesos repetitivos de congelacion-

descongelacion.

Para la metodologia de extraccion de metabolitos secundarios se plante un protocolo
donde se optimicen las similitudes y minimicen las diferencias entre experimentos
previos. Como premisa general se acepta que el medio de fermentacidon se componga de
una fuente abundante de carbohidratos, metales traza, agregados minerales y un pH
promedio de 6. :28 3859 Diversos medios liquidos han sido preparados siguiendo estas
recomendaciones: medio modificado de Jackson, medio de Vogel y agar Czapek. " ¥ El
comuin denominador de estos 3 medios es la presencia de sacarosa, metales traza como
azufre y amonio, entre otros compuestos quimicos que los caracterizan. El agar y caldo
SPG es un medio innovador, reportado en las tesis de Herndndez Guzmén y Herndndez
Torres - ®: el cual contiene sacarosa, sulfato de amonio y una fuente rica en almidén
producto de la coccion de la papa. Debido a la facilidad y bajo costo en la preparacion del
medio, este fue usado para realizar los subcultivos, pre fermentacién y fermentacion del
cultivo monosporico de AF. En relacion a la temperatura 6ptima de incubacién para la
produccion de metabolitos, no se optd por condiciones controladas de la temperatura
ambiental como plantean otros autores 39, Las caracteristicas de incubacién segiin
Jacometti (2005) que logren incrementar la produccion de metabolitos secundarios se
resumen en: 30° C, un tiempo de incubacion mayor a 144 horas a 120 revoluciones por

minuto y un pH de 5.5.

La literatura existente en su mayoria ha evaluado los metabolitos secundarios
extracelulares, es decir, aquello que son liberados al medio de cultivo desde el micelio o
biomasa. En contraparte, otros investigadores han partido del tratamiento del micelio
filtrado, medido y secado para la obtencién de los metabolitos secundarios 7 1219

debido a particularidades como: viabilidad de las células, maceracion sencilla y rapida, y
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produccién a mayor escala. ¥ La interpretacién al evaluar el efecto antibacteriano por
ambos métodos nos permite comparar el comportamiento heterogéneo entre los
metabolitos extraidos a partir del medio liquido de fermentacién y el maceramiento del
micelio. Por una parte, se demostré inexistente actividad de inhibicién del micelio
macerado en etanol sobre bacterias Gram positivas y levaduras ¥; y por otro lado, se
sefala equivalente actividad biolégica del micelio y el medio de cultivo de fermentacion
cuando ambos son evaluados. ” También se ha reportado que solo los metabolitos
intracelulares del micelio poseen efecto antimicrobiano, mas no lo tienen los metabolitos
extracelulares. ¥ Este estudio no trabajé con el micelio por razones del nimero de
referencias cuales solo tratan con el medio liquido de fermentacidn, y por bioseguridad al

minimizar el contacto con esporas altamente virulentas.

La etapa critica en el procesamiento de la obtencién del extracto crudo es la extraccion
liquido —liquido del medio de fermentacién utilizando uno o més solventes de extraccion.
Existen estudios que comparan la efectividad de los solventes organicos segun la

polaridad (alta, mediana y baja) &3 12®

, y es donde se concluye que los reactivos de baja
a mediana polaridad como el acetato de etilo, cloroformo (", acetona ), etc. poseen mejor
efecto de transporte y extraccion de metabolitos secundarios de alta polaridad, ademas de
incrementar el rendimiento de la masa total del extracto crudo una vez evaporado el
solvente de extraccién. ° Igualmente para este estudio, debido a la mayor cantidad de
datos previos para fines de comparacion y la nula actividad antibacteriana intrinseca del
acetato de etilo, este fue elegido como solvente de extraccion para ser usado con el
volumen filtrado (libre de conidias) del tiempo de fermentacién del cultivo monospérico
de AF. Para determinar el rendimiento de la obtencion de la masa cruda se comparé la
masa obtenida con el volumen de fermentacion. Para el presente estudio se obtuvo una
masa de 182 mg en 600 mL de caldo de cultivo. En comparacidn con otros estudios donde
obtuvieron 15.7 mg en 500 mL ©, 600 mg en 2 L ®, y 8.3 g en 30 L ; el rendimiento
de mi estudio es mds eficiente segun la cepa, condiciones de fermentacion y

concentracion del extracto.

