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RESUMEN

Hermetia illucens es una mosca tropical cuyas larvas albergan una microbiota
digestiva con propiedades antimicrobianas contra bacterias patogenas para
humanos y animales de granja presentes en los desechos organicos. Ante estos
hallazgos, nos planteamos como objetivo del estudio aislar e identificar
preliminarmente nuevos compuestos activos contra la bacteria patdgena Aeromonas
hydrophila a partir de hongos previamente aislados del tracto digestivo de H.
illucens. Se seleccionaron nueve especies de hongos (Pichia kudriavzevii, Candida
glabrata, Stephanoascus ciferrii, Trichosporonales no clasificados, Candida
pseudorugosa, Aspergillus sp., Scopulariopsis brevicaulis, Chrysosporium
multifidum y Penicillium janthinellum) para evaluar su capacidad inhibitoria contra
A. hydrophila mediante el método de cocultivo. A partir del hongo S. brevicaulis
gue mostré un halo de inhibicion de 6.4mm, se prepard un extracto Diclorometano
(DCM) el cual presentd una ICsg de 0.3mg/mL y una MIC de 0.5mg/mL utilizando
la técnica de microdilucién en caldo. El fraccionamiento biodirigido del extracto
DCM permiti6 concentrar la actividad selectiva sobre A. hydrophila en las
subfracciones 4.5, 4.6 y 4.7 con valores de MIC de 125, 250 y 62.5ug/ml
respectivamente. EIl andlisis preliminar mediante UPLC-HRMS de las tres
subfracciones activas permitio detectar catorce compuestos por comparacién con
bases de datos, incluyendo dipéptidos, lipopéeptidos y derivados del acido cdlico,

asi como, lipopéptidos no descritos previamente.

PALABRAS CLAVES
Hermetia illucens, Scopulariopsis brevicaulis, Aeromonas hydrophila,

COCULTIVO, FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO, LIPOPEPTIDOS.



ABSTRACT

Hermetia illucens is a tropical fly whose larvae host a digestive microbiota with
antimicrobial properties against pathogenic bacteria for humans and farm animals
present in organic waste. In view of these findings, the aim of the study was to
isolate and preliminarily identify new compounds active against the pathogenic
bacterium Aeromonas hydrophila from fungi previously isolated from the digestive
tract of H. illucens. Nine fungal species (Pichia kudriavzevii, Candida glabrata,
Stephanoascus ciferrii, unclassified Trichosporonales, Candida pseudorugosa,
Aspergillus sp., Scopulariopsis brevicaulis, Chrysosporium multifidum and
Penicillium janthinellum) were selected to evaluate their inhibitory capacity against
A. hydrophila by the coculture method. From the fungus S. brevicaulis with showed
an inhibition halo of 6.4mm, a dichloromethane (DCM) extract was prepared which
presented an ICsgp of 0.3mg/mL and a MIC of 0.5mg/mL using the broth
microdilution technique. Bioguided fractionation of the DCM extract allowed
concentrating the selective activity against A. hydrophila in subfractions 4.5, 4.6
and 4.7 with MIC values of 125, 250 and 62.5ug/mL respectively. Preliminary
analysis by UPLC-HRMS of the three active subfractions allowed the detection of
fourteen compounds by databases comparison, including dipeptides, lipopeptides

and cholic acid derivatives, as well as previously undescribed lipopeptides.

KEYWORDS

Hermetia illucens, Scopulariopsis brevicaulis, Aeromonas hydrophila,

COCULTURE, BIODIRECTED FRACTIONATION, LIPOPEPTIDES.



l. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Las enfermedades bacterianas en peces son una de las principales amenazas
para la industria piscicultura, con consecuencias econdmicas significativas. Entre
las bacterias patégenas mas comunes que afectan a los peces se encuentran Vibrio
alginolyticus, Aeromonas hydrophila y Pseudomonas aeruginosa (Setiaji et al.,
2020; Gao et al., 2017; Perretta et al. 2019). Especificamente, A. hydrophila es
considerada como la causa principal de la septicemia en peces de agua dulce
ocasionando dafos en dérganos vitales como el bazo, las branquias y el estmago
(Setiaji et al., 2020). Esta bacteria patdgena afecta a diversas especies incluyendo
el bagre (Jubirt et al., 2015), la tilapia (Oliveira et al., 2013), los salmonidos (Han

et al., 2013), el paiche (Serrano-Martinez et al., 2014), entre otros.

