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1. RESUMEN

La creciente resistencia a una variedad de agentes antimicrobianos
constituye una amenaza para la salud publica a nivel global. Bacterias como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, constan en la lista de organismos
multirresistentes publicada por la Organizacion Mundial de la Salud en Febrero
del 2017, en donde expone la imperiosa necesidad de nuevos agentes
antimicrobianos. Los hongos enddéfitos han demostrado ser prominentes
generadores de nuevos productos naturales con una variada actividad biolégica.
En el presente estudio se evaludé la capacidad antibidtica de 86 extractos,
obtenidos de 33 aislados de hongos endofitos de la Coleccion de Hongos
Endéfitos Quito Catdlica (CEQCA), contra 22 cepas de Staphylococcus aureus,
resistentes a diversos antibidticos. La actividad antibiotica de los extractos fue
evaluada in vitro mediante microdilucién, y se determiné la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB). Un total de 16
extractos mostraron actividad bactericida o bacterioestatica sobre varias cepas de
S. aureus multirresistentes. El extracto CEQCA-P0688 D3 procedente del hongo
endofito Fusarium oxysporum y el extracto CEQCA-01111D2 de un posible nuevo
hongo de la divisibn Ascomycota, inhibieron mas del 90% de las cepas evaluadas,
con una CMI y CMB de 5 pug/mL y 40 pug/mL, respectivamente. Ambos extractos
presentaron un porcentaje hemolitico bajo, del 4,7% y 1,4%, respectivamente. Los
resultados obtenidos en este estudio muestran la alta capacidad antimicrobiana
de los hongos enddfitos, siendo éste una buena base para posteriores estudios

contra otras bacterias multirresistentes o incluso otros patégenos humanos.

Palabras clave: citotoxicidad, concentracion minima inhibitoria y
bactericida, hongos enddfitos, metabolitos secundarios, Staphylococcus aureus

multirresistente.



2. ABSTRACT

Rising resistance to a variety of antimicrobial agents constitutes a
worldwide public health threat. Bacteria such as methyl-resistant Staphylococcus
aureus are included in the list of multi-resistant organisms published by the World
Health Organization in February 2017, where it exposes the urgent need to
develop new antimicrobial agents. Endophytic fungi have proved to be one of the
most prominent suppliers of new natural products with a variety of biological
activity. In the present study, antibiotic activity of 86 extracts, retrieved from 33
endophytic fungi isolates from the Endophytic Fungi Collection Quito-Catdlica
(CEQCA), was evaluated against 22 strains of Staphylococcus aureus, resistant to
various antibiotics. Antibacterial activity of the extracts was evaluated in vitro using
microdilution method where the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC) were determined. A total of 16 extracts
showed bactericidal or bacteriostatic activity on several strains of multiresistant S.
aureus. The extract CEQCA-P0688 D3 retrieved from the endophyte fungus
Fusarium oxysporum and the extract CEQCA-O1111D2 probably from a novel
Ascomycota fungus, inhibited more than 90% of the strains evaluated, with a MIC
and MBC of 5 yg / mL and 40 pg / mL, respectively. Both extracts presented low
hemolytic percentages of 4.7% and 1.4%, respectively. Results obtained in this
study exhibit the high antimicrobial capacity of endophytic fungi, which could lead
to further studies against other multiresistant bacteria or even other human

pathogens.

Key words: cytotoxicity, endophytic fungi, minimal inhibitory and bactericidal
concentration, multiresistant Staphylococcus aureus, secondary metabolites.



3. INTRODUCCION

3.1 MULTIRRESISTENCIA BACTERIANA

La resistencia a multiples agentes antimicrobianos es una amenaza para la
salud publica a nivel global (Malhadas, Malheiro, Pereire, Guedes de Pinho vy
Baptista, 2017). Esta realidad se expone en el primer informe de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) sobre resistencia a antimicrobianos, particularmente
de doce bacterias responsables de infecciones comunes graves. En este informe,
la OMS resalta la creciente resistencia de estas bacterias a una variedad de
antibioticos, especialmente los utilizados como ultimo recurso, como la colistina y
los carbapenémicos; y destaca el nivel de urgencia con que se necesita la
investigacion y desarrollo de antibidticos mas eficaces (Liu, Y. et al., 2016;
Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

La rapida aparicion de bacterias multirresistentes (MDR), extremadamente
resistentes (XDR) y panresistentes (PDR), representa, en conjunto, el 36% de los
microorganismos aislados de pacientes infectados a nivel global. (Freire-Moran et
al., 2011; Shamsuzzaman, 2015). Se estima que alrededor de 700.000 muertes al
afio son producidas por patégenos multirresistentes, cifra que se predice llegara a
10 millones para el 2050, si no se toman acciones oportunas (Boucher et al.,
2017). En el Ecuador segun datos del Instituto Nacional de Estadisticas y Censos
(INEC, 2017), la tercera y cuarta causa de morbilidad son las infecciones
bacterianas, principalmente de origen respiratorio y gastrico. Al contrastar datos
del 2014 con los de una década atras, se observa que existe un aumento en el
namero de defunciones hospitalarias por causas de origen infeccioso, 1,24 por
cada 1000 habitantes en el 2014 contra el 0,78 por cada 1000 habitantes en el
2004 (INEC, 2014).



3.2 ANTIBIOTICOS Y MECANISMOS DE RESISTENCIA EN BACTERIAS

Los agentes antimicrobianos usados en la actualidad se clasifican de
diversas maneras. La clasificacion basada en su estructura quimica o molecular,
los distribuye en: 1) B-lactamicos, 2) macrolidos, 3) aminoglucésidos, 4)
quinolonas, 5) sulfamidas, 5) glicopéptidos, 6) oxazolidinonas, 7)
estreptograminas y 8) tetraciclinas (Etebu y Arikekpar, 2016). Estos, a su vez,
pueden clasificarse segun su mecanismo de accién, en cinco categorias que
incluyen: 1) inhibicidn de la sintesis de la pared celular, 2) ruptura de la membrana
celular,3) inhibicién de la estructura y funcion de los acidos nucleicos, 4) inhibicion
de la sintesis proteica y 5) bloqueo de vias metabdlicas claves. (Tenover, 2006;
Gualerzi, Brandi, Fabbretti y Pon, 2014; Hoerr et al., 2016; Karam et al., 2016).
(Anexo 1)

En contraparte a esta variedad de mecanismos de accion antibiotica, las
bacterias han desarrollado resistencia a una variedad de farmacos. Entre estos
mecanismos estan la resistencia mediante mutaciones y mediante transferencia
horizontal de genes (Munita y Arias, 2016). El primer mecanismo se produce
cuando un subconjunto de células bacterianas, desarrolla mutaciones genéticas
gue afectan la actividad de esta droga permitiendo que predomine la poblacion
bacteriana con la mutacion. Estas mutaciones evitan la accién del antibiotico
mediante diversos mecanismos como la modificacion del sitio de accion del
antibiotico, disminucion del ingreso de la droga, activacion de las bombas de
eflujo para eliminar las moléculas dafinas y mediante alteracion de vias
metabdlicas. El segundo mecanismo de resistencia se da mediante la adquisicién
de material genético foraneo mediante transformacion, transduccion y conjugacion
de elementos genéticos moviles como plasmidos, transposones o integrones,
siendo esta Ultima, la causa principal del desarrollo de resistencia antimicrobiana
(Nikaido, 2009; Munita y Arias, 2016). Esta variedad de mecanismos de
resistencia a antibidticos evidencia la urgente necesidad del desarrollo de nuevos

agentes terapéuticos.



3.3 RESISTENCIA EN Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) consta en la lista
de alta prioridad para el desarrollo de antibiéticos, publicada por la OMS en el
2017. Este microorganismo es resistente a antibiéticos B-lactamicos, como la
meticilina y otros derivados de penicilinas, debido a la presencia de 3-lactamasas
y de los genes mecA y mecC, los cuales se encuentran asociados con altas tasas
de morbilidad y mortalidad (Goyal, Miller, Tripanthi y Parvizi, 2013; Milheirico,
Lencastre y Tomasz, 2017). EI SARM puede ser resistente a otros antibioticos
como aminoglucésidos, macrdlidos, tetraciclina, cloranfenicol y lincosamidas, por
lo que se solia usar la vancomicina como medicamento de preferencia.
Lastimosamente, en el 2002 se detecto la primera cepa resistente a vancomicina,
a partir de esa fecha se ha reportado un incremento de aislados de S. aureus
resistentes a vancomicina (SARV), lo que complica aun méas su control (Centers
for Disease Control and Prevention, 2002; Chew, Mahadi, Wong y Goh, 2018). En
la actualidad, las infecciones con SARM se tratan inicialmente con vancomicina,
en caso de que se detecte una resistencia a vancomicina se recomienda el uso de
tedizolid, linezolid, quinupristin/dalfopristin, trimetoprim-sulfomidazol, telavancin o
o ceftarolina, o una combinacion de estos, aunque en algunos casos los
antibioticos actuales ya no son efectivos para controlar infecciones de estas cepas
multirresistentes (Nikaido, 2009; Loomba, P.S., Taneja, J y Mishra, B., 2010;
Zurita, 2012; Goyal, Miller, Tripanthi y Parvizi, 2013; Shenoy, 2014, Auwaerter,
2016, Beerbal, Panneer, Nambirajan, Rajan y Reshma, 2018).

Estudios realizados en Ecuador, reportan que el surgimiento de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) es cada vez mas
frecuente, siendo este el segundo patégeno aislado con mayor frecuencia
(después de E. coli) de infecciones nosocomiales (Reyes et al., 2009; Zurita,
2012). Guerrero (2007) analizo la resistencia de 97 aislados de S. aureus de
distintos hospitales de la ciudad de Quito, Ecuador, mediante la comparacion del
perfil plasmidial y la susceptibilidad registrada en los antibiogramas. Los aislados
presentaron multirresistencia, distribuida de la siguiente manera: el 90%
mostraron resistencia a penicilina, ampicilina y amoxicilina, 44% a tetraciclina,

38% resistencia a oxicilina (antibiotico similar a la meticilina) y cefalosporinas,



12% a macrdlidos, 10% a eritromicina y 7,22% a clindamicina. A su vez Loaiza
(2015) realiz6 el estudio de la dinamica clonal de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina, en el cual el 100% de los aislados fueron resistente a
cefoxitina, dentro de estos, el 72% tenian el gen SCCmec atipico (responsable de

la resistencia a la meticilina).

3.4 METABOLITOS SECUNDARIOS COMO COMPUESTOS BIOACTIVOS

La necesidad de desarrollar nuevos agentes bioactivos més eficaces ha
llevado a su busqueda en nuevos nichos ecologicos (Selim, El-Beih, AbdEI-
Rahman y El-Diwany, 2012). La investigacion y desarrollo de nuevos farmacos, se
atribuye a la diversidad de rutas metabodlicas y biosintéticas ligadas a la
biodiversidad. Entre estas moléculas bioactivas estan principalmente los
metabolitos secundarios (Corrado y Rodrigues, 2004).

Los metabolitos secundarios son un producto metabdlico, no esencial para
el organismo que lo produce, sintetizados a partir de uno o mas metabolitos
generales. Entre éstos metabolitos estan los flavonoides, lignanos, terpenos,
fenoles, alcaloides, esteroles, taninos, suberina, entre otros (Bruce y Palfreyman,
1998; Verpoorte y Alfermann, 2000).

Muchos estudios de este tipo se han enfocado en la investigacion de
compuestos bioactivos en hongos comunmente encontrados en el ambiente,
como hongos del género Aspergillus y Penicillium, pero la tasa de descubrimiento
de nuevos compuestos en este tipo de hongos ha disminuido drasticamente, lo
que ha suscitado un creciente interés en la investigacién de los metabolitos

secundarios que producen los hongos endofitos (Corrado y Rodrigues, 2004).

3.5 HONGOS ENDOFITOS UNA FUENTE PROMINENTE DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

Los hongos endoéfitos son un grupo taxonOmico y ecoldégicamente
heterogéneo, y representan uno de los simbiontes de plantas mas ubicuos de la
tierra (Petrini, Sieber Toti y Viret, 1993; Oono, Lefévre, Simha y Lutzoni, 2015).



Se los conoce por biosintetizar compuestos quimicos similares a los de sus
huéspedes, probablemente como una adaptacion al medio en el que se
encuentran, entre estos compuestos que producen y secretan estan antibioticos,
enzimas hidroliticas, metabolitos (Martinez-Klimova, Rodriguez-Pefia y Sanches,
2016). Estos metabolitos secundarios poseen gran potencial antimicrobiano,
antiparasitario,  citotoxico,  antiinflamatorio,  antitumoral,  antiparasitario,

antioxidante y hasta actividad neuroprotectora (Malhadas et al., 2017).

Se han realizado varios estudios de la capacidad antibacteriana de los
compuestos de hongos endéfitos (Kyekyeku et al, 2017; Nair, Goveas, D"Souza,
D’Cunha y D'Souza, 2017; Singh, Kumar, Singh y Pandey, 2017; Wu, Zhang,
Zhang, Cheng y Zhang, 2018). Castillo et al. (2002) extrajo munumbicina A, B, C
y D, un antibidtico con un amplio espectro antimicrobiano, del hongo enddfito
Streptomyces NRRL 3052; la munumbicina B mostré actividad contra una cepa de
SARM, y en general entre los cuatro tipos de munumbicinas obtenidas se
encontrdé actividad contra bacterias Gram-positivas como Bacillus anthracis y
Mycobacterium tuberculosis multirresistente. Mitchell, Strobel, Moore, Robison y
Sears (2010), demostraron la actividad antibidtica de los compuestos volatiles del
hongo endéfito Muscodor crispans contra varios patdégenos humanos como
Yersinia pestis, tres cepas multirresistentes de Mycobacterium tuberculosis y
Staphylococcus aureus. Estos estudios exponen el potencial de los compuestos

antimicrobianos de hongos endofitos.

3.6 EXTRACTOS DE LA COLECCION DE ENDOFITOS QUITO-CATOLICA
(CEQCA)

El Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, de la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador, tiene en custodia alrededor de 5000 aislados de hongos
enddfitos en la Coleccion de Hongos Endoéfitos Quito-Catolica (CEQCA). De esta
coleccion se han obtenido extractos organicos con diferentes solventes, los
mismos que han sido sometidos a varios tipos de bioensayos estandarizados.
Veloz (2014), probd 34 extractos organicos y 11 extractos peptidicos de esta
coleccion contra cinco bacterias ATCC® (Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica subsp. enterica serovar



Enteritidis y Serratia marcescens subsp. marcescens), de los cuales trece
mostraron inhibicion contra S.aureus, cinco contra P. aeruginosa, cuatro contra
E.coli, siete contra S. marcescens Yy seis contra S. entérica.