La identificacion cualitativa de los grupos funcionales que componen los metabolitos
secundarios es el paso preliminar para caracterizar cualitativa y cuantitativamente los
principios activos que posean actividad antimicrobiana sobre un determinado género. De
AF ya se han aislado mas de 226 metabolitos secundarios, con sus correspondientes

actividad biolégica y medicinal 'V, por lo que no serfa productivo intentar encontrar un
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nuevo compuesto organico con novedosa funcion. Como se acoté en el marco tedrico de
este estudio, la naturaleza de alcaloide abarca la mayor cantidad de metabolitos
secundarios de AF; ya sean como compuestos nitrogenados heterociclicos o anillos de
diketopiperazines. Para fines préicticos, se busc6 una metodologia que evidencia
macroscopicamente la presencia de alcaloides en el extracto orgénico, y esta sea evaluada
mediante una escala semicuantitativa. Los reactivos de Mayer y Dragendorff son los més
conocidos en farmacognosia al identificar alcaloides de manera no especifica. ¥
Resultados similares han sido obtenidos en un extracto crudo de Aspergillus flocculosus,
donde alcaloides, triterpenos pentaciclicos y esteroles insaturados fueron manifestados.
® Cabe resaltar la importancia de instrumentacién desde lo elemental como una

cromatografia en capa fina © 7, a lo més sofisticado, como el HPLC ¥ o la MS-GC @,

que permita dilucidar precisamente la composicion quimica de un extracto organico.

La principal limitacién de este tipo de estudios es la falta de estandarizacion la cual es
transversal en el procesamiento desde la extraccion de metabolitos secundarios hasta la
evaluacién antimicrobiana. Existe un amplio rango de condiciones y técnicas que varian
de autor en autor, como son: solvente de extraccion, volumen del inéculo del extracto
crudo, medio de cultivo de fermentacion, condiciones de incubacién, puntos de corte, etc.
% Las condiciones de fermentacién, extraccién y evaluacién antimicrobiana ejecutadas
en esta tesis fueron seleccionadas como consenso de las referencias bibliograficas y segin
la accesibilidad a instrumental y reactivos. El sesgo por la inexistencia de normalizacién
del protocolo impedird que mis resultados sean extrapolados para otras cepas clinicas,

siempre y cuando no se reproduzcan las mismas condiciones experimentales.

Con respecto a la metodologia de fermentacion, se eligié 5y 7 dias para pre fermentacion
y fermentacion respectivamente siguiendo el estudio de cinética de metabolismo de
Aspergillus sp ©®. Alcanzados estos dfas de fermentacién el hongo llega a la trofofase,
fase meseta, donde es cuando se expresan los metabolitos secundarios ©-2%; y se fortaleci6
este concepto con la formacion de biomasa en forma de pellets por germinacion de las
conidias presentes en el medio de fermentacién y la transferencia de oxigeno. ©3 No

obstante, es un sesgo haber determinado la particular cinética de crecimiento de una cepa

clinica de AF que posee particularidades desde el aislamiento primario.

Un objetivo ulterior en este tipo de estudio de naturaleza preliminar sera caracterizar la

fraccion de acetato de etilo donde por estudios de HPLC y MS-GC, con los cuales se
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pueda aislar novedosos compuestos antimicrobianos que puedan servir de interés para la
industria farmacéutica en la produccién de principios activos sobre bacterias super
resistentes. Y es asi como sefalan diversos autores, que la metodologia de este tipo de
estudios abre nuevas perspectivas en investigacion biomédica siendo la fuente de
informacion para lineas secundarias sobre resistencia antimicrobiana en la era pos-
antibidtica. 1>?? Asf mismo, estudios posteriores puedan reproducir la metodologifa sobre
bacterias Gram negativas de importancia clinica en infecciones asociadas a la atencién en

salud o adquiridas en la comunidad.