En un esfuerzo por controlar estas enfermedades, se ha recurrido a menudo al uso
de antibidticos en los estanques de cultivo de peces. Sin embargo, el abuso y mal
uso de antibidticos en la acuicultura ha generado consecuencias adversas, incluida
la creciente resistencia bacteriana en peces y la acumulacion de residuos de
antibidticos en el medio ambiente acuético (Yao et al., 2016; Setiaji et al., 2020).
Estudios previos han documentado niveles elevados de resistencia a los
antibioticos, por ejemplo, en el estudio de Samuel et al. (2011) se encontré que la
bacteria Escherichia coli aislada de érganos digestivos del pez bagre presentaba
niveles elevados de resistencia a ampicilina y cloranfenicol (Samuel et al., 2011).
Por lo tanto, existe la necesidad de explorar en la biodiversidad la presencia de

compuestos naturales con potencial actividad antibacteriana.



Una alternativa viable para combatir las enfermedades bacterianas radica en la
utilizacion de hongos, los cuales cohabitan con otros microorganismos en el tejido
intestinal de diferentes especies, como la mosca Hermetia illucens comdnmente
conocida como mosca soldado negra. Trabajos previos han demostrado que las
larvas adultas de Hermetia illucens desempefian un papel esencial en la digestion
de desechos organicos, y al mismo tiempo, poseen mecanismos que previenen el
crecimiento de bacterias patdgenas que estan presentes en los desechos. De esa
manera se previene la colonizacion de microorganismos patégenos como
Escherichia coli, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Neisseria
gonorrhoeae, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae y Helicobacter pylori al
producir componentes bacteriostaticos, bactericidas y fungicidas (Vogel et al.,
2018, Erickson et al., 2004, Jeon et al., 2011, Lalander et al., 2013, Harlystiarini et
al., 2019, Choi et al., 2012, Choi et al., 2018, Alvarez et al., 2019).

Ademas, en el trabajo de Jeon et al (2011) han postulado la posibilidad de que la
microbiota de la mosca BSF (por sus siglas en inglés, Black Soldier Fly) esté
implicada en la degradacion de los desechos y produzca compuestos beneficiosos
con propiedades antibacterianas o antifingicas, actuando como un posible
probidtico (Jeon et al., 2011). Ademas, en un trabajo previo realizado por nuestro
grupo de investigacion, se observé el potencial rol probidtico que cumple la
microbiota de las larvas de BSF mediante el aislamiento de microorganismos
antagonistas de la bacteria Staphylococcus aureus MRSA, de los cuales un hongo,
Chrysosporium multifidum, produjo compuestos antibacterianos que logramos

caracterizar (Correa et al., 2019).



Estos hallazgos brindan evidencias y una nueva perspectiva con respecto a los
potenciales efectos antimicrobianos de los microorganismos previamente aislados
de las larvas de H. illucens sobre bacterias Gram negativas como Aeromonas
hydrophila.

Dada la creciente amenaza que representa A. hydrophila en la producciéon acuicola,
particularmente, con la aparicion de cepas resistentes al tratamiento convencional
con antimicrobianos, realizamos en este trabajo de investigacion la caracterizacion
preliminar de nuevas moléculas antimicrobianas derivadas de hongos previamente
aislados de la microbiota de la mosca Hermetia illucens con el potencial de

combatir eficazmente a la bacteria patdgena Aeromonas hydrophila.