3.7 JUSTIFICACION

Los hongos enddfitos tienen la capacidad de producir una diversidad de
compuestos bioactivos con varias aplicaciones, como en la campo de la medicina.
También se los considera como una fuente prominente de nuevas moléculas
activas (Sanchez et al., 2013). Tomando en cuenta esto, y debido a la imperante
necesidad de desarrollar nuevas fuentes antimicrobianas para frenar el
precipitado aumento de organismos multirresistentes (Savi et al., 2015), el
presente trabajo tiene como objetivo la bioprospeccion de la actividad
antimicrobiana de hongos enddfitos de la Coleccion de Endofitos Quito-Catodlica
(CEQCA), generando una buena base para futuros estudios en esta area, en
especial del estudio de compuestos naturales que proporcionen una nueva

alternativa para el control de una amplia gama de organismos patégenos.

3.8 OBJETIVOS

3.8.1.10BJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad antibiética de extractos organicos de hongos
endoéfitos de la Coleccion de Enddfitos Quito-Catdlica CEQCA, sobre
Staphylococcus aureus, con varios mecanismos de resistencia a

antibioticos.

3.8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Verificar la bioactividad de extractos de hongos endofitos
seleccionados de la base de datos de la coleccion CEQCA, que
hayan mostrado capacidad bactericida o bacteriostatica, ante

cepas ATCC® de Staphylococcus aureus.



Determinar los bioactividad de extractos de hongos endofitos de
la coleccion CEQCA, sobre cepas de Staphylococcus aureus con
diferentes mecanismos de resistencia, mediante microdilucion.
Determinar la concentracidén minima inhibitoria y la concentracion
minima bactericida, de los extractos de hongos endofitos de la
CEQCA, sobre veintidos cepas de Staphylococcus aureus
multirresistentes, provenientes de la Coleccion Bacteriana Quito-
Catolica (CB-QCA).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. SELECCION DE EXTRACTOS DE HONGOS ENDOFITOS

Se seleccionaron 86 extractos de hongos endéfitos provenientes de 33
hongos endofitos (Tabla 1) de la Coleccién de Endéfitos Quito Catdlica — CEQCA,
de los cuales treinta y cinco son extracciones con el solvente organico etil-Acetato
(EA), treinta y tres con diclorometano (DCM) y dieciocho con metanol (MeOH).
Veinte y siete de los 86 extractos fueron seleccionados con base en ensayos
previos, en los cuales hubo actividad bactericida o bacteriostatica contra cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC® 25923™), cuyo detalle informativo consta en la
base de datos de la coleccion CEQCA (Anexo 2), los 56 extractos restantes no

tenian informacion previa sobre actividad antibiotica.

4.2. OBTENCION DE CULTIVOS PUROS DE HONGOS ENDOFITOS

De los 86 extractos de hongos enddfitos seleccionados, once no contaban
con la cantidad de extracto necesaria para los ensayos. Por lo que se realiz

nuevas extracciones de éstos.

Se colocaron once hongos endofitos, crioconservados a — 80 °C, en placas
de agar papa dextrosa (PDA) (Harun et al., 2011) hasta obtener un cultivo
axénico. Posteriormente, se transfirid el micelio a un medio liquido de caldo
dextrosa y papa (PDB), en agitacién constante para acelerar el crecimiento del

hongo (Buatong et al., 2011).

4.3. OBTENCION DE EXTRACTOS DE HONGOS ENDOFITOS CON
SOLVENTES ORGANICOS

Se obtuvo el extracto organico de once hongos endofitos mediante los
protocolos del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal Quito-Catolica, basado en
Bascom-Slack et al. (2012).
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El hongo cultivado en PDB se separ6 en dos fases: fase liquida (PDB vy
metabolitos disueltos en el medio) y fase del micelio, usando gasas estériles como
filtro. La fase micelial se coloco en un Erlemeyer con 400 mL de metanol (MeOH)
y se lo mantuvo en agitacién a temperatura ambiente durante 24 horas, luego de
lo cual se volvié a filtrar con gasas para separar la fase liquida (MeOH con

metabolitos disueltos en el medio) y la fase micelial, que se desechd.

La fase liquida se extrajo usando el solvente diclorometano (DCM) en
relacion 1:2, con agitacion. Se recogio la fase del solvente y se realizé el mismo
procedimiento con la fase del medio PDB restante usando el solvente etil acetato
(EA) (Rodrigues et al., 2000; Rhoden, 2012).

Una vez terminada la extraccion de metabolitos secundarios mediante
solventes organicos, se procediéo a concentrar los extractos obtenidos con tres
solventes mediante evaporacion, por rotavapor (Rotavapor® R-100), en viales de
vidrio. Se registré el peso neto del extracto, el cual se resuspendié en 1 mL de
MeOH, y se conservé a 4 °C.

Algunos hongos poseen varias extracciones con el mismo solvente, para
distinguirlos, en el cédigo de cada extracto, se coloca la inicial del solvente
seguido por el nimero de extracciébn. Como por ejemplo el extracto CEQCA-
CEQCA-003215 E4 al ser la cuarta extraccion con EA del endéfito CEQCA-
003125.

4.4 SELECCION DE CEPAS BACTERIANAS

Para los ensayos antibacterianos se seleccion0 a Staphylococcus aureus
(SA), con base en que esta categorizado como patdégeno que requiere estudios
con urgencia alta segun la OMS (2017) y debido a que en el Ecuador presenta

alta resistencia a varios antibiéticos.
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Para verificar la bioactividad de los extractos, con registros en la CEQCA
de actividad anti SA, se utilizaron bacterias Staphylococcus aureus subsp. aureus

(ATCC® 25923™) en los ensayos preliminares.

En cuanto a las bacterias multirresistentes, se seleccionaron aislados
bacterianos clinicos de Staphylococcus aureus de la Coleccién Bacteriana Quito-
Catolica (CB-QCA), con base en los perfiles de resistencia a antibiéticos
determinados por Guerrero (2007). Se trabajé con un total de veintidés aislados

de S. aureus con seis distintos mecanismos de multirresistencia (Tabla 2).

4.5. PERFILES FENOTIPICOS DE SENSIBILIDAD POR DIFUSION EN DISCO

Los perfiles fenotipicos de sensibilidad obtenidos mediante pruebas de
difusion en disco con doce antibi6ticos fueron proporcionados por el Laboratorio
de Microbiologia de la Escuela de Ciencias Biologicas de la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador. Se verificaron dichos perfiles y se obtuvieron perfiles
nuevos para dos antibioticos adicionales mediante el método de Kirby-Bauer
(Bauer et al., 1966). Para determinar la sensibilidad de acuerdo a los lineamientos
establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI (2015), se

midieron los diametros de los halos de inhibicion (DHI).

4.6. BIOENSAYOS

4.6.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA DE EXTRACTOS
DE HONGOS ENDOFITOS CONTRA Staphylococcus aureus
ATCC®

Se evalué la capacidad antibidtica de 86 extractos de hongos enddfitos de
la coleccibn CEQCA (Tabla 1), mediante microdilucién siguiendo los protocolos
establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012),

contra Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 25923™),
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4.6.1.1 Procedimiento para ensayos de microdilucion

Para realizar los ensayos de microdilucion se siguidé el protocolo

establecido por el Clinical and Laboratory Standards Institute (2012).

Se usaron 10 pL de cada extracto, mas 90 pL de bacteria Staphylococcus
aureus diluida en caldo Mueller-Hinton (MHB) en proporcién 1:200 de la escala de
0.5 de McFarland. Cada dilucion (90 pL dilucion de MHB y bacteria + 10 pL
extracto) fue colocada en placas de microtitulacion de poliestireno (COSTAR
3590) de 96 pocillos. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Todas las placas se incubaron a 35 °C por 18 horas, posterior a lo cual se
midié la absorbancia a 630 nm en un lector de placas de microtitulacion iMark
(Bio-Rad®) (Wiegand, Hilert y Hancock, 2008; Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2012; Bascom-Slack et al., 2012).

4.6.1.2 Calculos del porcentaje de Inhibicién

Para determinar el porcentaje de inhibicion se calculo la absorbancia de A

y B, medido a las 16 horas, como consta en la siguiente ecuacion

%Inhibicion= 100 — [(A * 100)/ B] (4.1)

Doénde:
A= absorbancia de las tres réplicas

B = absorbancia del control positivo

4.6.1.3 Controles

Cada placa constaba con un control positivo del crecimiento bacteriano (90
pL dilucion de MHB y bacteria + 10 uL Metanol) y un control negativo (90 uL de
MHB + 10 pL Metanol) (Figura 1) (Wiegand, Hilert y Hancock, 2008; Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2012; Bascom-Slack et al., 2012).
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Algunos extractos orgédnicos poseen pigmentacion la cual interfiere en el
resultado, por lo cual, como control de color se us6é 90 yuL de MHB con 10 pL
extracto en una placa extra, y se midio la absorbancia a 630 nm en un lector de
placas de microtitulacion iMark (Bio-Rad®). Para el célculo de la absorbancia en
cada ensayo, se resto la absorbancia del color del extracto menos la absorbancia

obtenida en cada ensayo.

4.6.1.4 Analisis estadisticos

Para analizar las diferencias de inhibicion entre las veintiddés bacterias
multirresistentes se aplico un Andlisis de la Varianza (ANOVA unifactorial) y la
prueba de Tukey en el programa SPSS (Version 20). La significancia, se reporto

con un nivel de confianza del 95% (p< 0,05).

4.6.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA DE EXTRACTOS
DE HONGOS ENDOFITOS CONTRA CEPAS DE Staphylococcus
aureus MULTIRRESISTENTES

Se evalué la actividad antibidtica de 38 extractos, que presentaron
actividad antibiética en el ensayo contra Staphylococcus aureus (ATCC®
25923™), contra seis de las veintidés cepas proporcionadas por el Laboratorio de
Microbiologia de la Escuela de Ciencias Bioldgicas - PUCE, estas fueron: 102C-
ORSA, 14-SAUR, 104C-ORSA, 70-SAUR, 8C-ORSA y 37C-ORSA (Tabla 2), se
tomo estas seis cepas como representantes de cada mecanismo debido a la poca
cantidad de los extractos. Se procedié como se detalla en los apartados 4.6.1.1 al
4.6.1.4.

4.6.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA (CMI) Y LA CONCENTRACION MINIMA
BACTERICIDA (CMB) POR EL METODO DE MICRODILUCION

Se determiné la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion

minima bactericida (CMB) de los diecinueve extractos que mostraron capacidad
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bactericida y bacteriostatica contra las seis cepas de Staphylococcus aureus

multirresistentes (Tabla 2).

Se obtuvieron diluciones seriadas en metanol, diluyendo cada extracto a la
mitad de la concentracion anterior, partiendo de la solucion madre de cada
extracto (Figura 2). Se procedié siguiendo los protocolos establecidos por el CLSI
(Wiegand, Hilert y Hancock, 2008; Clinical and Laboratory Standards Institute,
2012; Bascom-Slack et al.,, 2012), como se detalla en los apartados 4.6.1.1 al
4.6.1.4.

Para determinar la bioactividad, bactericida o bacteriostética, del extracto,
se tomaron 10 uL de cada pocillo que presentd una absorbancia similar al control
negativo y se los coloc6 en Placas Petri con agar Mueller-Hinton. Se incub6 a 35
°C durante 24 horas, y se verificd si hubo crecimiento (efecto bacteriostético) o no

(efecto bactericida), siendo este dato la CMB (Figura 3).

4.6.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA DE LA
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA MEDIANTE
MICRODILUCION CONTRA CEPAS DE Staphylococcus aureus
MULTIRRESISTENTES

Para las dieciséis cepas restantes, se tomo la CMI de los extractos para
cada uno de las seis cepas que se usO en el ensayo anterior, y se procedid
siguiendo los protocolos establecidos por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012), que se detallan en los apartados 4.6.1.1 al 4.6.1.4.

4.7 EVALUACION DE CITOTOXICIDAD SEGUN EL GRADO DE HEMOLISIS
DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) O LA
CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)

Se evaluo la citotoxicidad de la CMI y CMB de dieciséis extractos usando
2mL de sangre humana (Anexo 3), se procedi6 de acuerdo al protocolo

establecido por Karl Maramorosch y Hilary Koprowski (2014), en donde se
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centrifugé la sangre hasta separar el plasma de los eritrocitos y se mezclé con
PBS.

Se midio la absorbancia mediante espectrofotometria (iMark Bio-Rad®) a
570nm. Para calcular el porcentaje de hemdlisis se tomaron los datos obtenidos

después de la resta de color, y se usoé la siguiente férmula:

%hemodlisis = [(A-AO)/(AX-AO)]*100 (4.2)

(Donde: A es la lectura de absorbancia de la solucién de extracto,
AO es la lectura de absorbancia del control negativo,

AX es la lectura de absorbancia del control positivo)

4.7.1 Controles

Algunos extractos organicos poseen pigmentacion, la cual interfiere en los

resultados; como control de color se uso, 50 pL de extracto diluido en PBS al 4%.

Se realiz6 un control positivo que corresponde al 100% de hemolisis (200
uL de eritrocitos humanos (RBC) al 4% + 195 uL de PBS/ 5 L de Tritén 100X), y
un control negativo, que corresponde al 0% de hemdlisis (200 pL de RBC al 4% +
200 pL de PBS).

4.7.2 Analisis estadisticos

Para analizar las diferencias de hemdlisis se aplic6 un Analisis de la
Varianza (ANOVA unifactorial) y la prueba de Tukey en el programa SPSS
(Version 20). La significancia se reportd con un nivel de confianza del 95% (p<
0,05).
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4.8 IDENTIFICACION TAXONOMICA MOLECULAR DE LOS HONGOS
ENDOFITOS

Se extrajo ADN de seis hongos enddfitos utilizando el protocolo sugerido
por Bucheli et al. (2000) y Camacho et al. (1997) usando micelio joven y Chelex®
100 al 5%, el ADN se cuantificé por espectrofotometria (Nanodrop 2000®), se

dividi6 en alicuotas y se almaceno a -20 °C.

4.8.1 Amplificacion y secuenciamiento del ADN

Se amplificd la region ITS (Internal Transcribed Spacer, por sus siglas en
inglés) del gen 5.8S ADNr usando los cebadores ITS1 e ITS4 para la
amplificacion y el posterior secuenciamiento (White et al., 1990).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizo utilizando las
condiciones descritas por Bascom-Slack y colaboradores (2012). Posteriormente
los amplicones fueron purificados y secuenciados en la empresa MACROGEN

Inc.

Se obtuvo una secuencia consenso de cada muestra mediante el programa
GAP4. Utilizando la herramienta BLASTn (Local Alignment Search Tool with
nucleotide database) se compar6 la secuencia consenso con la base de datos del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Koski y Goldin, 2001).
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5.  RESULTADOS

5.1 PERFILES FENOTIPICOS DE SENSIBILIDAD POR DIFUSION EN DISCO

De los veintidds antibiogramas de Staphylococcus aureus multirresistentes
proporcionados por el Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de Ciencias
Biologicas - PUCE, se obtuvieron nuevos perfiles de sensibilidad a catorce

antibiéticos. Estos fueron interpretados segun el CLSI (2015).

