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Comparison of macro and micro proceduresto evaluate the inhibitory activity of pathogenic fungi and yeaststo
man

1. RESUMEN

El tamizaje de la actividad antifiiiigica permite evidenciar in vitro como un extracto vegetal inhibe el crecimiento de
un hongo en condiciones esténdar. Actualmente, en la Facultad de Ciencias Quimicasy Farmacia se empleala
metodologia de Macrodilucién en Agar. lacua utiliza cantidades significativas de recursos, materiales y tiempo.
Como parte de los procesos de globalizacion. el Comité Nacional parala Estandarizacion de Laboratorios Clinicos
(NCCLYS), aprobd latécnica de Microdilucion en placa como un estndar parala medicion de la actividad
antifingica, lacua haciendo uso de unaminima cantidad de recursos blinda resultados en menor tiempo. A pesar de
su aprobacion, ésta técnica alin no se aplica en Guatemala para el tamizaje. ni parala determinacion de
concentracion minimainhibitoria ( C1M) de extractos vegetales, razon por lacual el presente estudio tuvo como
objetivo comparar ambas técnicas, a partir de laevaluacion de 1 2 extractos de uso popular contra 4 cepas ATCC
de hongos levad uniformesy 6 cepas ATCC de hongos filamentosos para determinar si ambas técnicas son
equiparables.

La comparacion de ambas técnicas se realizo por medio de un estudio de concordanciay con el uso de la pruebadet
de Student para medias de dos muestras emparejadas, se demostrd que existe diferencia significativa entre ambas,
yaque se obtuvo un valor de p < 0.025.

De tal forma, se pudo concluir que latécnica de Microdilucién en placa alin no puede sustituir ala Macrodi iucion
en agar, pero ambas pueden ser utilizadas simultaneamente con el fin de combinar sus beneficios. Se comprobd la
actividad fungicida, ddl extracto etandlico de lahojade 5. americaiutmy del extracto cloroformice de lahojade L.
graveolens.
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2. INTRODUCCION

En Tos dltimos afos las infecciones mico6ticas han
mostrado un incremento importante en todo el
mundo debido al aumento del nimero de pacientes
inmunodeprimidos por diversas causas. quienes son
afectados principalmente por los géneros Candida,
Cryptococcus, Aspergillus, Histoplasma, Rhizopus,
Mucor, Acremonium, Fusarium v los dermatofitos
(1-3).

Un aspecto que ha complicado la situacion es el
desarrollo de mecanismos de resistencia, explicada
porque la mayoria de los farmacos son fungistiticos
y por la administraciéon prolongada de los
tratamientos, que permite la selecciéon de clones
resistentes (2.4).

Segin los informes de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), aproximadamente el 80% de la
poblacién mundial utiliza productos naturales con
fines medicinales (3). Asi mismo, la Administracion
de Alimentos y Drogas de los Estados Unides de
América (FDA) aprobd, entre 1983 y 1994, 520
nuevos farmacos, de los cuales el 39% eran de origen
natural o sus derivados (4). Debido a esto, la
busqueda de la actividad antifingica en productos
naturales es de gran importancia, ya que permile
encontrar nuevas opciones de tratamiento
obteniéndose ast, un producto de menor toxicidad y
de mayor disponibilidad para el paciente (6)

En la actualidad, en la Facultad de Ciencias Quimicas
v Farmacia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, se utiliza la técnica de macrodilucidn
en agar, para la busqueda de actividad antifingica
de extractos vegetales, la que emplea una cantidad
considerable de material, equipo vy tiempo para su
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elaboracion. Esta técnica no es la aprobada
actualmente por el Comité Nacional para la
Estandarizacion de Laboratorios Clinicos (NCCLS),
$in embargo se continua haciendo uso de la misma,
ya que en Guatemala no se ha realizado ningin
estudio que demuestre que la técnica de
Macrodilucidn en agar es equiparable con la técnica
de Microdilucién en placa (aprobada por el NCCLS),
la cual hace uso de una minima cantidad de recursos
v presenta resultados en menos tiempo.