1.2. Marco tedrico
1.2.1 La mosca soldado negra: Hermetia illucens (Orden: Diptera).
I. 2.1.1. Generalidades

La mosca Hermetia illucens ((Linnaeus, 1758; Orden Diptera; Familia
Stratiomyidae), es conocida también como mosca soldado negra (Black Soldier Fly
- BSF). Esta mosca es probablemente originaria de América y esta expandida
principalmente en zonas tropicales de todo el mundo. Esta especie es considerada
inocua para el ser humano debido a que no transmite enfermedades y prefiere

habitar zonas alejadas de la presencia del hombre (Liu et al., 2019) (Figura lay 1b).

Figura 1: Ejemplares de Hermetia illucens. Estadio larval (A) y estadio adulto (B).



1.2.1.2 Ciclo de vida de Hermetia illucens o0 mosca soldado negra

El ciclo de vida de la mosca soldado negra esta conformado por 4 estadios: huevos,
larvas, pupas y adultos. Su ciclo tiene un periodo de aproximadamente un mesy
medio en condiciones de laboratorio con los parametros de luz, temperatura y
humedad controlados (Figura 2). La mosca hembra adulta, luego de aparearse,
coloca sus huevos fertilizados formando una agrupacion o claster a partir del cual
emergen microlarvas que tienen un tamario aproximadamente de 0.5mm de largo

(Correa 2018).

El crecimiento de las larvas se desarrolla en 6 subestadios (L1-L6). Estas larvas son
ampliamente utilizadas para la bioconversion de desechos organicos (Figura 1A).
Posteriormente, cuando la larva ha alcanzado el subestadio L6 (pre-pupa) migra a
un ambiente oscuro, para protegerse de sus posibles predadores y asi permitir la
formacion del estadio pupa que luego de un proceso de metamorfosis se convierte

en una mosca adulta (Correa 2018).



Instalacionde Jaulas
para apareamiento

Claster de
huevos

Eclosion de Adultos

Pupacion

Larvas (Instar I-V1)

Figura 2: Ciclo de vida de H. illucens en condiciones de laboratorio.

1.2.1.3 Importancia.

De los cuatro estadios de la mosca soldado negra, el estadio de la larva es la mas
importante desde el punto de vista biotecnoldgico pues la larva tiene la capacidad
de procesar una amplia variedad de desechos organicos (residuos de procesamiento
de cultivos, de la agroindustria, desechos de alimentos, supermercados, estiércol y
heces) lo que lleva a una bioconversion eficiente de desechos de poco valor
agregado para generar una biomasa valiosa: 1g de huevos de larvas produce hasta
5kg de larvas adultas en menos de 14 dias (Wang & Shelomi 2017). De esta manera,
las larvas poseen valores ecoldgico, econdmico y cientifico puesto que son
utilizadas en la bioconversion de desechos organicos, generan una disminucion de

la contaminacion y al mismo tiempo el aumento de la masa larval, que es utilizada



actualmente como fuente nutritiva rica en lipidos (28 + 8.6%) y proteinas (40 +

3.8%) para animales de granja y peces (Wang & Shelomi 2017).

En un estudio realizado por Wang & Shelomi (2017) relativo al uso de las larvas se
obtuvo una tasa de reciclaje de residuos altos y una alta productividad de la biomasa
larval tomando en cuenta la composicion del sustrato de alimentacion, la tasa de
consumo de alimento y parametros ambientales (temperatura, humedad y

fotoperiodo).

Otro aspecto importante del estadio larval de los insectos detritivoros es su
microbiota intestinal que esta conformada por bacterias y hongos y cumplen un rol
importante en la degradacion de la materia organica y sirven como un sistema

inmune que previene la colonizacion de cepas patdgenas (Roh et al., 2008).

1.2.1.4 Microbiota de los insectos.

Las asociaciones entre animales y microorganismos han sido estudiadas en los
ultimos afios, con el fin de poder conocer la diversidad microbiana existente en el
tracto digestivo de los hospedadores (Suh et al., 2003). Los microorganismos
cumplen diversas funciones en las vias metabdlicas de los invertebrados, entre ellas:
la sintesis de lipidos, amino&cidos, esteroles, vitaminas, y feromonas, la
degradacion de sustratos y la desintoxicacion de los compuestos inhibidores (Suh

et al. 2005).