Se observdé una variacion en cuanto a la sensibilidad presentada en
algunas cepas, en comparacion con los perfiles de sensibilidad proporcionados
por el Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de Ciencias Bioldgicas - PUCE
(Tabla 3). Se constato la pérdida de resistencia a los siguientes antibiéticos:

- Cefoxitina, en las cepas bacterianas 30C-ORSA y 32C-ORSA,
- Trimetroprim/sulfametoxazol, en la cepa 104C-ORSA,

- Oxacilina, en la cepa 58- SAUR,

- Tetraciclina, en las cepas 37C-ORSA y 30C-ORSA.

Ademas, se constaté que mas del 80% de cepas presentan resistencia a
Penicilina, Ampicilina y Amoxicilina+ ac. clavulanico; mientras que ninguna cepa
mostré resistencia a Trimetroprim/sulfametoxazol, vancomicina o netilmicina
(Figura 4).

5.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA DE EXTRACTOS DE
HONGOS ENDOFITOS CONTRA Staphylococcus aureus ATCC®
25923™

De 86 extractos evaluados, cuarenta y uno inhibieron el crecimiento
bacteriano de SA, veintidos tuvieron actividad bacteriostatica y diecinueve
actividad bactericida. Los extractos con actividad bacteriostatica son aquellos que

inhiben el crecimiento bacteriano solo si el agente bacteriostatico se encuentra en
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el medio, mientras que los que poseen actividad bactericida son aquellos que

provocan la muerte bacteriana.

De los veintisiete extractos que fueron evaluados en ensayos previos
contra cepas de S. aureus ATCC® (Anexo 2), nueve extractos inhibieron a S.

aureus ATCC® vy dieciocho presentaron una perdida en su bioactividad.

Los extractos del hongo CEQCA-P0688 presentaron actividad bactericida.
El extracto CEQCA-P0688 D1 tuvo un porcentaje de inhibicion del 75% y una
segunda extraccién del mismo hongo, el extracto CEQCA-P0688 D3, presentd un

porcentaje de inhibicién del 93%.

Cuatro extractos, CEQCA-P0688 E1, CEQCA-P5343 M3, CEQCA- P5343
D3 y CEQCA-03215 E1 lograron una inhibicion superior al 98%, con efecto

bactericida en todos los casos.

El extracto CEQCA-03215 E3, mostré actividad bactericida, mientras que
la posterior extraccion del mismo enddfito, el extracto CEQCA-03215 E4, sélo
presentd actividad bacteriostatica, un caso similar se da entre los extractos
CEQCA-00964 D1 y CEQCA-00964 D2 o entre los extractos CEQCA-00964 E2
y CEQCA-00964 E3, igualmente con pérdida de bioactividad en la posterior
extraccion (Tabla 4).

Tres extractos, CEQCA-03215 E3, CEQCA-00964 D1, CEQCA-P5363 D3,
presentaron bioactividad con porcentajes de inhibicion del 100%, 93% y 85%
respectivamente, pero no fueron tomados en cuenta para posteriores ensayos

debido que se contaba con un bajo volumen de la muestra.

53 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA DE EXTRACTOS DE
HONGOS ENDOFITOS CONTRA CEPAS DE Staphylococcus aureus
MULTIRRESISTENTES

Treinta y dos extractos de los treinta y ocho extractos evaluados

presentaron actividad contra, al menos, dos de las seis cepas multirresistentes.
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Diecinueve extractos inhibieron el crecimiento bacteriano con actividad bactericida

0 bacteriostatica en las seis cepas muestreadas.

Cinco extractos, CEQCA-M0369 E1, CEQCA-O1111 E2, CEQCA-P0688
D3, CEQCA-P0628 E1, CEQCA-P0688 E3 y P0439 EAL1/EA5 presentaron
actividad bactericida contra las seis cepas multirresistentes (Tabla 5).

Treinta extractos inhibieron el crecimiento de la cepa 102C-ORSA, de los
cuales doce presentaron actividad bactericida (Tabla 5). Destacandose los
extractos CEQCA-O1111 D2, CEQCA-P5309 D1, CEQCA-00628 E1 y CEQCA-

P0688 E3 con un porcentaje de inhibicion superior al 99%.

En la cepa 104C-ORSA, treinta y un extractos mostraron bioactividad, de
los cuales seis presentaron actividad bactericida con un porcentaje de inhibicion

superior al 99%.

En la cepa 70-SAUR veintiocho extractos tuvieron bioactividad, doce con
efecto bactericida y dieciséis con efecto bacteriostatico.

Veintiocho extractos inhibieron el crecimiento de la cepa 14-SAUR, de los
cuales la mitad presenté efecto bactericida y el otro 50% efecto bacteriostéatico, de
estos, cinco extractos presentaron una inhibicién del 100%.

Veinticinco extractos mostraron actividad antibiética contra la cepa 37C-

ORSA, de las cuales quince presentaron actividad bactericida.

En la cepa 8C-ORSA, catorce extractos mostraron efecto bacteriostatico y
diez efecto bactericida, de estos cuatro presentaron un porcentaje de inhibicién
mayor al 99% (Tabla 5).

Cinco extractos, CEQCA-P0688 E1, CEQCA-P5343 D3, CEQCA-O1393
E2, CEQCA-P5227 D1y CEQCA-P0439 EAL1/EAS presentaron bioactividad contra
al menos cinco cepas multirresistentes, pero no fueron tomados en cuenta para

posteriores ensayos debido que se contaba con un bajo volumen de la muestra.
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5.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(CMI) Y LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB) POR EL
METODO DE MICRODILUCION

La CMI y la CMB se determinaron a partir de absorbancias obtenidas de
diecinueve extractos, que mostraron bioactividad contra al menos cinco cepas

multirresistentes en su concentracion cruda.

Quince extractos mantuvieron su capacidad inhibitoria contra al menos
cinco cepas multirresistentes en alguna de sus diluciones, de los cuales el
extracto CEQCA-P0688 D3 (1,03 pg/mL) tuvo actividad bactericida ante las seis
cepas multirresistentes excepto en la cepa 37C-ORSA, en la cual tuvo efecto
bactericida a una concentracion de 2,07 pg/mL. Siendo este el extracto que logro

inhibir a las seis cepas multirresistentes en la concentracion mas baja.

Se evidencié actividad bactericida y bacteriostatica en diez extractos
sobre las seis cepas muestreadas en las concentraciones que se detallan en la
Tabla 6.

Los extractos CEQCA-P5343 M3 (32,06 pg/mL), CEQCA-03215 D4 (10,6
ug/mL), CEQCA-P5309 D1 (21,1 pg/mL), CEQCA-P5227 M1 (328 pg/mL)
tuvieron actividad bacterioestatica con todas las bacterias representantes (Anexo
4).

Tres extractos, CEQCA-00964 E2, CEQCA-P5309 D1 y CEQCA-P5343
M3 no fueron tomados en cuenta para posteriores ensayos debido que se contaba

con un bajo volumen de la muestra.

5.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA DE LA
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA MEDIANTE MICRODILUCION
SOBRE Staphylococcus aureus MULTIRRESISTENTES.

Se probaron dieciséis extractos de hongos endoéfitos contra las dieciséis

cepas multirresistentes que aun no habian sido ensayadas (Tabla 2).
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Los extractos CEQCA-O1111 E2 (4 pg/mL), CEQCA-0O1111 D2 (1,6 pg/mL)
tuvieron una actividad bactericida o bacterioestéatica contra quince de las dieciséis

cepas multirresistentes.

El extracto con la CMI mas baja fue el CEQCA-O1111 D2 a una
concentracion de (1,6 pg/mL), el cual tuvo efecto bacterioestético ante catorce

cepas, y efecto bactericida contra una cepa multirresistente.

Seis extractos CEQCA-M1320 E1 (20 pg/mL), CEQCA- P0688 E3 (8,6
pg/mL), CEQCA-P5227 M1 (656 pg/mL), CEQCA-P0688 D3 (2,07 pg/mL),
CEQCA-03215 D4 (21,2 pg/mL) y CEQCA-00628 E1 (16,7 pg/mL) inhibieron el

crecimiento de mas del 50% de cepas multirresistentes (Tabla 7).

Dos extractos CEQCA-03215 E4 (15,3 pug/mL), CEQCA-00964 E4 (52,2
pg/mL), inhibieron sélo a cepas dentro de un mismo mecanismo de resistencia,

correspondiente al de la cepa 70-SAUR, resistentes principalmente a tetraciclina.

El extracto CEQCA-P5175 E1 (22 pg/mL) inhibi6 a cepas dentro del

mecanismo de la bacteria 102C-ORSA, resistente principalmente a quinolonas.

El extracto CEQCA-P5363 M1 (44,02 pg/mL) inhibié a cepas dentro del
mecanismo de resistencia de la bacteria 37C-ORSA, resistente principalmente a

betalactamicos.

Ocho extractos CEQCA-M0369 E1 (156,6 pg/mL), CEQCA-M0369 E1 (78,3
pug/mL), CEQCA-P0688 D1 (14,5 pg/mL), CEQCA-P0688 D1 (29,07 ug/mL),
CEQCA-P5363 M1 (176,1 pg/mL), CEQCA-0O0964 E4 (104,5 pg/mL), CEQCA-
P5227 M1 (328 ug/mL) y CEQCA-P5309 (21,1 pg/mL) inhibieron a cepas
correspondientes a dos tipos de mecanismos de resistencia. Los resultados
obtenidos con las dieciséis bacterias multirresistentes se encuentran detallados

en las Tabla 7.
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5.6 EVALUACION DE CITOTOXICIDAD SEGUN EL GRADO DE HEMOLISIS
DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) O LA
CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)

Dieciocho extractos no tuvieron un porcentaje de hemolisis superior al 10%.
En donde estan incluidos extractos como el CEQCA-M0369 E1, CEQCA-P0688
D1, CEQCA-M1320 E1, CEQCA- 03215 D4, CEQCA-P0688 D3, CEQCA-P0688
E3, CEQCA-03125 E4, CEQCA-01111 D2, CEQCA-00628 E1, CEQCA-P5227
M1y CEQCA-0O0964 EA4.

Los extractos CEQCA-P5363 M1 (176,1 pg/mL, 44,02 pug/mL y 22,01
pug/mL), CEQCA-P5175 E1 (22 pg/mL) y CEQCA-P5175 D1 (15,05 pg/mL),
presentaron porcentajes hemoliticos mayores al 40%.

Los extractos CEQCA-01111 E2 (4,07 pg/mL) y CEQCA-O1111 D2 (3,3
pug/mL), inhibieron mas del 95% de las veintidos cepas de Staphylococcus aureus
multiresistentes y presentaron porcentajes hemoliticos del 13,7% y 1,4%

respectivamente (Tabla 8).

5.7 IDENTIFICACION TAXONOMICA MOLECULAR DE LOS HONGOS
ENDOFITOS

Luego del proceso de extraccion, purificacion y secuenciamiento de seis
hongos enddfitos, se buscaron similitudes con otras secuencias dentro de la base
de datos Basic Local Alignment Search Tool with nucleotide database (BLASTnN)

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/. Se determiné que dos hongos, CEQCA-P0212 y

CEQCA-00751, pertenecen a la familia Nectriaceae, y se los identificé dentro de
los géneros llyonectaria y Fusarium, respectivamente. Los enddéfitos CEQCA-
00666, CEQCA-00580 y CEQCA-01096, pertenecen a los géneros Neurospora,
Xylaria y Diaporthe, respectivamente. El endo6fito CEQCA-O0557 se identificd
hasta el nivel de Ascomycota. Los datos de hongos identificados se encuentran

detallados en la Tabla 9.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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6. DISCUSION

6.1. PERFILES FENOTIPICOS DE SENSIBILIDAD POR DIFUSION EN DISCO

El desarrollo de resistencia a multiples antibioticos, representa una de las
mayores amenazas para la salud humana en la actualidad (Savi et al., 2015). Esto
se refleja en los perfiles fenotipicos de sensibilidad de cepas de S. aureus
proporcionados por el Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de Ciencias
Biologicas - PUCE, detallados en la Tabla 3, en donde se constato que existe una
amplia resistencia a varias clases de antibidticos por parte de dieciséis cepas de

Staphylococcus aureus.

Al comparar estos perfiles fenotipicos, con los nuevos obtenidos en este
estudio, se constaté la pérdida de resistencia a cuatro antibioticos por parte de
seis cepas de Staphylococcus aureus. En el estudio de Guerrero (2007) del perfil
plasmidial de las cepas multirresistentes usadas en este estudio, se determino
que las cepas estan provistas de uno a cuatro plasmidos que les proporcionan
distintos mecanismos de resistencia; la ausencia de estos plasmidos en la
poblacién implicaba, en su mayoria, una reduccion de dicha resistencia. La
pérdida de resistencia de estas seis cepas puede deberse a que estos plasmidos
comprendian un alto costo en su aptitud biol6gica y la ausencia de presion
selectiva, provista por dichos antibidticos, favoreci6 esta pérdida plasmidial
(Anderson y Hughes, 2011). Se ha observado que la estabilidad plasmidial varia
particularmente en ausencia de la seleccidon biolégica, como es el caso de
bacterias in vitro, y depende mucho de las cepas con las que se esté trabajando,
ya que cada una posee una dinamica plasmidial unica (Ponciano, Gelder, Top y
Joyce, 2007).

La amplia resistencia a antibidticos como la Ampicilina, Penicilina y
Amoxicilina, por parte de mas del 80% de las cepas de S. aureus; y la
susceptibilidad de todas las cepas ante los antibidticos vancomicina, netilmicina y
trimetroprim/sulfametoxol, corresponden a los perfiles de susceptibilidad

obtenidos por Guerrero (2007), posiblemente siendo estos los clones mas
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prevalentes en centros hospitalarios de los cuales de colect6 las muestras en los
cuatro afios que durd su estudio. La resistencia de las cepas elegidas para el
estudio también estd asociada a que Staphylococcus aureus metil-resistente
(SARM), comunmente presenta resistencia a meticiina y a derivados
betalactamicos, como la ampicilina, penicilina y amoxicilina; este tipo de
resistencia es mas frecuente en cepas de origen hospitalario (Ferndndez, Trueba,
Toledo y Casal, 2015; Abente et al., 2016).

6.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA DE EXTRACTOS DE
HONGOS ENDOFITOS CONTRA Staphylococcus aureus ATCC®
25923™

La resistencia a distintos antibiéticos ha vuelto indispensable el desarrollo
de nuevos agentes antimicrobianos para solucionar esta problemética (Malhadas,
Malheiro, Pereira, de Pinho y Baptista, 2017). Al comprobar el potencial
antimicrobiano de 86 extractos de hongos enddfitos, cuarenta y un extractos
poseen bioactividad contra S. aureus ATCC®, de los cuales diecinueve
presentaron actividad bacteriostatica, haciendo de estos extractos los mas
promisorios para los ensayos contra las cepas de Staphylococcus aureus
multirresistentes, en especial del hongo Fusarium oxysporum (CEQCA-P0688), el
cual fue el endéfito que mayor bioactividad presentd en sus cuatro extracciones,
dos con DCM y dos con EA, lo que podria estar asociado a la presencia de uno o

varios compuestos con efecto tdéxico para esta bacteria.