Es importante tener en cuenta que estos resultados no podrdn extrapolarse sobre el
desempefio de susceptibilidad de otros antibidticos de uso empirico en la practica clinica.
Al no ser un procedimiento estandarizado, ain queda como sugerencia para estudios
posteriores la determinaciéon de la concentracién minima inhibitoria de una fraccion
purificada que posea accion sobre cocos Gram positivos; determinar qué punto de corte
es sensible o resistente a estas bacterias, y comparar estas determinacién con guias
consenso internacionales como los manuales de desempefio en la evaluacion

antimicrobiana propuestos por consensos internacionales.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDA CIONES
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5.1. CONCLUSIONES

e FEl extracto crudo obtenido a partir de un aislamiento clinico de Aspergillus
fumigatus posee actividad antimicrobiana sobre cepas clinicas sensibles y

resistentes de Staphylococcus aureus 'y Streptococcus pneumoniae.

e En la caracterizacidon quimica cualitativa para el extracto crudo de A. fumigatus se
evidenci6 alta presencia de alcaloides, y mediana presencia de esteroles

insaturados y triterpenos.

e La actividad antimicrobiana por disco difusién no es mayor sobre las cepas

clinicas sensibles de S. aureus en comparacion a las cepas resistentes.

e La metodologia de difusién por pozo, en comparaciéon a disco difusion, es
estadisticamente mayor sobre todas las cepas clinicas con excepcion de las cepas

resistentes de S. pneumoniae.

e La actividad antimicrobiana por disco difusidon del extracto orgdnico de AF303
sobre cepas clinicas sensibles de S. aureus y neumococo no es significativamente

mayor en comparacion a la actividad sobre las cepas resistentes.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Para una mejor caracterizacion de la actividad antimicrobiana de metabolitos
secundarios de Aspergillus fumigatus se recomienda analizar el extracto organico
mediante la técnica bioautografia (cromatografia en capa fina) y posteriormente

obtener los perfiles de composicion de los metabolitos de interés mediante MS-

GC o HPLC.

e Si bien es cierto la difusidon por pozo resultdé produciendo mayores halos de
inhibicion, se recomienda seguir las evaluaciones por disco difusion ya que es una

técnica menos laboriosa y esta estandarizada internacionalmente.

e Se recomienda analizar la curva de cinética de crecimiento (cuantificacion de
azlcares reductores y produccion de biomasa en funcion del tiempo) de
aislamientos clinicos de Aspergillus fumigatus segin los dias de fermentacion en
fase liquida con el fin de conocer en qué fase del crecimiento la expresion de

metabolitos secundarios es mayor.

e Estandarizar la metodologia de evaluacion antibacteriana segiin el método de
difusion en agar. Evaluar distintas concentraciones del extracto seco o liofilizado
mediante fraccionamiento por cromatografia liquida al vacio (mg/mL) las cuales
serian inoculadas en un disco estéril para las pruebas de susceptibilidad. Asi

mismo, estandarizar el volumen adecuado (ul) del extracto organico.

e Se recomienda analizar fracciones del extracto crudo extraidas con diversos
solventes para identificar las sustancias con mayor actividad antimicrobiana. A
partir de ello se purifica la fraccion y finalmente seréd posible determinar una MIC

por microdilucion en caldo.
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ANEXO 1
MANUAL DE PROCEDIMIENTOS

I. Evaluacion de cepa ATCC de Aspergillus fumigatus

1. La cepa referencial de Aspergillus fumigatus sera sometida a las mismas
condiciones de identificacion, aislamiento, fermentacion y extraccion de
metabolitos secundarios tal cual el protocolo seréd aplicado con las cepas clinicas.

2. Elextracto crudo serd liofilizado para su posterior concentracion a 100 mg/mL en
DMSO al 5% la cual nos permita determinar la actividad antimicrobiana sobre
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

3. Se evaluara la actividad antimicrobiana del extracto mediante difusion en agar,
por disco y pozo, sobre las cepas clinicas de Staphylococcus aureus y

Streptococcus pneumoniae.

