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1. RESUMEN

El tamizaje de la actividad antifiíiigica permite evidenciar in vitro como un extracto vegetal inhibe el crecimiento de
un hongo en condiciones estándar. Actualmente, en la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacia se emplea la
metodología de Macrodilución en Agar. la cual utiliza cantidades significativas de recursos, materiales y tiempo.
Como parte de los procesos de globalización. el Comité Nacional para la Estandarización de Laboratorios Clínicos
(NCCLS), aprobó la técnica de Microdilución en placa como un estándar para la medición de la actividad
antifúngica, la cual haciendo uso de una mínima cantidad de recursos blinda resultados en menor tiempo. A pesar de
su aprobación, ésta técnica aún no se aplica en Guatemala para el tamizaje. ni para la determinación de
concentración mínima inhibitoria ( C1M) de extractos vegetales, razón por la cual el presente estudio tuvo como
objetivo comparar ambas técnicas, a partir de la evaluación de 1 2  extractos de uso popular contra 4 cepas ATCC
de hongos levad uniformes y 6 cepas ATCC de hongos filamentosos para determinar si ambas técnicas son
equiparables.

La comparación de ambas técnicas se realizó por medio de un estudio de concordancia y con el uso de la prueba de t
de Student para medias de dos muestras emparejadas, se demostró que existe diferencia significativa entre ambas,
ya que se obtuvo un valor de p < 0.025.

De tal forma, se pudo concluir que la técnica de Microdilución en placa aún no puede sustituir a la Macrodi íución
en agar, pero ambas pueden ser utilizadas simultáneamente con el fin de combinar sus beneficios. Se comprobó la
actividad fungicida, del extracto etanólico de la hoja de 5. americaiutm y del extracto cloroformice de la hoja de L.
graveolens.
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2. INTRODUCCION

En los últirnos años las intecciones micóticas han

mos¡rado un inc¡enlento importante cn todo el

mundo dcbido al aunenlo del núme¡o de pacientes

i_rnuIo(leT.imido.pnr'd re ,¡,c¡ r.J\..1r erc. ar

afectados principalmerrte po¡ los génelos a'dr¿id../,

Cryptrt occut, A tpergillu t, H i slop Las nt ct, Rhi aop t.! s,

luIt.lrar, Acrcn)oniun. F'LtsLttíum y los dennatot'itos

d 3).

Un ¡specto que ha couplicado la situación es el

des¿r¡¡ollo de mecanismos de rcsistencia. expllcada

porque la mayoría de los fírmacos son fungisláticos

) por 1il administraciól p¡olongada de los
h-atamientos, que permite la sclección de clones

resistentes (2,:l).

Según los infbrmes de la Oruxniz.rción Mundial de

la S¡lud (OMS). aploxim¡rdarnente e1 807¡ de la
población mundial utiliza productos n¿trrrtles con

flnes medicinales (i). Así nlisrno. le Ad¡rinishación
de Alir¡entos y Drogas de los Estados Unidcs de

Ar¡éricx (FDA) aprobó, enr'e 1983 y 199,1, 520

nuevos fármacos, delos cualese1397., elan de origen

n¡tural o sus derivados (.1). Debido a esto. la
búsqueda de la actividad andfúngica en productos

ll:lll. . e\ e\ Je rr'e r irr ¡c r:rrr. i: . ¡a qrr, ¡c rr itr
errcñrr'frr rJe\¿. o¡, ior'c' Jc lr: l.r.1rie rlo
ob{eniéndosc así. ün ploducto de enor toxicidad )'
dc m¡yor disporlibilidad pala el paciente (6)

Enla actualidad, en la Facultad de Cienclas Químicas
y Farm¡ci¡ de la Universidad de Sen Carlos de

Cuatemala. se utiliza la técnica de macrodilución

en ag¡r', par'¿ la búsclueda de activid¡d antifúngic¿r

de extlactos vegeteles, la que emplea na cantidad

considerable de material. equipo,v tiempo para su

elaboracii)n. Esta técnica no es la aprobada

actualmente pol el Cor¡ité N cional pata la

Eslenda z¡ción de Labontorios Clínicos (NCCLS),
.ir e rrL,.r ¡u,e cor t: l r" \", errd,, r,o Je Jtú.-n.r.
ya cllre ell Guatenala no se ha realizado ningún

estudio que demuestre qlLe la técnica de

tr4acrodiluciór en agar es equiparable con 1a iécnica

cle Microdilución en placa (aplobadapor eINCCLS).
Iacual haceuso de una min¡¡a cantid¡d derecursos

_v pr-esenta resultados en nenos liempo.