Para demostrar si la técnica de Microdilucién en
placa puede sustituir a la Macrodilucién en agar, se
realizo el presente estudio de concordancia, el cual
a través del indice kappa y valor de p demostré que
entre ambas, existe diferencia significativa, pero que
al emplearse de manera combinada pueden
aprovecharse de mejor manera sus beneficios.

3. MATERTALES Y METODOS

Seleccion de extractos vegetales. A partir de bases
de datos del Departamento de Citohistologia y el
Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales
(LTPRONAT) de 1a Facultad de Ciencias Quimicas
vy Farmacia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, y

o

seleccionados los extractos de plantas nativas

¢l Laboratorio Farmaya, fueron

guatemaltecas partiendo de dos criterios: plantas
que contaran con registro de actividad antifingica
contra hongos filamentosos y/o levaduriformes y
plantas de las cuales no se tiene registro de actividad
antifingica pero que poseen propiedades
antibacterianas o antiparasitarias, Los extractos
vegetales, el organo y el solvente de las plantas se
presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Extractos de plantas utilizadas en el estudio.

Mombre Centifico Mombre  Organo y scbemea |
Camin uilizar
Bourreria huanita {Llave  Esquisuchil Flor / etanol
flex)
Cornutia pyramidata L, Joroste Hoja { atanol
Smilex domingensis  Zarzapariilla  Tallo/ metanol
Willd.
Wigandia urens var,
carscasana (R. &PJHBK  Chocan Flor ! hexana
Phishodium
pseudoa urerm Smith Calahuala Haja ! stanl
| Rhizophora mangle L. Mangla Corieza/ etanal
Acalypha
pseudoalupecuraides Hierha del Hoja [ etanol
Jasg, cancer
Lippia graveolens HBK.  Orégano  Hoja/ clorofarmo
Solanum ame ricanum Macuy Hojaatanol
Willer
Termstoemia tepezapote
Schiect, & Cham. Tila Hajal he xano
Valerizna prionophylla  Pericon de Raiz | haxane
Standl, mente
Piper jacquemontiznum  Cordoncilo  Hoja/ claroforme
Treal.

Fuente: Departamento de Citohistologia, LIPRONAT. Facultad
de Ciencias Quimicas v Farmacia. Universidad de San Carlos
de Guatemala. FARMAYA

Cepas ATCC. Se emplearon seis cepas de hongos
filamentosos; Aspergillus fumigatus ATCC 26934,
Aspergillus niger ATCC 9029, Microsporum
gypseum ATCC 1152000, Trichopyron
mentagrophytes ATCC 9972, Trichophyton rubrum
ATCC 113200, y 4 cepas de hongos levaduriformes;
Candida albicans ATCC 10231, Candida tropicalis
ATCC 1312000, Cryptococcus neoformans ATCC
32264, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763.

Curva de susceptibilidad. Se realiz0 una curva para
evaluar la susceptibilidad de las cepas ATCC, frente
al Voriconazol (Pfizer). A partir de una capsula de
200 mg de principio activo de Voriconazol, con un
peso aproximado de 625mg, se pesaron en balanza
analitica 200 mg de la misma, se macerd, y se
disolvié en 20 ml de caldo Sabouraud doble para
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tener una solucién madre de 3,200 pg/ml. Esta se
Llevd a tres concentraciones finales de 160 Lg/ml,
16 Wmly 1.6 ng/ml (7).

Macrodilucion en agar para hongos filamentosos.

s Preparacion del inéculo. A partir de un

cultivo de 7 dias de los hongos filamentosos,

se realizd una resiembra en medio Takashio,

y se incubé a 25°C por 21 dfas. En el dia 21

con una asa en argolla y en campana estéril

se agregaron 2 ml de solucién salina estéril

y se realizé un raspado de esporas. Esta

solucién se ajustd con solucién salina hasta

una concentracién mayor de 5x10" esporas/

ml, luego se llevé a cabo la evaluacion de la

actividad antifungica de los extractos por

medio del método de referencia segin

Brancato & Holding modificado por

MacRae et al (8).

interpretaron por medicién de didmetros de
crecimiento.