Se constaté la pérdida total en la bioactividad de diecinueve extractos que
mostraron actividad antimicrobiana en ensayos anteriores. La pérdida de
bioactividad puede estar relacionada a la composicion quimica de sus metabolitos
secundarios, la cual, pudo proveerlos de una menor estabilidad intrinseca
(Baertschi y Jansen, 2005). Todos los compuestos o moléculas poseen su propio
orden cinético de degradacién el cual puede darse por reacciones de hidrdlisis,
redox, fotdlisis y reacciones de rasemisacion (Baertchi y Alsante, 2005); estos
procesos de degradacion se encuentran directamente influenciados por

parametros del medio como la luz, temperatura, humedad y pH, los cuales
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pudieron variar al momento de su conservacion y posterior uso (Frisvad,

Andersen y Thrane, 2007, Lachman y Liberman, 2014).

Los hongos endofitos CEQCA-03215 y CEQCA-00964 presentaron una
pérdida de bioactividad en sus posteriores extracciones con el mismo solvente,
esta variacion en la bioactividad puede ser una sefal de un reducida produccion
de metabolitos secundarios debido una variacion en sus parametros de cultivo,
como son el medio de cultivo, aireacion, fase del crecimiento, pH, y la luz
(Hardoim et al., 2015; Frisvad, Andersen y Thrane, 2007; Aly, Debbab y Proksch,
2011). El cultivo continuo de los enddfitos para la extraccion de sus metabolitos
ha mostrado ser uno de los responsables de la reduccién o pérdida total de la
capacidad de producir dichos compuestos bioactivos (Pu et al., 2013). En futuras
extracciones se podria cultivar los hongos en medios mas complejos con
sacarosa, glucosa, en conjunto con extracto de levadura y de malta, minerales
adicionales y trazas de metales, que han demostrado aumentar la diversidad
guimica y mayor concentracion de los compuestos de hongos endofitos (Hardoim
et al., 2015; Frisvad, Andersen y Thrane, 2007; Aly, Debbab y Proksch, 2011).
También se podria observar si existe una variacion en la produccion de
metabolitos en medios como el agar dicloro sacarosa-extracto de levadura-Rosa
Bengala (DRYES) y agar extracto de levadura_sacarasa (YES), los cuales en
conjunto con el medio agar papa-dextrosa (PDA), usado en este estudio, han
demostrado ser ideales como soporte para la producciébn de metabolitos

secundarios de hongos filamentosos (Frisvad, Andersen y Thrane, 2007).

La pérdida de bioactividad de los metabolitos secundarios expone la
necesidad de un mejor entendimiento en la relacién endoéfito-huésped a un nivel
molecular y genético, de su regulacion genética, y los efectos de cambios en el
ambiente y condiciones del cultivo en la expresion de ciertos genes, permitiendo
optimizar la produccion de metabolitos secundarios por parte de hongos endofitos
cultivados en laboratorio, dando lugar a una produccion eficiente de drogas con
gran potencial bioactivo (Aly, Debbab y Proksch, 2011).
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6.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA DE EXTRACTOS DE
HONGOS ENDOFITOS CONTRA Staphylococcus aureus
MULTIRRESISTENTES

Mediante ensayos de microdilucion se determiné la bioactividad de los
extractos contra veintidés cepas de Staphylococcus aureus multirresistentes. Se
eligi6 este método, para todos los ensayos, ya que proporciona resultados
cuantitativos de la actividad antimicrobiana, permite encontrar las CMIs y CMBs, a
mas de proveer informacion adicional como el efecto bactericida o bacteriostéatico

del extracto (Sanchez, Castillo y Garcia, 2016).

Al probar estos 41 extractos contra cepas de Staphyloccocus aureus
multirresistentes, diecinueve mostraron capacidad antibacterial, quince de estos
hongos poseen ensayos similares sobre la bioactividad de sus compuestos contra
varios patdgenos, la mayoria de estos estudios se realizan con cepas bacterianas
ATCC® (Ratnaweera, Williams, Silva, Wijesundera, Dalisay y Andersen, 2014;
Zhou et al, 2015; Hussain et al., 2015; Lin, Yu, Lin y Zhang, 2016; Sousa et al.,
2016; Malhadas, Malheiro, Pereira, Pinho y Baptista, 2017); el presente ensayo
evalu6 la capacidad inhibitoria de hongos endofitos contra cepas de
Staphylococcus aureus multiresistentes, lo que los hace de gran utilidad ante la
prevalente resistencia antimicrobiana a distintos agentes microbianos (Malhadas,
Malheiro, Pereira, de Pinho y Baptista, 2017).

Dieciséis extractos en sus distintas diluciones mostraron bioactividad contra
al menos nueve cepas multirresistentes, siendo los extractos CEQCA-O1111 E2
(4 pg/mL) y CEQCA-01111 D2 (1,6 pg/mL) los que mayor bioactividad
presentaron en las CMI mas bajas, inhibiendo veintiln cepas de S. aureus
multirresistentes. Este trabajo presenta una buena base para estudios posteriores
en cuanto a la purificacion e identificacion de sus compuestos o moléculas
activas, las cuales podrian ser de gran interés para estudios contra otros
patdgenos, debido al alto porcentaje de inhibicibn presentado ante varios

mecanismos de resistencia en S. aureus.
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Cinco extractos mostraron una prominente bioactividad, inhibiendo a mas
del 50% de las cepas ensayadas, esto podria ser un indicativo de que estos
hongos poseen un variedad de compuestos o moléculas bioactivas con un amplio
espectro de accion ante varios mecanismos de resistencia, exponiendo la
importancia de los hongos endofitos por su capacidad de producir una variedad
de compuestos bioactivos naturales (Narth y Joshi, 2014; Passari, Mishra, Saikia,
Gupta y Singh, 2015).

En contraparte a estos hongos que producen compuestos con bioactividad
ante cepas con diversos mecanismos de resistencia, cuatro extractos tuvieron una
actividad mas especifica, en los cuales inhibieron a cepas resistentes a
tetraciclinas (CEQCA-03215 E4 y CEQCA-00964 E4), quinolonas (CEQCA-
P5175 E1) y betalactamicos (CEQCA-P5363). Los compuestos de estos hongos
podrian ser una nueva opcion para combatir la resistencia a estos grupos de
antibioticos en diversas bacterias; en especial los compuestos que podrian
purificarse del hongo CEQCA-P5363, debido a la creciente resistencia a
betalactamicos por parte de bacterias Gram Positivas y Gram Negativas (Abraca y
Herrera, 2001; Garcia Castellanos, Castillo Marshal y Salazar Rodriguez, 2014).

Existen varios estudios relacionados a la variedad de compuestos
obtenidos de hongos enddfitos, entre los que destacan los de Fusarium
oxysporum (CEQCA-P0688), el cual mostré una prominente bioactividad contra S.
aureus ATCC®, y fue el segundo hongo con mayor bioactividad contra cepas
multirresistentes. Este hongo al ser ubicuo posee una diversidad de estudios, de
los cuales se ha logrado identificar una variedad de compuestos con gran
actividad ante bacterias y hongos patogénicos humanos (Takken y Rep, 2010;
Giannakopoulou et al., 2015; Di, Gomila y Takken, 2017; Nasr, Abdel-ghany,
Mousa, Alasmaey y Atalla 2018).Cabe recalcar que se han identificado
compuestos con potencial anticancerigeno y antifingico como el Ergosterol, el
cual parece ser un compuesto comunmente producido por ese hongo (Starratt y
Madhosingh, 1967; Montgomery, Monreal, Young y Seifert, 2000; Zuo, Zhang,
Chen, Chen y Huang, 2017; Nasr et al., 2018).
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Estudios en hongos endofitos ecuatorianos contra Staphyloccocus aureus
ATCC® (Forcina et al.,, 2015) han identificado compuestos con actividad
antimicrobial leve y moderada por parte de compuestos nuevos como los
Stelliosphaeroles A y B, los cuales fueron extraidos de un nuevo endéfito
(Steroplliosphaera formicum). Todos estos estudios en especial los realizados en
el Ecuador, en conjunto con el presente estudio muestran el gran potencial
antimicrobiano de los hongos enddfitos, los cuales también podrian ser fuente de
compuestos antiparasitarios, citotoxicos, antiinflamatorios, antitumorales,
antiparasitarios, antioxidantes y hasta con actividad neuroprotectora (Malhadas et
al., 2017).

Cinco hongos no poseen investigaciones previas publicadas sobre su
bioactividad en bacterias u otros patdgenos, entre los cuales constan Xylaria
acuta (CEQCA-P0439), Diaphorthe brasilensis (CEQCA-P5202), Hypoxylon
subrutiloides (CEQCA-P5342), Muscodor vitigmus (CEQCA-M1291) y Elsinoe
eelemani (CEQCA-P5227), siendo éste estudio el primero en reportar su

bioactividad antimicrobiana.

6.4. EVALUACION DE CITOTOXICIDAD SEGUN EL GRADO DE HEMOLISIS
DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

El test de hemdlisis se llevo a cabo ya que es posible que compuestos que
presentan una gran actividad bioldgica no sean Uutiles para el desarrollo de
antibiéticos o su uso en seres vivos, si presentan un alto efecto hemolitico (Zohra
y Fawzia, 2014). Lo que sugiere que los diecinueve extractos que no presentaron
un porcentaje hemolitico superior al 10%, pueden ser usados posteriormente en
ensayos in vivo. Cabe recalcar, que el porcentaje obtenido de estos diecinueve
extractos, se encuentra dentro del porcentaje admisible para compuestos

naturales (Martinez et al., 2013).

La actividad hemolitica de cada extracto se relaciona con su composicion
quimica, lo que indica que es posible que extractos que poseen un porcentaje

elevado de hemolisis tengan moléculas altamente citotoxicas, pero al no ser



30

compuestos purificados, estos compuestos citotdxicos no necesariamente podrian
estar relacionados a los compuestos activos de los extractos. También al tener un
mayor conocimiento de la estructura y funcion de los compuestos o moléculas
activas, estas podrian ser modificadas en cuanto a sus propiedades toxicoldgicas
0 podrian usarse vectores que se unan a receptores, o que posean moléculas de
adhesion especificas para el fin requerido, evitando o aliviando los efectos
adversos de estas moléculas o compuestos activos (Juillerat-Jeanneret y Schmitt,
2007; Guo, 2017).

6.5. IDENTIFICACION TAXONOMICA MOLECULAR DE LOS HONGOS
ENDOFITOS

Los hongos seleccionados e identificados en este estudio pertenecen, en
su totalidad, a la divisibn Ascomycota (Tabla 1). Esta dominancia se debe a que
estos hongos enddfitos, en conjunto con los Glomeromycota y Basidiomycota son
aislados con mas frecuencia que otros hongos (Centro Nacional para la
Informacién Biotecnoldgica, 2014), y son facilmente cultivados bajo condiciones
controladas de laboratorio (Frisvad, Andersen y Thrane, 2007).

Dentro de los hongos aislados con mayor facilidad dentro de la divisién
Ascomycota, estan los de la clase Dothideomycetes, seguido por miembros de la
clase Sordariomycete, a la que pertenecen un gran numero de hongos usados e
identificados en este estudio, como lo son Xylaria, Fusarium, Diaporthe,
lllyonectaria y Neurospora (Hardoim et al., 2015), como se observa en la Tabla 1y
Tabla 9.

Al comparar la secuencia consenso del hongo CEQCA-O0557 en la base
de datos del NCBI usando la herramienta BLASTn, fue identificado hasta la
divisibon Ascomycota, al igual que el hongo CEQCA-O1111. Es necesaria
identificacion taxonOmica mas precisa de esos hongos a nivel de género y
especie, para determinar si estos hongos son posibles nuevas especies, ya que

poseen moléculas o compuestos bioactivos de interés.
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En el presente estudio, la actividad antibidtica de 86 extractos
provenientes de 33 hongos enddfitos, revel6 una significativa capacidad inhibitoria
en contra de cepas de S. aureus multiresistentes. EI hongo con mayor capacidad
antibiotica fue el CEQCA-O1111, el cual logré inhibir a las veintiuna cepas
multiresistentes, seguida por seis hongos que inhibieron a mas del 50% de las
cepas multirresistentes. Por lo que, esta investigacion sugiere que los hongos
enddofitos tienen una gran capacidad de producir metabolitos secundarios con una
gran capacidad antibiética contra cepas de S. aureus, y potencialmente contra
otros patdgenos de interés (Fouda, Hassan, Eid y Ewas, 2015). Los estudios de
enddfitos para propositos farmacéuticos y biotecnoldgicos son fundamentales
para descubrir nuevas sustancias para fines terapéuticos como antibiéticos,
antimicéticos y anticancerigenos, por lo que una identificacion y estudio de las
propiedades de estos metabolitos secundarios podria llevar al descubrimiento de
una valiosa fuente de estas nuevas sustancias con diversos fines terapéuticos
(Fouda, Hassan, Eid y Ewas, 2015).
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7. CONCLUSIONES

Los hongos enddfitos pueden constituir un recurso de interés para el

descubrimiento de antibidticos.

. Se detecto actividad antibittica en el 48% de extractos de hongos enddfitos en
ensayados contra S.aureus ATCC® 25923, y en el 44% de extractos de

hongos endofitos en ensayos contra cepas de S. aureus multiresistentes.

Los extractos organicos de hongos endofitos ensayados mostraron

bioactividad contra seis mecanismos de resistencia:

Resistencia a betalactamicos
Resistencia a cefalosporinas
Resistencia a tetraciclinas
Resistencia a quinolonas
Resistencia a sulfonamidas

o gk wDn R

Resistencia a macroélidos

Los niveles de hemdlisis, como prueba de citotoxicidad, fueron bajos para la

mayoria de extractos probados.

Los CMI y CMB fueron variables, la mayoria de ellos bajos.