P¿lr'a demoshar si la técnica de Microcliluciólr en

placa puede sustituir ir la Macrodilución en agar, se

realizó el presente estudio de concordancia- el cual

a tr'ar' és rlel índice kappa v valor'de p demostró que

entre ambas, existe difel encia signiñcativa, pero que

al emplealse de m¿tneLa combinada pueden

.rprur echrr'c de ne jol rrt.err .u. benct i. iñ..

3. T{ATERIAI,ES Y MÉTODOS

Selección ¿le extro.ctos r¿g¿ldl€s. Apaltir de beses

de datos del DepaÍamento de Citohislología y el

Labor atorio de I¡\'esti gac ión de P¡oductos Naturales
(LIPRONAT) de la Facultad de Ciencias Quí1¡icas
y Famacia de la Universidad de Sa¡l Carlos dc

Guatenala, y el Labolator-io Famayir, fueron
seleccionados los extl¿c¡os de plantas nativas
guatemaltecas par-¡iendo de dos critedos: plantas

que oonta¡an con regisüo de actividad antilúngica

contra hongos filamentosos y/o levadudtblmes y
plantas delas cualesno se tieneregistro dc actiüd¡d
antifúngica pelo qLre poseen propiedades
antibactedanas o alltipalasitarias, Los extractos

vegetales. el órgano y el solvente de l¡s plantas se

presentan en la Tabla L
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Tebl¡r L Extr¿ictos de plantas Lltilizadas en el es dio.

Búmri¡ ¡! ihlL ! kqu ch

C¡¡iú,¿pjr?riCi&L Jto.l!

klrirmpmeprrrl? turicón*

Phühcqwnútt ñ c¡'dom o tiai¿r.¡rcioimo

f uent.r Dep¡1la¡rcnl,) dc Clrohlslología. LII'RONAT. !¡culrad
¡e Cie¡.i¿r Químic¡s y Fa,¡,¿cir. Lnire$id¡d d. S¡n C¡rlos

de Cu¡temal.. FARII^\1

Cepas ATCC. Se emplearon seis cepas de hongos

fil¿imentosos: Arpe/-Blllus .fu t*.!rus ATCC 26931.

Aspergillus rig¿,'ATCC 9029. Mic rt)sporunt
g,\?.r¿&r¡ ATCC I 152000, Tri(hoP\ton
tnentagnph,\fe! ATCC 99'7 2. Tt ichap l1 ,-tot tuhrnnl

ATCC 113200. y 4 cepas de hongos levadurifomes:

CcuttLitlu albicant A(ICC 10231, CLttldi¿a tropicali \

ATCC 1312000, C4'ptococcus neofornans A[ICC

32261, Sacchat-ont|ces c¿m i¡i¿¿ AICC 9763.

Cutw de susceptibílidl¿ S e reali 7ó un a curva para

evaluarla slisceptibilid d de l¡s cepas ATCC, fiente

al Vodconazol (Pfizer)- A partir de una cápsula de

200 mg de pdncipio acti\,o de Voriconazol, coD Lrn

peso ap1oximado de 625]11g. se pesaron en belanza

:r.'.t1 ,: luu n; ne ld _rl'.r: . .c Tfcero. \ \e

disolvió en 20 ml de caldo S¿Lboulaud doble p¡ra

tener una soluciaD ¡ladrc de 3,200 pg/r¡|. Esta se

llevó ¡ tr'es concentracimes finales de 160 i!g/ml,
l6 L/ml,v 1.6 Ug/r¡l (7).

Macroililucíón en agar pttta hongos fil&me tnsos.