Los resultados se

s Preparacion de los extractos a ensayar. En
balanza analftica se pesé 0.100 gr de cada
uno de los extractos y se disolvieron en 10
mil de etanol al 50%

o Preparacion del agar planta. En caja de
petri estériles, se sirvieron 13.5 ml de Agar
Sabouraud y 1.5 ml de cada extracto
prepurado y se dejo solidificar en campana
estéril. Con campanilla de Durham, se
realizaron 4 orificios equidistantes. Se llevo
a cabo lo controles de esterilidad respectivos
por 24 horas a 37°C.

s [noculacion en agar planta. Se agregaron
30 ul del inéeulo acada pozo del agar planta
preparado. Se incubaron y revisaron los
resultados a los 7, 14 y 21 dias. Los
resultados se interpretaron por medicion de
didmetros de crecimiento y se compararon
con el halo de crecimiento control.
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Concentracion minima mmhibitoria. Para
establecer
antifingica positiva, se realizo el mismo

extractos con actividad
procedimiento en cuanto a la preparacion del
inéculo, siembra e interpretacion de
resultados, con la variante de que la
preparacion del medio de cultivo se llevo a
cabo realizando diluciones iniciales de 1.0,
0.5, 0.25 mg/ml en adelante, segun fue
necesario, hasta establecer la CIM del
extracto.

Macrodilucion en agar para levaduras.

Preparacion del indculo. A partir de un
cultivo de 48 horas, se inoculd una asada en
5 ml de Caldo Tripticasa soya de los hongos
aensayar. Se incubaron las suspensiones a
37°C por un periodo de 48 horas. Luego de
este perfodo se tomaron 50 ul de la
suspension y se llevo a una dilucion de 1:10
con solucion salina.

Preparacion de extractos a ensayar. Ver
preparacion de extractos para la técnica de
Macrodilucién en agar de hongos
filamentosos.

Preparacion de agar planta. Ver preparacion
de agar planta para la técnica de
Macrodilucion en agar de hongos
filamentosos.

Inoculacion de agar planta. a partir de la
dilucién 1:10 del indculo preparado, se
realizaron las siembras en agar Miiller
Hinton utilizando plantillas previamente
elaboradas. Se incubaron 24 horas a 37° C.
Los resultados se interpretaron por
crecimiento en las estrias de la plantilla.
Concentracion minima inhibitoria. Se
realizé el mismo procedimiento que para
hongos filamentosos.
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Microdilucion en placa para filamentosos.

Suspension de esporas. En tubos de 15 ml
de agar Sabouraud se sembraron los hongos
a ensayar durante 21 dias hasta obtener un
crecimiento homogéneo. A cada uno de los
tubos se les agreg6 3 ml de agua estéril y se
desprendio el hongo con ayuda de un asa
bacterioldgica, ésta solucion se filtré con la
ayuda de un embudo y gasa estéril, para
determinar la cantidad de esporas en cdmara
de Neubauer y llevarlas a una cantidad de
almacend
posteriormente a 4°C hasta su uso.

Preparacion del extracto. En balanza

1x10° esporas/ml; y se

analitica se pesd 0.050 gramos de extracto
en 1 ml de DMSO para obtener una
concentracion de 50 mg/ml.

Inoculacion en placas. En placas con fondo
en u de 96 pozos se afladieron 100 ul del
extracto preparado, 100LL de la suspension
de esporas y 100 Ul de caldo Sabouraud
doble. La interpretacion de resultados se
realizd cualitativamente con relacion al
control de crecimiento y esterilidad en cada
placa, a los 48 -72 horas para el género
Aspergtllus y paralos géneros Trichophyton
y Microsporum alos 7 dias. (9)
Concentracion minima inhibitoria.

Se realizé el mismo procedimiento que para
la macrotécnica de hongos filamentosos.

Microdilucion en placa para levaduras.

Preparacion del inéculo. A partir de un
moculo de cultivo fresco se realizd un conteo
de levaduras en cdmara de Neubauer para
determinar la concentracién inicial de
esporas, €sta concentracion inicial se ajusto
a una concentracion final de 5x10° esporas/
ml.
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« Lapreparacion del extracto, inoculacion en
placas e interpretacion de resultados se llevo
a cabo de igual manera que en la
Microdilucién para filamentosos. (9)

o Concentracion minima inhibitoria. Se
realizé el mismo procedimiento que para
hongos tilamentosos.