Los extractos organicos de los hongos endéfitos CEQCA-01111 y CEQCA-
P0688 (Fusarium oxysporum) son promisorios para realizar una
caracterizacion posterior para la determinar las biomoléculas responsables de
la actividad antibacteriana; considerando que estos inhibieron el 95% de las

cepas de Staphylococcus aureus multirresistentes a bajas concentraciones.
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Figura 1. Disposicion de los extractos en las placas de microtitulacién de
poliestireno (COSTAR 3590) de 96 pocillos. Los 10 pL de cada extracto en
conjunto con 90 pL de la dilucién se colocaron en triplicado. Como control positivo
de crecimiento se coloc6 90ul de bacteria en conjunto con 10 pL de metanol, y
como control negativo se coloc6 90ul de caldo Mueller-Hinton Broth con 10 pL de
metanol.
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Figura 2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) por el método de microdilucion.
Diluciones seriadas en metanol, diluyendo a la mitad cada extracto a partir de la
solucién madre de cada extracto, como se observa con claridad en el segundo y
tercer extracto de la placa.
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Bactericida

Figura 3. Actividad Bactericida o Bacteriostatica de los extractos que
mostraron inhibicion, segun las lecturas de absorbancias. Se coloc6 10 yL
del medio de cada pocillo en Placas Petri con agar Mueller-Hinton y se incubaron
por 24 horas a 35 °C, soOlo se tomaron en cuenta los extractos que tuvieron una
absorbancia similar a la del control negativo. Si ninguna o una de las tres
repeticiones de cada extracto presentan crecimiento, este extracto tendrd un
efecto bactericida, de lo contrario esta sélo presentara actividad bacteriostatica.
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Figura 4. Porcentajes de resistencia antibidtica de bacterias Staphylococcus
aureus multirresistentes a diversos antibidticos. Se realiz6 el perfil fenotipico,
mediante difusion de disco, de veintidos cepas multiresistentes para confirmar la
resistencia a 15 antibiéticos, en el grafico se muestra el porcentaje de bacterias
que presentaron resistencia ante los antibiéticos muestreados. Ninguna bacteria
es resistente ante los antibidticos Trimetroprim/Sulfametoxol, Vancomicina y
Netilmicina.
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Tabla 1. Identificacion taxonOmica y solventes organicos de los 86 extractos
obtenidos de hongos endoéfitos de la CEQCA

CODIGO EXTRACTO SOLVENTE DIVISION ORDEN ESPECIE
1 CEQCA -M0356 D1 DCM - - -
2 CEQCA -M0369 D2 DCM Ascomycota Botrytis elliptica
3 CEQCA -M0369 E1 EA Ascomycota Botrytis elliptica
4 CEQCA -M0369 E2 EA Ascomycota Botrytis elliptica
5 CEQCA -M0369 M2 MeOH Ascomycota Botrytis elliptica
6 CEQCA -M1262 D1 DCM Ascomycota ND ND
7 CEQCA -M1291 D2 DCM Ascomycota Muscodor vitigrnus
8 CEQCA -M1320 E1 EA - - -
9 CEQCA -00185 D1 DCM Ascomycota Penicillium radicum
10 CEQCA -00522 E1 EA Ascomycota Xylaria sp.
11 CEQCA -00542 D1 DCM - - -
12 CEQCA -00557 D1 DCM - - -
13 CEQCA -00580 D1 DCM - - -
14 CEQCA -00628 D1 DCM Ascomycota ND ND
15 CEQCA -00628 E1 EA Ascomycota ND ND
16 CEQCA -00628 M1 MeOH Ascomycota ND ND
17 CEQCA -00666 D1 DCM - - -
18 CEQCA -P0688 D3 DCM Ascomycota Fusarium oxysporum
19 CEQCA -P0688 E3 EA Ascomycota Fusarium oxysporum
20 CEQCA -00751 M1 MeOH - - -
21 CEQCA -00964 D1 DCM Ascomycota Fusarium sp.

ND= No determinado
EA= Etil acetato
DCM= Diclorometano
MeOH= Metanol
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Tabla 1. Identificacién taxondmica y solventes organicos de los 86 extractos
obtenidos de hongos endéfitos de la CEQCA (Continuacion...)

CODIGO EXTRACTO SOLVENTE DIVISION ORDEN ESPECIE
2 CEQCA -00964 D4 DCM Ascomycota Fusarium sp.
23 CEQCA -00964 E2 EA Ascomycota Fusarium sp.
24 CEQCA -00964 E3 EA Ascomycota Fusarium sp.
25 CEQCA -00964 E4 EA Ascomycota Fusarium sp.
26 CEQCA -00964 M2 MeOH Ascomycota Fusarium sp.
27 CEQCA -00964 D2 DCM Ascomycota Fusarium sp.
28 CEQCA -01096 D1 DCM - - -
29 CEQCA -01111 D3 DCM Ascomycota ND ND
30 CEQCA -O1111 E3 EA Ascomycota ND ND
31 CEQCA -01111 M3 MeOH Ascomycota ND ND
32 CEQCA -01111D2 DCM Ascomycota ND ND
33 CEQCA -O1111 E2 EA Ascomycota ND ND
34 CEQCA -O1113 E1 EA ND ND ND
35 CEQCA -O1393 E2 EA - - -
36 CEQCA -01394 D9 DCM Ascomycota Diaporthe helianthi
37 CEQCA -01394 E5 EA Ascomycota Diaporthe helianthi
38 CEQCA -01394 E9 EA Ascomycota Diaporthe helianthi
39 CEQCA -01394 M5 MeOH Ascomycota Diaporthe helianthi
40 CEQCA -01399 D1 DCM Ascomycota Xylaria laevis
a1 CEQCA -01399 E2 EA Ascomycota Xylaria laevis
42 CEQCA -01399 E3 EA Ascomycota Xylaria laevis
43 CEQCA -01399 M1 MeOH Ascomycota Xylaria laevis
a4 CEQCA -03041 E1 EA Ascomycota Umbelopsis isabellina
45 CEQCA -03215 D4 DCM Ascomycota ND ND
46 CEQCA -03215E1 EA Ascomycota ND ND

ND= No determinado
EA= Etil acetato
DCM= Diclorometano
MeOH= Metanol
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Tabla 1. Identificacién taxondmica y solventes organicos de los 86 extractos

obtenidos de hongos endéfitos de la CEQCA (Continuacion...)

CODIGO EXTRACTO SOLVENTE DIVISION ORDEN ESPECIE
47 CEQCA -03215 E2 EA Ascomycota ND ND
48 CEQCA -03215 E3 EA Ascomycota ND ND
49 CEQCA -03215 M4 MeOH Ascomycota ND ND
50 CEQCA -03215 E4 EA Ascomycota ND ND
51 CEQCA -P0212 D2 DCM - - -
52 CEQCA -P0212 E1 EA - - -
53 CEQCA -P0439 E4 EA Ascomycota Xylaria acuta
54 CEQCA -P0439 EA1/EAS EA Ascomycota Xylaria acuta
55 CEQCA -P0501 D1 DCM Ascomycota Gliocladium sp.
56 CEQCA -P0501 D3 DCM Ascomycota Gliocladium sp.
57 CEQCA -P0501 E3 EA Ascomycota Gliocladium sp.
58 CEQCA -P0501 M3 MeOH Ascomycota Gliocladium sp.
59 CEQCA -P0688 D1 DCM Ascomycota Fusarium oxysporum
60 CEQCA -P0688 E1 EA Ascomycota Fusarium oxysporum
61 CEQCA -P5175 M1 MeOH Ascomycota Xylaria sp.
62 CEQCA -P5175D1 DCM Ascomycota Xylaria sp.
63 CEQCA -P5175E1 EA Ascomycota Xylaria sp.
64 CEQCA -P5202 D1 DCM Ascomycota Diaporthe brasilensis
65 CEQCA -P5202 E1 EA Ascomycota Diaporthe brasilensis
66 CEQCA -P5202 M1 MeOH Ascomycota Diaporthe brasilensis
67 CEQCA -P5227 D1 DCM Ascomycota Elsinoe eelemani
68 CEQCA -P5227 E1 EA Ascomycota Elsinoe eelemani
69 CEQCA -P5227 M1 MeOH Ascomycota Elsinoe eelemani
70 CEQCA -P5309 D1 DCM Ascomycota Xylaria sp.

ND= No determinado
EA= Etil acetato
DCM= Diclorometano
MeOH= Metanol
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Tabla 1. Identificacién taxondmica y solventes organicos de los 86 extractos
obtenidos de hongos endaéfitos de la CEQCA (Continuacion.)

CODIGO EXTRACTO SOLVENTE DIVISION ORDEN ESPECIE
71 CEQCA -P5309 E1 EA Ascomycota Xylaria sp.
72 CEQCA -P5309 M1 MeOH Ascomycota Xylaria sp.
73 CEQCA -P5342 D1 DCM Ascomycota Hypoxylon subrutiloides
74 CEQCA -P5342 E1 EA Ascomycota Hypoxylon subrutiloides
75 CEQCA -P5342 M1 MeOH Ascomycota Hypoxylon subrutiloides
76 CEQCA -P5343 D2 DCM Ascomycota Anthostomella sp.
77 CEQCA -P5343 D3 DCM Ascomycota Anthostomella sp.
78 CEQCA -P5343 E2 EA Ascomycota Anthostomella sp.
79 CEQCA -P5343 E3 EA Ascomycota Anthostomella sp.
80 CEQCA -P5343 M1 MeOH Ascomycota Anthostomella sp.
81 CEQCA -P5343 M2 MeOH Ascomycota Anthostomella sp.
82 CEQCA -P5343 M3 MeOH Ascomycota Anthostomella sp.
83 CEQCA -P5363 D1 DCM Ascomycota ND ND
84 CEQCA -P5363 D3 DCM Ascomycota ND ND
85 CEQCA -P5363 E1 EA Ascomycota ND ND
86 CEQCA -P5363 M1 MeOH Ascomycota ND ND

ND= No determinado
EA= Etil acetato
DCM= Diclorometano
MeOH= Metanol
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Tabla 2. Mecanismos de resistencia de las veintidés cepas de
Staphylococcus aureus provenientes del Laboratorio de Microbiologia de la
Escuela de Ciencias Biolégicas de la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador

Seis cepas representantes” del

Cédigo Resistencia
grupo

32C-ORSA OXt, AM?, P3, AMC?3, CC4, FOX*

5H ORSA OX!, AM?, P3, FOX?4, GM!?2, AMC?®, CcC4

54C-ORSA OXt, AM?, P3, FOX*, AMC®

12 SAUR AMm?, p3

4 SAUR AM?, P3, GM'?, AMC'3, CC _SICORSA

Y ' ' (Resistencia a betalactamicos)

15 SAUR AMC?!3

26 SAUR AM?, CC14

84 SAUR AM?, P2, AMC*3

37C-ORSA OX?!, AM?, P3, FOX?, GM?!?, TE0

20C-ORSA OXt, AM?, P8, FOX*, TE®, AMC® 8C-ORSA (Resistencia a

8C-ORSA OX?, AM2, P2, FOX4, TE,0 AMC13 cefalosporinas)
28C-ORSA AM?, p3, TE0

30C-ORSA OX?t, AM?, P3, FOX*, TE®, AMC3

OX! AM2 P2 FOX4 TEL GM2 AMC!3 70 SAUR (Resistencia a tetraciclinas)

58 SAUR ' T CC,:“ ’ ' ’

70 SAUR AM?, P3, TE0, GM*2

19 SAUR AM?, P3, NA5, AMC?3

23 SAUR NAS, AMC13

50 SAUR AM?, P23, NAS, AMC?3, CC™4 _102C- ORSA

(Resistencia a las quinolonas,)
17C-ORSA AM?, P3, NAS, AMC?3
102C- ORSA OX?, P8, FOX4, NAS, AMC13
104 C-ORSA  OX!, AM? P3, FOX, SXT9, AMC'3 104 C-ORSA (Resistencia a
' T ! ' sulfonamidas)
14 SAUR AMZ, P3, AZM7, E8, AMC13 14 SAUR (Resistencia a macrélidos)

' Cepas utilizadas en los bioensayos como representantes de los seis mecanismos de resistencia, en donde:
-La cepa 37C-ORSA representa a 8 cepas con las que comparte la resistencia a betalactamicos

-La cepa 8C-ORSA representa a la cepa 20C-ORSA con la que comparte la resistencia a cefalosporinas

-La cepa 70 SAUR representa a 3 cepas con las que comparte la resistencia a tetraciclinas

-La cepa 102C-ORSA representa 4 cepas con las que comparte la resistencia a quinolonas

-La cepa 104C-ORSA posee el mecanismo de resistencia a las sulfonamidas

-La cepa 14 SAUR posee el mecanismo de resistencia a los macrolidos

1. OX Oxacilina 2. AM Ampicilina 3. P Penicilina 4. FOX Cefoxitina 5. NA Acido nalidixico 6. NET Netilmicina
7. AZM Azitromicina 8. E Eritromicina 9. SXT Trimethoprim/sulfamethoxazole 10. TE Tetraciclina

11. VA Vancomicina 12. GM Gentamicina 13. AMC Amoxicilina con acido clavulanico 14. CC Clindamicina
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de
AMC

(30 pg)

GM

(10 pg)

VA
(30
HO)

TE

(30 pg)

SXT
(23,75
Hg
/1,25
Hg)

NA NET  AZM
(15 pg)

FOX

AM
(10 pg) (10pg) (30pg) (30ug) (30 HG) (15 pg)

OoX

(1pg)

Tabla 3. Pruebas de sensibilidad fenotipica de veintidés cepas

Staphylococcus aureus multirresistentes

epensibay pepianoy
(vO0-92) pepianoy
epelisibay pepianoy
(v00-90) pepianay
epelisibay pepianoy
(vO0-92) pepianoy
epensibay pepianoy
(v00-g0) pepianoy
epensibay pepianoy
(vO0-92) pepianoy
epensibay pepianoy
(vO0-92) pepianoy
epensibay pepianoy
(v00-g0) pepianoy
epensibay pepianoy
(vO0-92) pepianoy
epelsibay pepianoy
(v00-g0) pepianoy
epelsibay pepianoy
(vO0-90) pepianoy
epensibay pepianoy
(v00-g0) pepianoy
epensibay pepianoy
(v00-g2) pepianoy
epensibay pepianoy
(v20-g2) pepianoy
epensibay pepianoy

(v00-92) pepianoy

Cadigo
Bacteria

SD
SD
SD
SD
SD

|
|
|
S § S S S S § SbD R SD S SD
|
|

S S S S S S S sb R SD

S § S S S S R SD R SD

S § S S S S § SbD R SD S SD
s §$ §$ §$ §S § S sb S SD S SD
S §$ §$ §$ S § S sb R SO S SD
S S R R S S S SO R SD S SD
S §$ §$ §$ S § S sb R SO S SD
S S R R S S S sSOD R SO S SD
S S R R S S S SO S SD S SD
S S R S S S § SOD R SD S SD
S S R § S § S sSD R SD S SD
S § S S § S § Sb R SD S SD
S § §$ S § S § Sb R SD S SD
S §$ §$ §$ §S § S Ssb R SD S SD
S S R R S S R SOD R SD R SD
S S R R S S R SOD S SD S SD
S §$ §$ §$ §S § S Ssb R SD S SD
R § S S § s § SOD R SD S SD

S §$ §$ §$ S S R SD R SD
S § S S S S § SD S SD
S §$ §$ §S §S § S SD R SD

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
R
S
S
S
S
S

S
Intermedio

Resistencia/ |
Actividad Registrada= Perfiles fenotipicos de sensibilidad antibiética proveidos por el Laboratorio de Microbiologia de la

PUCE

S S S S S s S
Susceptible/ R

Sin datos (Antibidticos extra), S

S R R R R
S S R RRIR S S S S S S S S s

R R R R R R R S S S S S S S S
SD

R R R R R R RR S S S S S S S
R R R R R R RR S S S S S S S
S S R R RR S S S S S S S S S
S S R R RR S S S S S S S S S
s § S §$ §$ S § $S § §S S S S S s
S S R R S S S S S S S S S S s
S S R R RR S S S S S S S s S
R R R R R R RR S S S S S S s
S S R R R R S SRR S S S§ S S
R R R R R R RR S S S S S S S
S S R RRIR S S S S S S S S s
R R R R R R R S S S S S S S s
R R R R R R RR S S S S S S S
S S R R R R S SRR S S S S S
S S R R R R S S S S S S R R R
s §$ §$ §$ §$ §$ §$ S R R S S § § S
S S R R RR S SRR S S S S S