I1. Extraccion de metabolitos secundarios de Aspergillus fumigatus

1. Reactivacidn de la cepa 4Aspergillus fumigatus

Para la reactivacion de la cepa clinica tipificada de Aspergillus fumigatus se repicard en
Agar Papa Dextrosa (APD) y en medio CYA para su respectiva purificacion e

identificacion macroscépica y microscopica respectivamente segun Samson 2014; Klich

y Pitt 1988.

e Para determinar el control de esterilidad se incubardn los medios APD y CYA por 7
dias a 25°C.

e Losmedios APD y CYA sembrados seran llevados a incubacion durante 7 dias a 25°C.

e Al obtener el crecimiento del micelio se evaluard la pureza de la cepa por medio de
tincion con azul de lactofenol para la identificacion microscopica del hongo
Aspergillus fumigatus.

e Se realizaran subcultivos de las cepas reactivadas en medio SPG (sulfato de amonio,

papa, dextrosa) para la obtencion del cultivo monospdrico.

2. Obtencidon de cultivo monosporico
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Del cultivo de Aspergillus fumigatus se utilizara una concentracion de 1x10° — 1x10’
conidias/ml segiin Hernandez 2012.

Preparar una soluciéon Tween 80 al 1% (v/v)

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion durante 20 minutos.

Se afiadira 10 mL de una solucion estéril de Tween 80 al 1% (v/v) a tubos inclinados
con medio de cultivo SPG, sembrados con la cepa de Aspergillus fumigatus para el
posterior desprendimiento de conidios.

Realizar diluciones seriadas transfiriendo 0.5 mL a 4.5 mL de agua peptonada estéril
al 0.1% (v/v) para obtener una dilucién de 107!,

Mediante la técnica de recuento en Cadmara de Neubauer se escogerd la dilucion

respectiva a una concentracion de 1x10° conidios/mililitro.

3. Fermentacion

Pre-inoculo

En un matraz de Erlenmeyer (250 mL) se vertera 45 mL de caldo SPG se inoculara 5
mL de indculo con una concentracién de 10° conidios/mL conservando la proporcién
1/5, dejandose en agitacion constante a 120 rpm durante 5 dias, esperando que el
hongo alcance su fase exponencial.

Se preparardn en un Erlenmeyer (1000 mL) 250 mL de caldo SPG y se le adicionara
50 mL del pre-inéculo preparado anteriormente. Se dejard en agitacién continua a 120
rpm a temperatura ambiente durante 7 dias conservando la proporcion 1/5 siguiendo

la técnica de fermentacion de Damian 1996, Daza 2001.

4. Extraccién de metabolitos secundarios

El caldo de fermentacion sera filtrado mediante sistema al vacio usando un filtro con
poros de 0.22 um a fin de eliminar restos del micelio, conservando el caldo en un
frasco estéril.

Para la obtencion del extracto crudo se utilizara una pera de decantacion donde se
mezclara el caldo de fermentacion con el solvente de extraccion, acetato de etilo,
realizando 3 particiones o lavados en proporciones v/v.

La fase acuosa y la fase orgénica serdn conservadas en frascos color dmbar para la

posterior liofilizaciéon y concentracion.
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IV. Prueba de actividad antibacteriana

e Segtin el control de calidad interno recomendado por CLSI, las caracteristicas del

medio Mueller — Hinton cumplirdn las siguientes caracteristicas:
» pH del medio: 7,2 — 7,4
» Profundidad del agar: 4 mm
» Esterilidad: incubar el 5% de las placas a 35° por 24 horas.

e Se utilizard el medio estandarizado de Mueller — Hinton para el cultivo de cepas
sensible y resistente de Staphylococcus aureus.

e Se utilizard el medio modificado Mueller — Hinton con sangre de carnero al 5%
para el cultivo de cepas sensible y resistente de Streptococcus pneumoniae.

e Se verterd 25-30 mL de agar Miiller — Hinton en placas Petri de 100 mm de
didmetro.