, Prcpaftici¿rl ¿¿1 i11ódtlo. A per¡il de un

cultivo de 7 clías cle los hongos lilanentosos.

se lealizó una resiembra en medio Takashio.

y se inclrtró a 25'C por 2l días.Eneldía21
con unlr asa en argolla v en c¡rnpma e-stéril

se agrellaron 2 ni de sohclón salinr e\lérrl

,r se realizó un raspado de esporas. Esta

solución se aju¡ló con solución sali¡a h¡sta

Lrna concentracióIl m a) or de 5x10 espor'as/

ml,llLego se llev(i a cabo laevalLlación de 1¡

ectlvidad aDtitingica cle los exfactos por

ne.li, dc' re.oJu oe re e e lLlJ .e;t,r
Brancato & Holding modificado por

lvlacRac ¿/ a1 (8). Los rcsultados se

interpretaron pol ¡nedición de diámetros de

üecrmiento.
. Prcparació de los extt'.u tot Lt ensa,\'dr. En

balanza onalilica se pesó 0.100 gr de cada

uno de los extractos y se disoh,ier'on en 10

n de etanol al50%
, Prcpr¡raci¿rt ¿¿l agar planta. En caja de

pe¡i estédles, se sirviercn 13.5 ml de,{gar

Sabouraud ) 1.5 ml de cada ertlacto
preparado -1 se dejó solidrfical en ca¡lp¿na

estéril. Con campanilla de Durham. se

realizalon:lorificios equidistantes. Se llel'ó

a cabo lo co tloles de esterilidad lespectivos

por 2,+ horas a 37'C.
. hnt lac¡rin en agur planttt- Se agregalon

30 lrldeiinóculo a cad¡ pozo del ag¿uplanta

prepar¡do. Se incubaron,Y revisalon los

resultados il los 7, l,+ y 2l días. Los

resllltados se inteipre¡aron po¡ medición de

diáletÍos de crecirniento -v se coinpararon

con el halo de crecimiento conuol.
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Cancentració . mí im.a inhibitoria. Para

estab lecer extractos con actividad
antifingica positiva, se reelizó el r¡ismo
procedimiento en cuanto alaprep¿lraoión del

inóculo, siembra e intelprctación de

lesultados. con la variante de clue la
preparación del medio de cultivo se llevó a

."bo re¿l,z-ndo Jiluci¡le' .nici,les Je 0.

t).5.0.25 ng/ml en adelante, según fue
necesario. hasta esleblecel la CIN4 del
eximcto-

Macroilílucíón en agar para leraduras,
. Prepara(:ión del inricuk¡. A paflir de un

culti\.o de 48 ho¡as. se inoculó una as¡da en

5 ml de Calclo T¡ipticasa soy¡ de 1os hongos

h e.,\.r):r. Se incr l':r'orr l:..u.oer .io' e. ¡
37oC por un período de 48 holas. Lüego de

este período sc tomaron 50 ¡1 de 1a

suspensióny se l1evó a una dilución de I : l0
con solución salina.

Preparacíót1 ¿e e\trtLflos ú enta\at. \et
p¡eparación de extractos par'a la técnica de

Macr-odilución en agar ale ho¡gos
filameltosos.
Preparuci ó]1 Lle agd t pbt ¡¿r. Verprepar'ación

de agar planta para la técllica de

Macro<lilución en agar cle hongos
filamentosos.

hatuLtttión de a.gar plantd. a parlir de la

dilución 1:10 del inóculo pleparado, se

lealiza¡on las siembras en ¿gar Müller
Hinton utiliz¿ndo plantillas previrrnente
e i.lcr:d¿.. ¡e irr. rb"ror 2+ no.l':. J7 C

Los resultados se intelp¡eta¡o¡ por
crecimiento en las estrías de la plantill¡.
Concenlración míni tu inhibilarid. SE

realizó el mismo procedir¡ienIo qüe pala

hongos filal¡enlosos.

Microdilucíón en placa parafrlame to:tos.
. Suspe siófi ¿e espol?r. En tubos de 15 nrl

de ag¡r Saboulaud se sernbr-aron los hongos

a ensayar'dulante 2l días hasta oblener'un

crecirniento homogéneo. A cada uno de los
tübos se les agr-egó :l ml de rgua estélil y se

desprendió el hongo con a)uda cie un as¿

bacteriológica, ésta solución se filtr'ó con la

ayuda de un embudo y gasa estéril- para

derin.lin,r lr . -r ride,l de e.¡or r. rn , i nrrr
de Neubaue¡ y 1levadff a una canticlad de

l\ l0 c.porr' n l: \ .e -lrnJ.er ó

fo\leriñll.1enle ! lC rn.l]L .r r,o.
. PrcparaL:ión ¿el exttdcta. En balanza

analítica se pesó 0.050 gmmos de extracto

en I nrl de DN{SO far¡l obtener Lüre

concentración de 50 nrg/ml.
, lno(:L¿dcitil ?n pLL dJ. En places con fondo

en u de 96 pozos se añadieron 100 ¡r1 clel

e\rrlcro frepJ : Jo. OoUl dc l:r .r .pe..in
de esporas y 100 ¡tl de caldo Sabouraud

doble. La interpretac.ión de resultados se

r-ealizó cualltati\,amentc con lelación al
conlro1 de crecimien¡o y esle¡ilidad en cada

p "ca. : o. -1E --l hufJ. pdrJ el gerrer'