* Bacterias gue mostraron una reduccion en su resistencia ante los antibiéticos

5H ORSA
54C-ORSA
12 SAUR
4 SAUR
15 SAUR
26 SAUR
84 SAUR
8C-ORSA
17C-ORSA
20C-ORSA
28C-ORSA
30C-ORSA
37C-ORSA*
19 SAUR
14 SAUR
23 SAUR
50 SAUR
58 SAUR*

70 SAUR
102C-ORSA° R R S S R R R R R R S S s S s

104CORSA R R R R R R R R S S S S S S S

32C-ORSA*
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Tabla 4. Porcentaje de inhibicion de los 41 extractos con bioactividad sobre

cepas de Staphylococcus aureus ATCC® 25923™

Extracto

% de Inhibicién

Bioactividad *

(p=0,131)
1 03215 E3 100 Bactericida
2 P0688 E1 100 Bactericida
3 00964 D1 99,7 Bactericida
4 P5343 M3 99,4 Bactericida
5 P5343 D3 99,3 Bactericida
6 03215 E1 98,9 Bactericida
7 M1320 E1 96,7 Bactericida
8 01393 E2 95,5 Bactericida
9 P5175 M1 95,2 Bactericida
10 P5175 E1 93,5 Bactericida
11 P0688 D3 93,1 Bactericida
12 P0688 E3 93,1 Bactericida
13 Ol1111 E2 92,6 Bactericida
14 P0212 D2 91,5 Bactericida
15 00964 E2 90,7 Bactericida
16 P5175 D1 89,6 Bactericida
17 P5342 M1 84,8 Bactericida
18 P0439 EAL/EAS 77,1 Bactericida
19 P0688 D1 74,1 Bactericida
20 P5227 M1 98 Bacteriostatica
21 P5309 D1 97 Bacteriostatica
22 03215 M4 97 Bacteriostéatica
23 P5227 D1 95 Bacteriostatica
24 P5363 M1 95 Bacteriostatica
25 P5309 E1 94 Bacteriostéatica
26 00964 D2 93,2 Bacteriostatica
27 P5343 D2 89,9 Bacteriostatica
28 01111 D2 89,6 Bacteriostéatica
29 P5309 M1 87,4 Bacteriostéatica
30 MO0369 E1 85,8 Bacteriostatica
31 P5363 D3 85,6 Bacteriostéatica
32 00964 E4 84,8 Bacteriostéatica
33 03215 E4 84,5 Bacteriostatica
34 P5342 D1 84,3 Bacteriostatica
35 P5342 E1 83,8 Bacteriostéatica

* Bactericida: provoca la muerte bacteriana

Bacterioestatica: inhibicion del crecimiento bacteriano sélo si el agente bacteriostatico se encuentra en el medio.
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Tabla 4. Porcentajes de inhibicion de los 41 extractos con bioactividad sobre
cepas de Staphylococcus aureus ATCC® 25923 (Continuacién)

Extracto % de Inhibicion Bioactividad *
36 00964 E3 81,5 Bacteriostatica
37 P5343 E2 80,7 Bacteriostatica
38 03215 D4 74,2 Bacteriostatica
39 P0501 D3 73,7 Bacteriostatica
40 01399 D1 73,3 Bacteriostatica
41 00628 E1 62,3 Bacteriostatica

* Bactericida: provoca la muerte bacteriana

Bacterioestatica: inhibicion del crecimiento bacteriano sélo si el agente bacteriostatico se encuentra en el medio.
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Tabla 5. Porcentajes de inhibicion y actividad bactericida/ bacterioestética
de 38 extractos de hongos endofitos sobre representantes de los seis
mecanismos de resistencia en cepas de Staphylococcus aureus
multirresistentes

102C-ORSA! 104C-ORSA? 37C-ORSAS3 70-SAUR* 14-SAUR® 8C-ORSA®

(p=0,101) (p=0,133) (p=0,067) (p=0,076) (p=0,182) (p=0,055)

c  © c = c = c = c = c =

o2 2 9% % 48 £ 4% 2 4f % W

s o £ 8 £ 9 £ 9 £ 2 £ 2

om om m m m m

1 MO0369 E1 978 BC 989 BC 878 BC 872 BC 926 BC 914 BC
2 00964 E2 939 BE 96,6 BC 77,7 BC 989 BC 909 BC 158 -
3 03215E1 100 BE 100 BE 712 - 942 BE 930 BE 534 -
4 P5342 D1 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
5 01111 E2 993 BC 100 BC 659 BC 892 BC 963 BC 980 BC
6 M1320 E1 991 BE 100 BE 100 BC 0 BE 999 BE 979 BE
7 P0688 D1 982 BE 100 BC 759 BC 45 BC 81,6 BC 100 BC
8 P0212 D2 971 BE 893 BE 609 - 0 - 752 - 598 -
9 P5342E1 0 - 0 - 0 - 100  BE 0 - 0 -
10 P0688 E1 982 BE 100 BE 99,7 BE 944 BE 100 BC 389 -
11 P5342 M1 79,2 - 462 - 458 - 998 - 745 - 812 BE
12 P5175 D1 171 BC 508 BC 227 BC 999 BE 249 BC 815 BC
13 01393 E2 754 BC 942 BE 845 BE 100 BE 942 BE 468 -
14 03215 E4 976 BE 100 BE 806 BE 100 BE 988 BE 99,1 BE
15 01111 D2 100 BC 995 BC 619 BC 993 BC 966 BC 876 BE
16 P5175E1 819 BE 924 BE 775 - 81 BC 923 BE 745 BC
17 P5343 M3 924 BE 81,9 BE 923 BE 775 BE 859 BE 951 BC
18 P5175 M1 755 BE 391 BE 71,3 BE 0 - 788 BE 361 -
19 P5227 D1 %3 BE 344 BE 100 BC 824 BE 100 BC 71,1 BE
20 03215 D4 929 BE 344 BE 973 BE 100 BE 956 BE 100 BC
21 P5309 D1 995 BC 61,8 BC 100 BC 971 BE 100 BC 852 BE
22 00964 E4 819 BE 848 BE 83 BE 100 BC 690 BE 100 BC
23 P5343 D3 697 BC 805 BC 776 BC 920 BE 848 BC 559 -
24 P0501 D3 30,5 - 11 - 716 BE 523 - 722 BE 361 -
25 O3215M4 608 BE 746 BE 791 BE 869 BE 758 BE 90,0 BE
26 00964 E3 39,9 - 328 - 9,6 - 4786 - 777 BE 757 BE
27 P0688 D3 980 BC 951 BC 986 BC 978 BC 993 BC 952 BC
28 P5343 D2 23,2 - 90 BE 425 - 662 - 474 - 451 -
29 P5363 M1 928 BC 848 BC 375 - 834 BC 984 BE 967 BC
30 P5309 M1 794 BE 625 BE 419 - 831 BE 551 - 952 BE

* (BC) Actividad bactericida; (BE) Actividad bacteriostatica; (-) No hubo inhibicion alguna
1 Representante del mecanismo de resistencia a sulfonamidas (Tabla 2).

2 Representante del mecanismo de resistencia a quinolonas (Tabla 2).

3 Representante del mecanismo de resistencia a macrélidos (Tabla 2).

4 Representante del mecanismo de resistencia a betalactamicos (Tabla 2).

° Representante del mecanismo de resistencia a tetraciclinas (Tabla 2).

6 Representante del mecanismo de resistencia a cefalosporinas (Tabla 2).
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Tabla 5. Porcentajes de inhibicion y actividad bactericida/ bacterioestética
de 38 extractos de hongos endéfitos sobre representantes de los seis
mecanismos de resistencia en cepas de Staphylococcus aureus
multirresistentes (Continuacion)

102C-ORSA! 104C-ORSAZ 37C-ORSAS3 70-SAUR* 14-SAUR® 8C-ORSAS®
(p=0,101)  (p=0,133)  (p=0,067)  (p=0,076)  (p=0,182)  (p=0,055)

s 5% 5% 5% 5% 5%
SE 2o SE o SE o SE o SE o SE o
£ m = m c el = & = = £ =
31 01399D1 40,2 - 26,9 - 44,8 - 67,5 - 53,9 - 47,9 -
32 Egigz M1 96,0 BE 100, BE 100 BC 100 BE 100 BC 99,0 BC

33 EAL/EAS5 96,5 BC 99,4 BC 96,0 BC 96,4 BC 96,7 BE 95,9 BC
34 00628 E1 994 BC 100 BC 956 BC 96,2 BC 100 BC 96,2 BC

35 P5343 E2 0 - 0 - 0 - 0 - 2,2 - 10,6 -
36 P5309 E1 96,6 BE 99,4 BE 98,5 BE 97,8 BE 96,3 BE 98,6 BE
37 00964 D2 785 BE 34,6 BE 60,3 - 70,2 - 75,9 - 59,8 -

38 P0688 E3 994 BC 100 BC 95,6 BC 96,2 BC 100 BC 96,2 BC

* (BC) Actividad bactericida; (BE) Actividad bacteriostatica; (-) No hubo inhibicion alguna
! Representante del mecanismo de resistencia a sulfonamidas (Tabla 2).

2 Representante del mecanismo de resistencia a quinolonas (Tabla 2).

3 Representante del mecanismo de resistencia a macrolidos (Tabla 2).

4 Representante del mecanismo de resistencia a betalactamicos (Tabla 2).

® Representante del mecanismo de resistencia a tetraciclinas (Tabla 2).

¢ Representante del mecanismo de resistencia a cefalosporinas (Tabla 2).
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Tabla 6. CMI y CMB de diecinueve extractos de hongos endéfitos contra
cepas representantes de los seis mecanismos de resistencia en S. aureus
multirresistente

Bacterias S.aureus Multiresistentes

104C-ORSAT 102-ORSA? 14-SAUR? 37C-ORSA? 70-SAURS 8C-ORSA®
(p=0,057) (p=0,221) (p=0,086) (p=0,086) (p=0,084) (p=0,598)
Extracto cMmI CcmB cMmI CcmB cMmI CcmB cMmI CcmB cMmI CcmB cMmI CcmB
(Mg/mL) (pg/mL) (ug/mL) (ug/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (ug/mL) (ug/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
00964 E2 136  >546 136  >546 136  >546 136  >546 54,6  >546 27,3 27,3
P0688 D1 14,5 14,5 14,5 14,5 7,2 29,07 145 14,5 - - 29,07  >58,1
M1320 E1 10 20 20 20 10 > 20 20 > 20 20 > 20 - -
M0369 E1 156,6 >313,2 3132 >3132 783 >3132 783 >3132 3132 >3132 783 1566
03215 E4 - - - - - - - - 3,8 15,3 - -
01111 E2 4 8,1 4 >16,3 4 4 4 8,1 4 4 - -
01111 D2 0,8 1,6 1,6 1,6 1,6 3,3 1,6 1,6 1,6 >3,3 - -
P5175 D1 1505 >1505 1505 >1505 1505 > 1505 - - 15,05 > 15,05 - -
P5175 E1 - - - - 22 >22 - - 22 >22 11 >22
P5227 M1 41 >328 328 >328 328 >328 328 >328 164 >328 328 > 328
P5309 D1 138 >138 138 >138 138 >138 138 >138 138 >138 138  >138
P5363 M1 5,5 88,05 11 176,1 55  >1761 11 44,02 11 44,02 11 22,01
00628 E1 8,3 >8,3 - - - - - - - - - -
P5309 E1 105 >211 105 >211 105 21,1 52 >211 06 >211 105  >211
03215 D4 106 >106 106 >106 106 >106 106  >106 53 >106 106  >10,6
00964 E4 52,2 52,2 522  >522 522 52,2 - - 522  >522 522  >5272
P5343M3 32,06 >1282 3206 >1282 3206 >128,2 32,06 >1282 3206 >1282 3206 >1282
P0688 D3 1,03 1,03 1,03 1,03 1,03 1,03 2,07 2,07 1,03 1,03 1,03 1,03
P0688 E3 43 >172 21 8,6 43 43 43 8,6 43 43 43 43

(-) No hubo inhibicién en ninguna de las concentraciones ensayadas
1 Cepa representante del mecanismo de resistencia a sulfonamidas (Tabla 2).
2 Cepa representante del mecanismo de resistencia a quinolonas (Tabla 2).

3 Cepa representante del mecanismo de resistencia a macrdélidos (Tabla 2).

4 Cepa representante del mecanismo de resistencia a betalactamicos (Tabla 2).
5 Cepa representante del mecanismo de resistencia a tetraciclinas (Tabla 2).

& Cepa representante del mecanismo de resistencia a cefalosporinas (Tabla 2).
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Tabla 7. Porcentajes de inhibicion y actividad bactericida/ bacterioestética
de quince extractos organicos sobre dieciséis cepas de Staphylococcus

aureus multirresistentes segln su mecanismo de resistencia

Bacterias S.aureus Multiresistentes

Bacterias resistentes a betalactamicos?

32C- 5H- 54C- 12- 4- 15- 26- 84-
ORSA ORSA ORSA SAUR SAUR SAUR SAUR SAUR
(p=0,147) (p=0,083) (p=0,868) (p=0,105) (p=0,990) (p=0,529) (p=0,374) (p=0,152)
¢ © g @ g W g ®W g B e W g ® g ©
35 5 & 5 & 3 S 3 88 3 8 3 & 3 8 3 2
Extracto e =z 2 =z 2 =z = =z 2 =z 2 =z 2 =z 2 =z 2
Es 3 5 9 £ 8§ £ 3 £ & £ & & & £ 8§ =
- §: S & g & % &8 § & % g § g8 S g § 8
Ol1111E2 (4) 96,5 BC 97,2 BC 751 BC 100 BC 851 BC 729 BC 92,1 BC 80,3 BC
01111 E2 (8,1) 95,7 BC 945 BC 0 - 90,9 BC
MO0369 E1 (156,6) 89,7 BE 94,8 BE
MO0369 E1 (78,3)
3 01111 D2 (1,6) 771 BE 786 BE 945 BE 976 BE 70,3 BE 886 BE 832 BE 775 BE
4 P5175EL (22)
P0688 D1 (14,5) 90,9 BE 80,1 BE
P0688 D1 (29,07)
6 P5175D1 (15,05)
7 M1320 E1 (20) 946 BE 945 BC 87,7 BE 88,2 BE 0 BE
8 03215E4 (15,3)
P5363 M1 (22,01)
9 P5363 M1 (44,02) 70,9 BE 58,4 - 0 - 100 BC 976 BE 995 BE 88,0 BE 979 BE
P5363 M1 (176,1)
P0688 D3 (1,03)
P0688 D3 (2,07) 97,2 BC 81,6 BE 0 - 946 BC 41,3 - 0 - 0 - 0,1 -
., POSBBE3 (43)
P0O688 E3 (8,6) 54,4 - 85,9 BE 93,2 BE 100 BC 80,0 BE 833 BE 96,1 BC 100 BC
12 03215D4 (21,2) 88,1 BE 956 BE 73,5 BC 905 BC 89,7 BC 724 BE 825 BC 100
13 00964 E4 (52,2) 0,9 - 62,6 - 0 - 30,7 - 19,9 - 0 - 0 - 20,4 -
00964 E4 (104,5)
1 P5227 M1 (328) 97,2 BC
P5227 M1 (656) 80,6 BE 34,5 - 863 BC 788 BC 969 BC 92,0 BC 88,6 BE
15 00628 E1 (16,7) 100 BE 949 BC 985 BC 100 BC 92,3 BC 988 BC 996 BC 100 BC
16 P5309E1 (21,1) 0 - 99,1 BC 294 - 928 BC 96,2 BE 37,7 - 70,9 BE 85,6 BE

* (BC) Actividad bactericida; (BE) Actividad bacteriostatica; (-) No hubo inhibicién alguna
Casillas vacias= no se probd¢ extracto en esa bacteria, ya que no tuvieron actividad contra la bacteria
representante (Tabla 2).