e Se preparard una suspension bacteriana de cada una de las cepas en evaluacion: S.
aureus meticilino sensible y resistente, y S. pneumoniae penicilino sensible
resistente) equivalente a 0.5 McFarland el cual es equivalente aproximadamente
a 1.5 x 108 UFC/mL segin CLSI 2018.

e Seguidamente se elaboraran pozos de 6 mm de didmetro con 4 mm de profundidad
y colocardn discos de papel Whatman N° 3 de 6 mm de didmetro para la
inoculacién de los extractos de evaluacién y controles.

e Los pozos y discos serdn inoculados con 25 uL del extracto a evaluar (control
extracto) y 25 uL del solvente de extraccién como control negativo.

e Finalmente las placas con la siembra de S. aureus se incubaran a 35 +/- 2 °C por
16-18 horas, y las placas con siembra de S. pneumoniae seran incubadas a 35 +/-
2 °C con 5% de CO: por 20-24 horas siguiendo las indicaciones de la guia M-100
CLSI 2018.

e Culminado el tiempo de incubacion se evidenciara la presencia o no de halos de
inhibicién de crecimiento alrededor de los pozos y discos con el extracto a evaluar
y los controles negativos.

e Lapresencia de halos de inhibicion alrededor de los controles negativos invalidara
la lectura de la placa.

e Si se evidencia presencia de halos de inhibicion se procederd a medirlos con un

vernier y anotar los resultados en el formato de recoleccion de datos.
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ANEXO 2

Instrumento de Recoleccion de Datos

Medicion de halos de inhibicidén de crecimiento bacteriano

Responsable Instrumento VERNIER

Fecha Incertidumbre +/- 0.01 mm

Extracto crudo de Aspergillus fumigatus
Numero de cepa:
Condiciones de fermentacion:

Concentracion:

HALO DE HALO DE
P . LO DE B E
INHIBICION EN INHIBICION EN H?OﬁTROT::EC!zI?IT/ON
. POZO DISCO
CEPAS CLINICAS BACTERIANAS
Si NO Si NO Si NO

CEPA 1

MSSA
CEPA 15

Staphylococcus
aureus

CEPA 1

MRSA
CEPA 15
CEPA 1

PSSP
CEPA 15

Streptococcus
pneumoniae

CEPA 1

PRSP
CEPA 15
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ANEXO 4

Fichas Internacionales de Seguridad Quimica

ACETATO DE ETILO

ICSC: 0367

S

N° CAS 141-78-6

N° RTECS AH5425000
N° ICSC 0367

N°NU 1173

N° CE 607-022-00-5

ACETATO DE ETILO
Acido acético, éster etllico
C4Hg04/CH3;CO0CHy

Masa molecular: 88.1

Ll s G

AGUDOS

PELIGROS/ SINTOMAS

PREVENCION

PRIMEROS AUXILIOS/!
LUCHA CONTRA INCENDIOS

Altamente inflamakble.

Evitar lama abierta, NO producir
chispas y MO fumar.

|AFFF, espuma resistente al alcahol,
|polvos, didxida de carbono.

explosivas.

Las mezclas vapor/aire son

Sistema cerrado, ventilacion, equips
alécirico y de alumbrado a prueba de
axplosiones Evitar la generacion de
cargas electrostiticas (por ejemplo,
mediante conexidn a tierra).
Utilicense herramientas manuales no

generadoras de chispas.

|En caso de incendio: mantener frios
ios bidones y demas instalaciones
por pulverizacidn con agua. Los
bomberos deberian emplear
indumentaria de proteccidn
completa, incluyendo equipo
|autdnoma de respiracion.

[

[

dabilidad.

Tos, vertigo, somnolencia, dolor de
cabeza, ndusea, pdem, dolor de
garganta, pérdida de conocimiento,

proteccion respiratoria.

Ventilacidn, axtraccidn localizada o

Aire limpio, reposo, posician da
semincorporado y someter a
atencidn médica. Respiracian
artificial si estuviera indicado.