Aqergilluty pala los góneros I/lrie¿iYdn
y Mx:rorpotLon a lasl días. (9)

. (bKPür'.k:ión tínitnainhíbitüiLt.
Se realizó el misrno procedimiento que per'¿

Ia macrotécnica de hongos fllamentosos.

Mícrodílución en placa para levaduft$ .

. Prep¿r'ación del inóculo. A partir clc u¡l

inóculode cultivo fresco serealizóun conleo

de levadluas en cár¡ara de NeubatLer- para

dete¡¡nina1 la coDcentración inicial de

espolas, ésta concentración inicial se ajustó

. a una con¡Jenh¡ción li alde5xI0'esporas/
I
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. La preparación del extracto, inoculación elr

pl¿rcas e jntelpretación de rcsultados se llevó

e cabo de igual manera que en la
Microdilución p¿üa tila entosos (9)

. Can(:entta(:ión n1íl1ilna inhibilaria. Se

realizó el misno procedimiento que para

hongos tilaúentosos

D is eño ¿le inv e stigdc iótt.

Estudio cle Co¡coldancia. con respuesta de tipo

nomil,Ial, para lo cual se co¡ielon todas las cepas y

extlactos por alDbas técnicas; mao odilución en agat

y microdilución en p1lca. realizando cuafforéplicas

pam cada v¿lriable.

Con el fin de comparar los dos métodos se

clasificaron los resultados en una tabla de

con¡ingencia 2x2, considerando al método de

macrodi lución en agar como el método de reférenci ,r

p¡ra posteriofinente evaluar' la sensibilidad,

e'fe, iliciJi.J. ndice krooi S I de SlLdeIl

4. RESUI-TAÍ}OS

Pirr d.rrle \ i lide/ ¡ e.le e.r ldlu de co lrp ,'aci.,n 'e
realizaron ensayos po1 cuadruplicado con 'mhrs
técnicas. utiliz¡urdo un antifúrngico comercial de la

casa Pfizer llamado Voricondzol. Es así que al

realizar la técnica de MacrodilLtción ell agar pam

dicha validación los honsos filamentosos Z m¿,r¿/m,

T. tnentagroph,-t?s, A. fLa\ius, A. niqer, A fumigcttLts

y M glpserz fuer on inhibidos a una concentración

de 16 pg/ml. mientras que con la técnica de

Microdilución en placa a esta nisnl ¿1 conce¡ n-'ción '

fuelon i¡hibidos 7. /rl, rLun, A. fluNus, A. nigert M

glpseuut. y a una concenlació11 de 160 !g/ml
solamente fue inhibido ei creci iento de Z

menta:lroph)les y A- frrrisa¡ü"!. To¿los los hongos

lev¿dudfbmes fueron i¡l1jbidos ¡l una concent¡ación

de 16 pg/ml utiliziLndo la Medodilución en agal'

mientlas que con la Microdilución en placa todos

fueron inhibidos a un¡ concenración de 160 Lrg/ni

y soianente C. ,¿o/i)m¡¿ ?.r ] .t. .¿/¿r¡ria¿ a 16 pg/

ml (7).

Con respecto a 1a actividad de los extlacto\ contra

hongos levaduriformes. aplicando la técnica de

Macrodilución en agar-se obsefló que C d/ricdrs

fue inhibjda pot R. nngle. L. grat,eolens y S

tlomingensis; C. froPicttlis pot R ndngle, L

gra\i¿aLens,T. tepeaapole, W. urensy C p)trani¿dtl1:

C. neoJórnuns pot R. mdngle, W. urens y C.

plrdmi¿dltt y S. c¿l¿r,ilid¿ solamente por ll
prütttoph_,-lkt.