1 Cepas dentro del mecanismo de resistencia de la cepa 37C-ORSA con resistente a betalactamicos (Tabla 2).

2 Cepas dentro del mecanismo de resistencia de la cepa 70-SAUR con resistente a tetraciclinas (Tabla 2).
3 Cepas dentro del mecanismo de resistencia de la cepa 102C-ORSA con resistente a quinolonas (Tabla 2).
4 Cepas dentro del mecanismo de resistencia de la cepa 8C-ORSA con resistente a cefalosporinas (Tabla 2).
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Tabla 8. Porcentajes de hemdlisis de dieciséis extractos de hongos
endofitos en las concentraciones ensayadas contra las veintidés cepas de
Staphylococcus aureus multirresistentes

. %
CONCENTRACION /
EXTRACTO  o3opacto mgru)  HEMOLISIS

(p=0,468)
1 03215 E4 15,3 4,4
5 P0O688 D3 2,07 4,8
P0O688 D3 1,03 2,4
3 PO688 E3 8,6 3,1
P0688 E3 4,3 19
4 P0688 D1 29,07 13
P0688 D1 14,5 0,3
01111 E2 8,1 29,1
> 01111 E2 4,07 13,7
6 01111 D2 3,3 15
01111 D2 1,6 2,7
7 00964 E4 104,5 30,5
00964 E4 52,2 0,9
8 00628 E1 16,7 5,2
9 03215 D4 21,2 0,6
P5227 M1 656 0,3
10 P5227 M1 328 3,3
P5363 M1 176,1 16,5
11 P5363 M1 44,02 45,8
P5363 M1 22,01 58,1
12 P5309 E1 211 10,5
13 P5175 D1 15,05 73,7
14 P5175 E1 22 100
15 M1320 E1 20 3,2
MO0369 E1 313,2 0,6
16 MO0369 E1 156,6 0,4

MO0369 E1 78,3 0,3
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Tabla 9. Informacidén taxonémica molecular de seis hongos endoéfitos

identificados en este estudio

gggigz PRI:\:/IER PRI:T\QAER Porcotle:taje Mlgx Filum Clase Orden Familia Genero  Especie
cobertura

00666 ITS1 ITS4 100% 100% Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Sordariaceae Neurospora crassa
00557 ITS1 ITS4 83% 96% Ascomycota Sordariomycetes

00580 ITS1 ITS4 72% 99% Ascomycota Sordariomycetes Xylariales Xylariaceae Xylaria sp
P0212 ITS1 ITS4 100% 100% Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae llyonectria  sp
00751 ITS1 ITS4 100% 100% Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium sp
01096 ITS1 ITS4 100% 99% Ascomycota Sordariomycetes Diaporthales Diaporthaceae Diaporhte  sp
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Anexo 1. Mecanismos de accion de los distintos agentes microbianos

Agentes antimicrobianos

Mecanismo de acciéon

Macrolidos
Aminoglucdsidos

Tetraciclonas

Cloranfenicol
Estreptograminas

Oxazolidinonas

Fluoroquinolonas
Trimetroprim

Rifampicina

B-lactamicos

Polimixina

Daptomicina

Se unen a la subunidad 30S del ribosoma, inhibiendo
la sintesis proteica.

Se unen a la subunidad 50S del ribosoma, inhibiendo
la sintesis proteica.

Interfieren en la sintesis de acidos nucleicos,
mediante disrupcion en la sintesis del ADN.
Mediante el rompimiento de la doble hélice del ADN
e inhibicién de las topoisomerasas.

Inhiben la sintesis de la pared celular al interferir con
las enzimas involucradas en la sintesis de la capa de
peptidoglicano

Causan una disrupcién de la membrana bacteriana,
al aumentar la permeabilidad de la membrana o al
insertar una cola lipidica en la membrana celular

Basado en: Hoerr et al., 2016; Tenover, 2006.
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Anexo 2. Porcentaje de inhibicién y actividad bactericida y bacteriostatica
de veintisiete extractos de hongos endoéfitos de la CEQCA sobre
Staphylococcus aureus ATCC® 25923 segun informacion de la base de
datos de la CEQCA

Porcentaje de Bactericida/Bacteriostatico

Codigo del extracto  Codigo hongo endéfito

Inhibicién
CEQCA-01096 D1 CEQCA-01096 100 Inhibicion total
CEQCA-M1291 D2 CEQCA-M1291 100 Bactericida
CEQCA-M1262 D1 CEQCA-M1262 100 Inhibicién total
CEQCA-00542 D1 CEQCA-00542 83,86 Bactericida
CEQCA-00580 D1 CEQCA-00580 72,88. Bactericida
CEQCA-00557 D1 CEQCA-00557 100 Bactericida
CEQCA-00666 D1 CEQCA-00666 100 Bactericida
CEQCA-P0212 D2 CEQCA-P0212 93,26. Bactericida
CEQCA-P0688 D1 CEQCA-P0688 83,2 Bactericida
CEQCA-00185 D1 CEQCA-00185 100 Bactericida
CEQCA-00964 D1 CEQCA-00964 100 Bacteriostatico
CEQCA-P0439 E4 CEQCA-P0439 100 Inhibicién total
CEQCA-M1320 E1 CEQCA-M1320 100 Inhibicién total
CEQCA-M0369 E1 CEQCA-M0369 100 Inhibicién total
CEQCA-MO0356 E1 CEQCA-M0356 100 Inhibicién total
CEQCA-O1113 E1 CEQCA-01113 85,96 Bacteriostatico
CEQCA-00522 E1 CEQCA-00522 76,44 Bactericida
CEQCA-0O3041 E1 CEQCA-03041 92,43 Bactericida
CEQCA-03215E1 CEQCA-03215 71,64 Bacteriostatico
CEQCA-P0688 E1 CEQCA-P0688 81,02 Bacteriostatico
CEQCA-01394 E5 CEQCA-01394 100 Inhibicién total
CEQCA-01399 E2 CEQCA-01399 100 Inhibicién total
CEQCA-01393 E2 CEQCA-01393 100 Inhibicién total
CEQCA-03215 E3 CEQCA-03215 77,09 Bacteriostatico
CEQCA-P0212 E1 CEQCA-P0212 100 Bacteriostatico
CEQCA-00964 E2 CEQCA-P0964 129,26 Bacteriostatico
CEQCA-00751 M1 CEQCA-PO751 100 Bacteriostatico




Anexo 3. Consentimiento del uso de sangre para los ensayos de
citotoxicidad

HOJA DE INFORMACION

Se solicita su participacién para un proyecto que consiste en determinar el potencial

citotoxico de extractos de hongos endéfitos.
Este documento se le proporciona para darle la informacién suficiente para que usted

pueda entender los posibles riesgos y beneficios derivados de su participacién en este
proyecto y decida si desea participar o no en el mismo, ya que la participacién es
absolutamente voluntaria.

La venopuncién es la técnica por lo cual se perfora una vena por via transcutanea con una
aguja o catéter; el objetivo de este procedimiento es la extracciéon de sangre para su
posterior andlisis. Este procedimiento tiene como objetivo utilizar la muestra para el
posterior anélisis de citotoxicidad. El protocolo de recoleccién de muestra de sangre se lo
realiza en una vena visible o palpable en la regién del antebrazo, procediendo a la
extraccion de la sangre con debidas medidas de asepsia y antisepsia. En algunas ocasiones
se pueden producir algunos riesgos con este procedimiento como son:

® Un ligero sangrado, sera necesario esperar a que cese.
® Aparicién de un ligero hematoma (acumulacién de sangre debajo de la piel), el mismo

que se resolvera sin tratamiento al cabo de algunos dias.

® Riesgo leve de infeccién.
® En casos dificiles de extraccion de sangre seran necesarias otras punciones adicionales..

Certificado de consentimiento

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL DE LA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL

ECUADOR

Fecha: .20..dener.201¥.

Investigador responsable: Katherine Rosales

Nombre del donante: ...Core 109, Cagt©. ............

Se me ha solicitado dar mi consentimiento para que me realicen la extraccion de sangre.
Reconozco que me han INFORMADO de manera amplia, precisa, clara y sencilla sobre los
riesgos y beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre. Por lo anterior declaro
que he comprendido las explicaciones, me han sido aclaradas todas mis dudas y estoy
satisfecho con la informacién recibida. Conozco el alcance de los riesgos. Firmo este
consentimiento, por mi libre voluntad, sin haber estado sujeto a ningln tipo de presion.
AUTORIZO a la persona encargada la toma de la muestra. El Laboratorio de Biotecnologia
vegetal de la Universidad Catélica del Ecuador NO tendra NINGUNA responsabilidad sobre

este procedimiento. r
n(‘ €

Firma
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Anexo 4. Porcentajes de inhibicion y bioactividad de las diluciones de los
extractos ensayados sobre seis cepas de Staphylococcus aureus

multirresistentes para determinar la CMl y CMB

104C- 102- 14- 37C- 70- 8C-

ORSA ORSA SAUR ORSA SAUR ORSA

(p=0,057)  (p=0,221)  (p=0,086) (p=0,0,086) (p=0,084)  (p=0,598)

ST S 8 s 8 s 8 s 8 S B S B

Extracto g %; X E % S E % S E é X E % S E % S E %

82 Rl el el el e

00964 E2 (54,6) 100 BE 100 BE 100 BE 100 BE 834 BE 988 BC

00964 E2 (27,3) 97,2 BE 100 BE 999 BE 928 BE 745 - 96,7 BC
00964 E2 (136) 90,3 BE 953 BE 981 BE 804 BE 356 - 78,2 -
00964 E2 (6,8) 75,9 - 62,1 - 69,7 - 40,4 - 45,2 - 52,9 -
00964 E2 (3,4) 59,9 - 33,7 - 63,1 - 30,5 - 19,0 - 32,7 -
00964 E2 (1,7) 54,9 - 46,7 - 65,6 - 39,7 - 62,9 - 39,6 -
00964 E2 (0,8) 0 - 37,3 - 64,1 - 37,8 - 26,9 - 30,7 -
00964 E2 (0,4) 18,6 - 38,1 - 61,5 - 43,2 - 63,5 - 15,9 -

pP0o688 D1 (58,1) 949 BC 100 BC 100 BC 100 BC 64,3 - 99,4 BE

P0688 D1 (29,07) 942 BC 955 BC 100 BC 932 BC 0 - 91,9 BE
pP0o688 D1 (14,5 954 BC 92,1 BC 100 BE 92,3 BC 60,9 - 49,0 -
P0688 D1 (7,2) 81,2 - 71,7 - 95,7 BE 215 - 54,8 - 37,9 -
P0688 D1 (3,6) 64,9 - 45,9 - 70,3 - 0 - 11,5 - 42,3 -
P0688 D1 (1,8) 43,1 - 62,4 - 64,4 - 20,4 - 69,8 - 36,4 -
P0688 D1 (0,9) 0 - 0 - 60,0 - 8,8 - 68,6 - 44,9 -
P0688 D1 (0,4) 72,3 - 0 - 53,9 - 60,3 - 6,1 - 10,5 -
M1320 E1 (20) 942 BC 983 BC 100 BE 98,7 BE 100 BE 57,1 -
M1320 E1 (10) 81,7 BE 793 - 91,7 BE 70,3 - 86,4 BE 41,1 -
M1320 E1 (5) 14,9 - 0 - 68,3 - 19,8 - 98,8 - 71,6 -
M1320 E1 (2,5) 55,7 - 0 - 55,1 - 16,1 - 36,7 - 43,1 -
M1320 E1 (1,2) 27,8 - 37,4 - 14,4 - 0 - 71,8 - 50,8 -
M1320 E1 (0,6) 29,1 - 40,4 - 56,7 - 0,8 - 71,2 - 32,8 -
M1320 E1 (0,3) 30,2 - 46,3 - 52,6 - 52,9 - 65,9 - 57,8 -
M1320 E1 (0,1) 21,4 - 51,4 - 56,3 - 38,9 - 68,3 - 32,9 -

MO0369 E1 (313,2) 100 BE 100 BE 100 BE 1099 BE 92,7 BE 100 BC

MO0369 E1 (156,6) 88,6 BE 74,5 - 996 BE 989 BE 60,8 - 100 BC

MO369 E1 (78,3) 78,9 - 50,6 - 936 BE 828 BE 41,7 - 90,9 BE
MO369 E1 (39,1) 48,3 - 28,8 - 67,2 - 44,8 - 59,7 - 53,4 -
MO369 E1 (19,5) 59,9 - 22,9 - 61,7 - 0 - 30,7 - 29,2 -
MO0369 E1 (9,7) 0 - 43,2 - 61,9 - 19,4 - 14,8 - 29,7 -
MO369 E1 (4,8) 33,4 - 0 - 42,3 - 0 - 0 - 5,8 -
MO0369 E1 (2,4) 0 - 20,3 - 37,0 - 0 - 18,1 - 15,7 -

* (BC) Actividad bactericida; (BE) Actividad bacteriostatica; (-) No hubo inhibicién alguna
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Anexo 4. Porcentajes de inhibicion y bioactividad de las diluciones de los
extractos ensayados sobre seis cepas de Staphylococcus aureus
multirresistentes para determinar la CMI y CMB (Continuacioén...)