Diseflo de investigacion.

Estudio de Concordancia, con respuesta de tipo
nominal, para lo cual se corrieron todas las cepas y
extractos por ambas técnicas; macrodilucion en agar
y microdilucién en placa, realizando cuatro réplicas
para cada variable.

Con el fin de comparar los dos métodos, se
clasificaron los resultados en una tabla de
contingencia 2x2, considerando al método de
macrodilucién en agar como el método de referencia,
para posteriormente evaluar la sensibilidad,
especificidad, indice kappa y t de Student.

4, RESULTADOS

Para darle validez a este estudio de comparacién se
realizaron ensayos por cuadruplicado con ambas
técnicas, utilizando un antifiingico comercial de la
casa Pfizer llamado Voriconazol. Es asf que al
realizar la técnica de Macrodilucion en agar para
dicha validacién los hongos filamentosos T, rubriim,
T. mentagrophytes, A. flavus, A. niger, A. fumigatus
y M. gypseum fueron inhibidos auna concentracion
de 16 pg/ml, mientras que con la técnica de
Microdilucién en placa a esta misma concentracion,
fueron inhibidos 7. rubrum, A. flavus, A, niger y M.
gypseun, y a una concentracion de 160 ug/ml
solamente fue inhibido el crecimiento de T.
mentagrophytes y A. fumigatus. Todos los hongos
levaduriformes fueron inhibidos a una concentracion

de 16 ug/ml utilizando la Macrodilucion en agar,
mientras que con la Microdilucién en placa todos
fueron inhibidos a una concentracién de 160 [lg/ml
y solamente C. neoformans y S. cerevisiae a 16 pg/

L(7).

B

Con respecto a la actividad de los extractos contra
hongos levaduriformes, aplicando la técnica de
Macrodilucién en agar se observé que C. albicans
fue inhibida por R, mangle. L. graveolens y S.
domingensis; C. tropicalis por R. mangle, L.
graveolens, T. tepezapote, W. urensy C. pyramidata;
C. neoformans por R. mangle, W. urens y C.
pyramidata y S. cerevisiae solamente por V.
prionophylia.

Luego de realizado el tamizaje correspondiente se
procedié a elaborar el CIM de los extractos con
probable actividad, asi pues en la Tabla 2 se observa
que al utilizar la técnica macro la mayorfa de los
extractos presentaron actividad inhibitoria contralos
hongos, mientras que al utilizar la técnica micro
solamente S. americanum, L. graveolens y P.
jacquemontianum tuvieron actividad. Ademas se
puede observar que tanto L. graveolens como F.
jacquemontianum presentaron Unicamente actividad
contra hongos tilamentosos en contraposicion con
S. americanum quien tuvo actividad tanto para
filamentosos como para levaduriformes.

Es importante destacar que solamente la actividad
de S. americanum y de L. graveolens contra M.
gypseum coincidié en los resultados obtenidos por
ambas técnica.
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Tabla 2. Comparacion de CIM entre la Tabla 3. Pruebas estadisticas realizadas con un IC
Macrodilucién en agar y Microdilucion en placa a del 95% para analisis de datos provenientes del
partir de los extractos con actividad positiva tamizaje de actividad
PRUESA YALOR IC (93 %)
ESTADISTICA
T CH Tl
Car arl &
Exram Mirogrgenismo Mamo Wi Senghlia HH Ll
{maiml} imeil)
Samecanum 5. cerevisiae 1 0016 E speciiciced §3.19 93.05-93.32
M. gyps eum 05  0.0825 z
€. albicans #1128 Intice kappa 0.4770 0.0621-02020 |
T A0 |
mentagrophytes Fuente: Unidad de Biometria, Facultad de Ciencias Quimica y
R. mangle C.neoformans 1 * Farmacia, USAC.