Luego de realizado el tanizaje corespondiente se

procedió a elaborar e1 CIM de los extractos con

¡rrobable actividad, así pues en la T¡bla 2 se obse a

que al Lltilizar la técnica mecro la mayoía de los

exhactos presentaron actividadinhibitoria conhalos

hongu.. nttentr'a' oue .rl l,lliz¡r lr le-t'rc¡ rlclo
solar¡ente S, ün¿r¡canum, L. grdveolens y P.

jacqlteno ti(üum tuviero[ actividad Además se

puede obselvar que tanto L. Statealens .otuo P.

j a c quemant i dnun presentaron irnicfi nente ¡clif idad

contra hongos tilamentosos el1 contraposición co¡

S. (tm¿rica.nutn quien tuvo actividad tanto para

filiunentosos como p¿rta levadunformes.

Es importal1te destacar que solamente la ¡ctividad

de S. americanun y de L. grareolens conlfa M.

gl'p.\'¿¡rr| coincidió en los resultados obtenlalos por

ambas técnica.
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Tabla 2. Comparaclón de CIN'I entre la
Macrodilución en agar y Nlicr'odilución en placa a

pafiir de los extractos con ¡cti\.idad positiva

Tabla 3. Pluebas est¡rdístic¡s realiz¡Lda! con un TC

del 95% pfia aDálisis de datos prolenientes del

tamizaje de actividad

PRJE¡A

ESi¡DLS¡CA

c ili..i

!31!

20.96-2252

93.05-9332

006¡-02s20

I

L

05

I

0 0625

0125

0 0r6

Fre¡le: DxtN erpe¡ime¡r¡Les. Lralu¡cj0¡6 for
c!¡d.uplica¡lo N:Acdlid¡d ¡cgdli!¡ P: AcLirid¿d fosidr¡

Asípues. segúnlos datos que semueltmn en laTabla

2 l¿ corlcordancia enÍe ambastéc¡icas fue 1¡uy baja

ríni.rmenle coincidiendo en un 297.. Se indica

también que la técnica experimental- en este caso,

la Microdilución en placa posce solamente LDra

buena especit'icidad, demosllando que detecta a los

ex[actos que verd¿Lderamen¡e no plesentan actividaal

algulla pero no ¡ los extractos con verdadera

actividad inhibilori¡. )¡r que el porcentaje de

sensibilidad flLe r¡uy baio.

Fne¡te: U¡idad ¡le Bior¡e1rj.. F¡cultad ¡]e Cie¡ci.s Quiniú y

Con cl uso de l¡ prucba cle t de Studcnt para medias

de clos muestras emparejadas, se obtuvo un valol de

p igual a 0.012. el cu¿l al conlparallo con un al1: de

0.025 demuestre que exisle difelenci¿ signillcativa

eotle ambas tócnicas

5. DISCUSIóN

Lacompuación de ambiNtécnicas selealizó en base

¡ porcent¡ies de sensibilidad, especificidad y

ooncordancia. De acuerdo a la Tabl¿1 3 se puede

observarcllLe con un totalde 960 ens¡tyos realizados.

un inlervalo de confiarrza del 957¿. y empleando la

técnica de Maclotlilución en ¿gel como tócnica de

referencia, la Nlicrodiluciór1 en placa presentó

on¿especificrdad del 93.19, daro que permite

estetrlecer que la tócnica presentó una c¡pacidad

eceptatrle de identificar los resultados negativos

cor¡o verdaderos negativos. En contraparte, la

técnic¿ presenló un¿ de sensibilidad de 21.7,1, lo

cual indiclL clue ésta posee una bala capacidacl de

detectal la verdadcft actividad antilúngica de un

extlecto.

Le concordancia entre ambas técnicas tlre de 297¿

con Lrn índice kappa de 0.1770, lo que indica clue

e\:..edilerenir'irr'il .dri\ d er.l e.,'nb:-.. r.,/o rlor
la cual la técnic¡ Mac.r'o no plrede ser'leemplazada

05 { 031t

>1 00625

05 t
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americamim y L. graveóle n.v, ya que ellos fueron
los únicos que mostraron actividad antifúngica con
ambas técnicas.

Este trabajo permitió integrar los esfuerzos de los
tres primeros autores para presentarlo como
seminario de tesis, para la evaluación terminal de la
camera de Química Biológica.
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