104C- 102- 14- 37C- 70- 8C-
ORSA ORSA SAUR ORSA SAUR ORSA
(p=0,057) (p=0,221) (p=0,086) (p=0,0,086) (p=0,084) (p=0,598)
c © c © c e} c e} c e] c ie]
sg 8 £ % £ 5 £ 5 % 5 T 35 %
o = e =2 o =2 o 2 o) 2 o) = a =
Extracto g g E g 'E g 'E %- E %- E § E §
X [ X [ R [} S [} S m S m
03215 E4 (15,3) 69,3 - 13,9 - 69,5 - 51,7 - 959 BC 489 -
03215 E4 (7,6) 51,6 2,7 60,5 - 0 - 85,7 BE 67,7
03215 E4 (3,8) 62,3 - 0 - 58,6 - 29,6 - 858 BE 429 -
03215 E4 (1,9) 57,1 - 0 - 56,4 - 0 - 69,6 - 49,7 -
03215 E4 (0,9) 0 - 0 - 46,8 - 10,6 - 63,7 - 40,8 -
03215 E4 (0,4) 0 - 0 - 48,3 - 58,5 - 68,6 - 57,9 -
03215 E4 (0,2) 0 - 0 - 40,9 - 20,9 - 53,5 - 36,2 -
03215 E4 (0,1) 0 - 0 - 33,3 - 32,6 - 16,8 - 33,2 -
O1111 E2 (16,3) 100 BC 100 BE 100 BC 100 BC 100 BC 57,7 -
O1111 E2 (8,1) 922 BC 100 BE 100 BC 989 BC 100 BC 67,9 -
O1111 E2 (4) 89,3 BE 100 BE 993 BC 757 BE 90,0 BC 61,7 -
O1111 E2 (2) 71,7 - 38,2 - 72,1 - 1,7 - 65,4 - 49,4 -
O1111E2 (1) 62,9 - 27,7 - 65,9 - 20,9 - 60,0 - 43,9 -
O1111 E2 (0,5) 27,6 - 35,2 - 59,7 - 2,2 - 0 - 44,8 -
O1111 E2 (0,2) 0 - 28,9 - 51,1 - 38,4 - 0 - 13,8 -
O1111 E2 (0,1) 0 - 0 - 50,8 - 12,9 - 0 - 19,9 -
01111 D2 (3,3) 100 BC 100 BC 100 BC 100 BC 100 BE 63,2 -
01111 D2 (1,6) 100 BC 998 BC 100 BE 100 BC 100 BE 65 -
01111 D2 (0,8) 80,3 BE 64,2 - 74,4 - 0 - 61,4 - 10,2 -
01111 D2 (0,4) 68,2 - 48,8 - 59,9 - 0 - 65,2 - 21,3 -
01111 D2 (0,2) 0,6 - 50,4 - 8,6 - 43,4 - 0 - 18,1 -
01111 D2 (0,1) 0 - 16,1 - 58,7 - 43,3 - 43,2 - 18,5 -
01111 D2 (0,05) 71,8 - 46,8 - 51,8 - 40,3 - 38,6 - 27,1 -
01111 D2 (0,02) 66,9 - 52,0 - 53,0 - 55,6 - 43,7 - 0 -
P5175D1 (15,05) 96,3 BE 748 BE 944 BE 61,0 - 93,2 BE 246 -
P5175 D1 (7,5) 57,4 - 22,4 - 43,8 - 19,8 - 0 - 5,7 -
P5175 D1 (3,7) 29,7 - 34,2 - 49,6 - 19,4 - 57,2 - 37,9 -
P5175D1 (1,8) 0 - 0 - 549 - 0 - 0 - 415 -
P5175 D1 (0,9) 1,8 - 47,8 - 53,9 - 0 - 55,7 - 30,6 -
P5175 D1 (0,4) 3,2 - 0 - 57,3 - 36,7 - 19,9 - 30,6 -
P5175 D1 (0,2) 65,1 - 14,6 - 63,5 - 16,1 - 55,1 - 56,6 -
P5175 D1 (0,1) 29,3 - 0 - 64,5 - 26,4 - 30,7 - 41,3 -

* (BC) Actividad bactericida; (BE) Actividad bacteriostatica; (-) No hubo inhibicion alguna
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Anexo 4. Porcentajes de inhibicion y bioactividad de las diluciones de los
extractos ensayados sobre seis cepas de Staphylococcus aureus

multirresistentes para determinar la CMlI y CMB (Continuacion...)

104C- 102- 14- 37C- 70- 8C-
ORSA ORSA SAUR ORSA SAUR ORSA
(p=0,057) (p=0,221) (p=0,086) (p=0,0,086) (p=0,084) (p=0,598)
_ 5§ 3 5§ 8 § 3 § I § § § 3
o o S o S 3] i) o S o S o i=
Extracto = E < s = g = s £ S = S = S
X m X m R m S [} S m S [
P5175E1 (22) 61,6 - 36,8 - 89,3 BE 38,7 - 85,8 BE 70,5 BE
P5175E1 (11) 0 41,1 45,2 0 35,3 - 87,1 BE
P5175E1 (5,5) 2,9 - 0 - 21,4 - 24,9 - 314 - 37,6 -
P5175E1 2,7) 14,2 - 42,2 - 49,6 - 3,3 - 0 - 42,4 -
P5175E1 (1,3) 26,5 - 43,6 - 58,2 - 11,2 - 50,6 - 32,1 -
P5175E1 (0,6) 73,9 - 0 - 64,8 - 22,5 - 6,6 - 41,8 -
P5175E1 (0,3) 31,8 - 35,7 - 62,2 - 18,7 - 54,3 - 53,9 -
P5175E1 (0,1) 19,5 - 42,4 - 61,9 - 57,9 - 34,3 - 30,6 -
P5227 M1 (328) 956 BE 820 BE 809 BE 89,8 BE 94,1 BE 89,0 BE
P5227 M1 (164) 93,9 BE 66,5 - 26,4 - 42,4 - 92,5 BE 62,9 -
P5227 M1 (82) 96,3 BE 54,2 - 26,9 - 30,6 - 36,5 - 59,4 -
P5227 M1 (41) 91,7 BE 328 - 26,0 - 27,0 - 17,8 - 49,9 -
P5227 M1 (20,5) 24,9 - 0 - 0 - 25,5 - 14,8 - 34,3 -
P5227 M1 (10,2) 9,1 - 0 - 0 - 24,6 - 2,9 - 19,4 -
P5227 M1 (5,1) 18,1 - 22,2 - 0 - 36,5 - 32,4 - 27,6 -
P5227 M1 (2,5) 35,4 - 11,4 - 0 - 27,3 - 39,9 - 45,5 -
P5309 D1 (13,8) 81,7 BE 81,1 BE 789 BE 81,6 BE 779 BE 75,2 BE
P5309 D1 (6,9) 58,4 - 52,1 - 59,9 - 66,9 - 50,9 - 67,3 -
P5309 D1 (3,4) 55,3 - 37,8 - 37,6 - 57,4 - 48,3 - 71,6 -
P5309 D1 (1,7) 49,3 - 16,1 - 12,3 - 42,2 - 41,9 - 54,4 -
P5309 D1 (0,8) 41,0 - 41,0 - 23,0 - 52,2 - 35,7 - 52,0 -
P5309 D1 (0,4) 42,3 - 36,9 - 24,9 - 43,9 - 41,1 - 53,5 -
P5309 D1 (0,2) 40,6 - 34,5 - 10,2 - 39,4 - 46,5 - 45,9 -
P5309 D1 (0,1) 37,5 - 14,3 - 0 - 31,2 - 44,8 - 35,5 -
P5363 M1 (176,1) 946 BC 954 BC 948 BE 97,4 BC 80,7 BC 94,6 BC
P5363 M1 (88,05) 92,2 BC 943 BE 96,3 BE 97,5 BC 80,2 BC 92,5 BC
P5363 M1 (44,02) 934 BE 959 BE 985 BE 96,2 BC 80,2 BC 97,5 BC
P5363 M1 (22,01) 97,1 BE 98,0 BE 983 BE 97,4 BE 73,9 BE 97,7 BC
P5363 M1 (11) 812 BE 814 BE 874 BE 93,6 BE 74,3 BE 94,8 BE
P5363 M1 (5,5) 76,1 BE 59,9 - 80,7 BE 76,7 - 57,8 - 86,5 -
P5363 M1 (2,7) 42,8 - 23,0 - 7,7 - 38,1 - 38,3 - 36,1 -
P5363 M1 (1,3) 43,7 - 28,5 - 0 - 23,2 - 36,6 - 29,3 -

* (BC) Actividad bactericida; (BE) Actividad bacteriostatica; (-) No hubo inhibicion alguna
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Anexo 4. Porcentajes de inhibicion y bioactividad de las diluciones de los
extractos ensayados sobre seis cepas de Staphylococcus aureus
multirresistentes para determinar la CMI y CMB (Continuacioén...)

104C- 102- 14- 37C- 70- 8C-
ORSA ORSA SAUR ORSA SAUR ORSA

(p=0,057)  (p=0,221)  (p=0,086) (p=0,0,086) (p=0,084)  (p=0,598)

Extracto § E, .-é E ,-é E % -§ g .§ % .§ % _§

o= = S = S = k) = k) = S = S

X M X M X m X m X m X m

P5309 E1 (21,1) 951 BE 965 BE 97,1 BC 962 BE 99,8 BE 959 BE
P5309 E1 (10,5) 90,7 BE 91,4 BE 965 BE 91,1 BE 989 BE 958 BE
P5309 E1 (5,2) 609 - 570 - 758 - 780 BE 806 BE 679 -
P5309 E1 (2,6) 539 - 164 - 544 - 306 - 802 BE 470 -
P5309 E1 (1,3) 430 - 346 - 624 - 459 - 793 BE 469 -
P5309 E1 (0,6) 434 - 333 - 554 - 435 - 745 BE 516 -
P5309 E1 (0,3) 426 - 191 - 488 - 222 - 483 - 492 -
P5309 E1 (0,1) 419 - 7.3 - 226 - 1,4 - 505 - 292 -
03215 D4 (10,6) 822 BE 836 BE 936 BE 838 BE 993 BE 805 BE
03215 D4 (5,3) 734 - 562 - 719 - 596 - 847 BE 732 -
03215 D4 (2,6) 583 - 311 - 51,7 - 31 - 602 - 547 -
03215 D4 (1,3) 529 - 7.9 - 169 - 214 - 515 - 551 -
03215 D4 (0,6) 594 - 533 - 476 - 441 - 579 - 447 -
03215 D4 (0,3) 533 - 31,7 - 588 543 - 61,8 - 568 -
03215 D4 (0,1) 531 - 384 - 418 - 229 - 512 - 532 -
03215 D4 (0,08) 51,3 - 0 - 166 - 55 - 533 - 391 -
00964 E4 (52,2) 998 BC 952 BE 995 BC 995 - 60,7 BE 969 BE
00964 E4 (26,1) 633 - 467 - 592 - 376 - 60,7 - 647 -
00964 E4 (13,06) 536 - 386 - 602 - 346 - 761 - 632 -
00964 E4 (6,5) 55,7 - 39 - 119 - 7.2 - 576 - 394 -
00964 E4 (3,2) 534 - 294 - 428 - 243 - 501 - 476 -
00964 E4 (1,6) 572 - 396 - 292 - 303 - 549 - 549 -
00964 E4 (0,8) 557 - 329 - 289 - 231 - 505 - 449 -
00964 E4 (0,4) 523 - 108 - 163 - 0 - 441 - 298 -
00628 E1 (8,3) 875 BE 258 - 431 - 173 - 118 - 338 -
00628 E1 (4,1) 508 - 256 - 523 - 387 - 337 - 406 -
00628 E1 (2,08) 482 - 489 - 597 - 436 - 389 - 439 -
00628 E1 (1,04) 473 - 376 - 529 - 301 - 314 - 141 -
00628 E1 (0,5) 38 - 502 - 492 - 388 - 430 - 480 -
00628 E1 (0,2) 419 - 460 - 533 - 224 - 712 - 402 -
00628 E1 (0,1) 478 - 316 - 428 - 192 - 558 - 378 -
00628 E1 (0,06) 465 - 221 - 352 - 7.3 - 176 - 164 -

* (BC) Actividad bactericida; (BE) Actividad bacteriostatica; (-) No hubo inhibicién alguna
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Anexo 4. Porcentajes de inhibicion y bioactividad de las diluciones de los
extractos ensayados sobre seis cepas de Staphylococcus aureus

multirresistentes para determinar la CMl y CMB (Continuacion.)

104C- 102- 14- 37C- 70- 8C-
ORSA ORSA SAUR ORSA SAUR ORSA
(p=0,057)  (p=0,221)  (p=0,086) (p=0,0,086) (p=0,084)  (p=0,598)
) S E S E S E S E S E S E
Extaco 8% = 2z & 2 &8 2 = =z 5 =z = 3z
X oM X m S m S oM X s X )
P5343M3 (128,2) 81,8 BE 883 BE 848 BE 987 BE 915 BE 853 BE
P5343 M3 (64,1) 948 BE 789 BE 771 BE 857 BE 849 BE 819 BE
P5343M3 (32,06) 948 BE 789 BE 771 BE 857 BE 849 BE 819 BE
P5343 M3 (16,03) 394 - 0 - 0 - 31,4 - 22,3 - 31,0
P5343 M3 (8,0) 51,4 - 0 - 0 - 35 - 0 - 0 -
P5343 M3 (4,0) 45,3 - 111 - 0 - 8,7 - 12,3 - 8,6 -
P5343 M3 (2,0) 50,6 - 10,6 - 0 - 16,5 - 16,9 - 20,5 -
P5343 M3 (1,0) 43,3 - 13,4 - 0 - 11,7 - 0 - 0 -
P0688 D3 (33,1) 957 BC 99,7 BC 997 BC 989 BC 950 BC 998 BC
P0688 D3 (16,5) 844 BC 998 BC 998 BC 989 BC 791 BC 904 BC
P0688 D3 (8,2) 90,2 BC 100 BC 99,7 BC 984 BC 793 BC 886 BC
P0688 D3 (4,1) 99,3 BC 843 BC 988 BC 984 BC 863 BC 869 BC
P0688 D3 (2,0) 984 BC 99,7 BC 998 BC 988 BC 916 BC 998 BC
P0688 D3 (1,0) 87,7 BC 978 BC 998 BC 98,6 - 79,0 BC 80,6 BC
P0688 D3 (0,5) 453 - 255 - 159 - 346 - 556 - 409 -
P0688 D3 (0,2) 50,5 - 13,2 - 4,3 - 19,8 - 7,4 - 24,5 -
P0688 E3 (17,2) 995 BE 964 BC 941 BC 967 BC 993 BC 983 BC
P0688 E3 (8,6) 982 BE 100 BC 941 BC 96,8 BC 996 BC 966 BC
P0688 E3 (4,3) 950 BE 690 BE 97,1 BC 977 BE 998 BC 959 BC
P0688 E3 (2,1) 33,7 - 49,9 BE 30,8 - 17,2 - 50,2 - 33,1 -
P0688 E3 (1,0) 37,7 - 0 - 371 - 342 - 449 - 361 -
P0688 E3 (0,5) 39,6 - 0 - 37,4 - 27,0 - 32,0 - 32,9 -
P0688 E3 (0,2) 46,9 - 0 - 7,0 - 344 - 403 - 323 -
P0688 E3 (0,1) 304 - 0 - 8,7 - 214 - 159 - 102 -

* (BC) Actividad bactericida; (BE) Actividad bacteriostatica; (-) No hubo inhibicion alguna
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