C. alhicans 0.5 bl

Cipde 1 @ Con ¢l uso de la prucba de t de Student para medias

L. graveolens C. alhicans i >1
Ctropicalis 1 1 de dos muestras emparejadas, se obtuvo un valor de
M. gyps eum 05 0.0x2 . .
T. nubrum 1 c.uszi pigual a 0.012, el cual al compararlo con un alfa de
T st 0.0
mentagrophytes 0.025 demuestra que existe diferencia significativa
T. tepempote C. tropicalis 1 > oo s
$, domingensis C. albicans 1 *1 entre ambas técnicas
W, urens C. neoformans 1 1
C. tropicalis 1 4l 2
A. C. tropicalis 0.5 >1 5. DISCUSION
pseudoalopecuroick §
V. prionophylla §. cerevisiae 1 >
P. jacquemontianum T > 0.5 i o 2
mertagrophytes Lacomparacion de ambas técnicas se realizo en base
GomaLn Cc":;m;f n1.5 :' a porcentajes de sensibilidad, especificidad y

concordancia, De acuerdo a la Tabla 3 se puede

Fuente: Datos experimentales. Evaluaciones por observar que con un total de 960 ensayos realizados,
cuadruplicado. N: Actividad negativa. P: Actividad positiva. . .
N un intervalo de confianza del 95%, y empleando la

técnica de Macrodilucion en agar como técnica de

Asi pues, segiin los datos que se muestran en la Tabla ; Y . e 5

i - . referencia, la Microdilucion en placa presentd

2 la concordancia entre ambas técnicas fue muy baja ] o ;

. ey . - unaespecificidad del 93.19, dato que permite
(nicamente coincidiendo en un 29%. Se indica ) 53 o .

_ N _ establecer que la técnica presentd una capacidad

también que la técnica experimental, en este caso, ; o o ] ;

aceptable de identificar los resultados negativos

la Microdilucién en placa posce solamente una ;
como verdaderos negativos. En contraparte, la

buena especificidad, demostrando que detecta a los . . _—
1 ’ . técnica presentd una de sensibilidad de 21.74, lo

extractos que verdaderamente no presentan actividad o . . :
cual indica que ésta posee una baja capacidad de

alguna pero no a los extractos con verdadera . i
aighna p ) i detectar la verdadera actividad antifiingica de un

actividad inhibitoria, ya que el porcentaje de o
. ” extracto.
sensibilidad fue muy bajo.
La concordancia entre ambas técnicas fue de 29%
con un indice kappa de 0.1770, lo que indica que
existe diferencia significativa entre ambas, razon por
la cual la técnica Macro no puede ser reemplazada
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por laMicrotécnica. Ademas, e modelo estadistico
indica que se necesita de un 50% o més de
concordancia para que ambas técnicas sean
equiparables en cuanto a sus resultados.

Asi pues, la Microdilucién en placa puede ser Util
para corroborar los resultados que realmente son
negativos. A pesar de esto existe unalimitante en la
obtencién de resultados con esta técnica, que es el
error humano en la lectura cualitativa de la placa,
ya gue no se cuenta con un método que permitala
lecturacuantitativa de los resultados, disminuyendo
asi, laexactitud de los mismos.

En cuanto ala Macrodilucion en agar, a pesar del
porcentaje de concordancia obtenido, es posible
establecer quelatécnicaes apta para el tamizaje de
extractos con actividad antifingica, ya que debido
a procedimiento que se utiliza, estatécnicapermite
unamejor visualizacion del crecimiento del hongo
y actividad del extracto lo que hace méassensible el
andlisis dela misma.

Es asi que ambas técnicas son Utiles paraevaluar la
actividad antifangica, pero pueden ser de mayor
utilidad cuando se emplean de manera combinada.

Ademas de estos hallazgos, selogré estandarizar el
procedimiento de la técnica de Microdilucion en
placa segun estandares internacionales, y se
corroboré por medio delaMacrotécnicalaactividad
antifngica de los extractos de L. graveolens, S
atnericanum, R. mangle, T. tepezapote, S.
domingensis, U prionophylla y P jacquemontianum.

Es importante enfatizar que se deben realizar
estudios fitoquimicos y farmacoldgicos de los
extractos de hojal/etanol y hoja/cloroformo de 5.
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americamim y L. gravedlen.v,ya que ellos fueron

los Unicos que mostraron actividad antifdngica con
ambas técnicas.

Este trabajo permitié integrar los esfuerzos de los
tres primeros autores para presentarlo como
seminario detesis, paralaevaluacion terminal dela
camera de Quimica Bioldgica.
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