Enrojecimiento, dalor.

Guanies pratectores, traje de

|Quitar las ropas contaminadas,

profecdan. lacla‘a.r la piel con agua abundante o
ducharse y solicitar atencion médica.
Enrajecimiento, dalor. Gafas ajustadas de seguridad. |Enjuagar con agua abundante
durante varios minutos (quitar las
lentes de contacto si puede hacerse
lcon facilidad), despues consultar
jun médico.
Dolor abdominal, vérligo, nausea, [Enjuagar I boca, dar a beber
dolor de garganta, debilidad. |abundante agua y someter a
iatantiﬁn médica.
| DERRAMAS Y FUGAS ALMACENAMIENTO | ENVASADO ¥ ETIQUETADO
Evacuar la zona de peligm. Recogerenla  |A prueba de incendia. Separado de simbolo F
medida de lo posible el liquido que sa oxidantes fuertes, acidos y bases. Manfener  |simbolo Xi
derrama y el ya demamado en recipientes | en lugar frio, seco. Almacenar R: 11-36-66-67
harméticos. Absorber el liquido residual en herméticamenta carrado. 5: (2-)18-26-33
arena o absorbente inerte y trasladario a Clasificaciin de Peligros NL: 3
lugar seguro. (Proteccion personal adicional: Grupa de Envasado NU: 11

traje de proteceion complata incuyendo
equipo auténamo de respiracian).

CE:
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Cloruro de mercurio Cloruro de mercurio (1)

CAS: T487-894-T HaCl:

RTECS: OVE100000 Masa molecular: 271.5

HNU: 1624

CE indice Anexo I: 080-010-00-X

CE / EINECS: 231-289-8

TIPO DE PELIGRO / | PELIGROS AGUDOS / PREVENCION PRIMEROS AUXILIOS /

EXPOSICION SiNTOMAS LUCHA CONTRA INCENDIOS

INCENDIO Mo combustible. En caso de En caso de incendio en &l entormo: usar
incendio se desprenden humos un medio de extincion adecuadao.

(o gases) toxicos & initantes.
EXPLOSION
{EVITAR TODO jCONSULTAR AL MEDICO EN

EKFCIEH:":IH CONTACTO! TODODS LOS CASOS!

Inhalacitn Tos. Dolor de garganta. Extraccion localizada o Aire impio, reposo. Posicidn de
Sensacion de quemazdn. Jadeo. | proteccion respiratoria. samiincorporado. Proporcionar

asistencia médica.

Piel iPUEDE ABSORBERSE! Guantes de proteccion. Quitar las ropas contaminadas. Aclarar
Enrojecimiento. Dolor. Ampaollas. | Traje de proteccion. con agua abundanie o ducharse.
CQuemaduras cutaneas. Proporcionar asistencia médica.

Ojos Dolor. Enmojecimiento. Wision Pantalla facial o Enjusgar con agua sbundante durante
berrosa. Quemaduras profundas | proteccion ocular VEn0s mirutos (guitar las lentes de conlacte
graves. combinada con proteccion | 5| Pueds hacerse con tackdad), después

respiraloia. proporconar asistencia médica.

Ingesticn Calamibres abdominales. Dolos Mo comer, ni beber, ni Enjuagar la boca. Dar a beber una
ﬁ;“m:@w mﬁm- fumar durante el trabajo. | papilla de carbdn activado en agua.
Diolor de ga : “m'“m. ME s b 'Ia:'l.l:;aalras manos antes Proporcionar asistencia médica.
colepsn. i

DERRAMES ¥ FUGAS ENVASADO Y ETIQUETADO

Proteccion personal: traje de proteccidn quimica, incluyendo | Mo transportar con alimentos y piensos. Contaminante marino grave.
equipo autdnomo de respiracidn. NO verterlo en el Clasificacion UE

alcantarillado. Barrer la sustancia derramada e introducirla en | Simbolo: T+, N

un recipients; si fuera necesario, humedecer el polvo para R: 28-34-48/24/25-50/53

avitar su dispersion. Recoger cuidadosamente el residug, 5: (1/2-)36/37/39-45-60-61

trasladarlo a continuacian a un lugar seguro. MO parmitir que | Clasificacion NU

este producto quimico se incorpore al ambiente. Clasificacidn de Peligros NU: 6.1
Grupo de Envasado MU: 1I

RESPUESTA DE EMERGEMNCIA ALMACENAMIENTO

Ficha de Emergencia de Transporte (Transport Emergency Separado de alimentos y piensos, metales ligeros. Almacenar en un
Card): TEC [R})-61GTS-1I Area 5in acceso A desagles o alcantarnillas. Medidas para contener

IPCS
International

el efluente de extincidn de incendios.
Programme on

Chca e O @- i . O

Preparada en el Contexio de Cooperacion entre el IPCS y la Comisidn Europea @ IPCS, CE 2005
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ACIDO SULFURICO ICSC: 0362
Febrero 2000

CAS: TE64-03-9 Awcido sulfirico 100%

RTECS: WESE00000 Aceita de vitriolo

NU:hclna 1830 H_ 50,

CE Anexol:  016-020-00-83 miolecy

CE / EINECS: 231-639-5 Ann gkl

TIPO DE PELIGRO / PELIGROS AGUDOS / PREVENCION PRIMEROS AUXILIOS /

EXPOSICION SINTOMAS LUCHA CONTRA

INCENDIOS

INCENDIO Mo combustible. Muchas rescciones NO paner en contacto MO utllizar agea. En caso de incendio en
puedan producir incendio o explosion. CON SUSLANCias el entomd: polvo, espuma, didxido de
En caso de incendio se desprenden inflamables. MO poner en | carbano.
humos (o gases) Wwicos e mantes. contacto con.

combustibles.

EXPLOSION Riesgo de incendio y explossin en En caso de incendio: maniener frios los
contacto con bases, sustancias bidones y demas insialaciones reciands
combustibles, qodanies. agentes con agua pero NO en contacio direcio
reductores o agua. COM BYUS.

EXPOSICION AR LA Egﬂtﬂ.mumalm

DE CASO0S8|
MH%MM
TODO

Inhalacidn Corrosivo. Sensacion de quemazin. ‘fentilacidn, extraccidn Alre limpéo, reposo. Posicidn de
Dolor de garganta. Tos. Dificultad lecalizada o protecoiin semiincorporado. Respiracidn artificial si
respiratoria. Jadeo. Sintomas no respiratonia. estuviera indicada. Proporcionar
inmediatos (ver Notas). asmEtencis médica.

Fiel Corrosivo. Enrojecimients. Dolor. Guantes de proleccbn. Qluitar las ropas contaminadas. Aclarar la
Ampollas. Quemaduras cutdneas Traje de proteccidn. plel con agua abundante o ducharse.
graves. Proporcionar asistencia médica.

Oijos Comrosivo. Enrojecimients. Dolor. Pantalla facial o Enjuagar con sgua abundante dwrante
Quemaduras profundas greves. prolecciin ocular wanos minutos (quitar las lenles de

combinada con conacto si puede hacese con faciidad),
prodecoiin respiratona. después proporcionas asistencia médica.

Ingestién Corrosivo. Dolor abdominal. Sensacddn | Mo comer, ni beber, ni Enjuagar la boca MO provocar el vdmito.
de quemazdn. Shock o colapso. fumar durante el trabajo. Proporcionar asistencia médica

DERRAMES ¥ FUGAS ENVASADO ¥ ETIQUETADO

Consultar & un experto. j[Evacusr la zona de paligro! NO absorber
e sarmin u otros sbeorbentes combustibles. Proteccidn personal
adicional: trage de proteceidn completo incluyendo equipo

suitnomo de resparacidn. MO permibr que este producto guimico se

incorpone al ambiente.

Envase imompible; colocar el envase frigil dentro de un recipsente
irmompible cerrado. No transponar con alimentos y plensos.

Clasificacin UE
Simbolo: €
R: 35
§: (1/2-126-30-45
Mota: B
Clasificacitn NU

Clasificacstn de Pelignos MU: 8

Grupo de Envasadao MU: I

RESPUESTA DE EMERGEMNCIA

ALMACENAMIENTO

Ficha de Emergencia de Transporte (Transpon Emengency
Cardy: TEC (R}-2051830 o BMGC1-11+HI
Codigo NFPA: H3 FO; RZ, W

Separado de sustancas combustibles y reductores, oddentes fuenes,
baszes fuertes, alimenios y plensos, materales incompatibles. Ver
Peligros Quimicos. Puede ser almacenads en contenadores de Boam
inoxidable. Almacenar &n un drea con suela de homuigdn resistents a ka(
corrosidn.

IPCS
Internatonal
Programme on

Chemical Safety "'

0
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ANEXO 5

ECUACIONES QUIMICAS DE LAS REACCIONES PARA LA DETECCION
CUALITATIVA DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE Aspergillus fumigatus

Ecuacién quimica para la deteccion de alcaloides segun el reactivo de Mayer.

El reactivo de Mayer se prepara disolviendo 1.3 g de dicloruro de mercurio en 60
mL de agua y 5 g de yoduro de potasio y se afora a 100 mL. Los alcaloides se
detectan como un precipitado blanco o de color crema soluble en dcido acético y
etanol.

Al ser un extracto crudo, sin generar fraccionar acorde al Rf de los alcaloides, no es
posible detallar la ecuacién para un determinado alcaloide. Sin embargo el esquema
es genérico segun la reaccion con el dicloruro de mercurio y yoduro de potasio.

Se utiliza atropina como control positivo de alcaloides extraidos de plantas acuerdo

a la farmacognosia.

=T RIOHE D NS
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e Ecuacidén quimica para la deteccidén de terpenos y esteroles segtn la reaccion de

Libermann — Burchard

La reaccidn se realiza en un medio 4cido fuerte formado por: 4cido sulfirico, dcido
acético y anhidrido acético. El control positivo, colesterol, sufre una oxidacidon
gradual formdndose por etapas una molécula de colestapolieno con un doble enlace
adicional con respecto al compuesto del cual deriva. La primera etapa consiste en la
protonacion del grupo OH del colesterol, con la pérdida de agua obteniéndose el ion
carbonio 3,5 — colestadieno que constituye el primer paso de la reaccién de color.
(Clavo Valdivieso L y Ramirez Vega S. Composicién quimica de 6rganos de cobayo

de altura. 2002)
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Ecuacién quimica para la deteccién de sesquiterpenlactonas segun la reaccion de

Legal

En un tubo de ensayo se agrega 0.5 ml de la muestra del problema, se usa acetona como
control positivo. Se afiade nitroprusiato de sodio Na2NOFe(CN)5 (0.3 ml). El medio base
fue hidréxido de sodio (0.3 ml.) hasta alcanzar la alcalinidad y agitar; se obtiene coloracion
rojiza. Se puede afiadir 3 0 4 gotas de acido formico y dejar en reposo; puede variar a azul

si es aromatico o violeta se el compuesto es alifatico.

CHa

\ Color azul

C ”— O + NaNOFe (CN)s + NaOH + HCOQH —* | &sun

/ compuesto

CHs=

Acetona + nitroprusiato de sodio + hidréxido de sodio + Ac. Formico

79



ANEXO 6

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE AF303 SOBRE CEPAS CLINICAS
SENSIBLES Y RESISTENTES DE Staphylococcus aureus Y Streptococcus

pneumoniae.
Actividad
antimicrobiana de
Cepa clinica Codigo Figuras
AF303 por disco
Disco Pozo
Staphylococcus aureus
3735 | 24.7 mm | 23.7 mm
meticilino sensible
Staphylococcus aureus
3741 21 mm 23 mm
meticilino resistente

80




Streptococcus

pneumoniae penicilino

sensible
8C 22 mm | 26.3 mm
Streptococcus
pneumoniae penicilino
resistente
1B 25 mm | 24.7 mm
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