Los microorganismos endosimbidticos degradan ciertos sustratos que los
hospedadores no lo pueden hacer por si mismos, mostrando un rol primordial en la

digestion enzimatica de la materia organica. Ademas, esta microbiota sirve como



sistema inmune para los invertebrados, cumpliendo un papel importante en la

prevencion de la colonizacion de cepas patogenas (Amat-Garcia et al., 2004).

La diversidad microbiana encontrada en el intestino del insecto, dependera de la
dieta y el estadio larval del insecto. Las comunidades microbianas seran
predominantes y estables de acuerdo con la dieta que esta degradando, y podria
cambiar si esta dieta varia (Hayashi et al., 2007). Algo muy resaltante es que la
microbiota intestinal puede ser usado como objeto de estudio, aplicando diversas
técnicas de bioprospeccion para encontrar nuevas especies de bacterias y hongos.
Las relaciones directas de hongos con insectos han sido poco estudiadas, pero se
sabe que los hongos que habitan en el intestino son esenciales en la digestion

enzimatica de los sustratos (Vega y Blackwell M., 2005).

Ademas, diversos trabajos han demostrado que insectos de diferentes especies
tienen la capacidad de generar sustancias antimicrobianas tanto en su superficie
como es su tracto digestivo previniendo la infeccién microbiana (Erickson et al.,
2004). La especie Hermetia illucens, que es utilizada para la bioconversion de
desechos organicos, también genera compuestos antibacterianos para eliminar a
microorganismos patdgenos presentes en estos ambientes (Jeon et al., 2011; Liu et
al., 2019).

La microbiota intestinal (comunidades bacterianas y fungicas) de la larva de la
mosca Hermetia illucens es diversa y abundante, y varia significativamente con el
sustrato. Los taxones bacterianos predominantes son Bacteroidetes,
Proteobacteria, Firmicutes, Fusobacteria y Actinobacteria, mientras que entre los
hongos podemos citar a Pichia, Geotrichum y Trichosporon (De Smet et al., 2018;

Correa et al., 2019).



Se ha demostrado que una mayor presencia de los taxones bacterianos como
Firmicutes que fermentan los carbohidratos complejos para producir butirato, o
convierten el lactato en butirato y propionato y Bacterioides que tienen la capacidad
de degradar un amplio repertorio de carbohidratos (por ejemplo, celulosa, pectina,
galactomanano, arabinogalactano, alginato y xilanos), aportan una comunidad de
bacterias beneficiosas para la larva de la mosca BSF y los animales que las

consuman (Huyben et al., 2019, Okazaki et al., 2019).

1.2.1.5 Los microorganismos como posibles fuentes de antibidticos.

En la naturaleza, los microorganismos viven en constante competencia por los
sustratos, por lo que han desarrollado mecanismos para protegerlos y defender su
habitat contra los potenciales competidores. Esta interaccidn, que sucede de manera
natural, puede representarse en el laboratorio mediante la aplicacién de un método
de cocultivo in vitro. EI método del cocultivo es una herramienta que permite
incrementar la produccién de una diversidad quimica de metabolitos secundarios
por hongos o bacterias cuando se cultivan dos 0 mas cepas diferentes en un mismo
sistema (Marmann et al., 2014; Wakefield et al., 2017).

En un trabajo reciente de nuestro grupo de investigacion del Laboratorio Andino
Amazonico de Quimica de la Vida (LAVI - UPCH - IRD) se reporté la presencia
de péptidos antimicrobianos de 4.2kDa aislados de larvas de la mosca H. illucens
capaces de inhibir el crecimiento de la bacteria patdgena Helicobacter pylori
(Alvarez et al., 2019). Ademas, en otro trabajo reciente de nuestro grupo de
investigacion LAVI - UPCH - IRD se aislé el hongo Chrysosporium multifidum a
partir del contenido intestinal de las larvas de H. illucens. El aislamiento bioguiado

del extracto del hongo permiti6 el aislamiento e identificacion de un compuesto con



actividad moderada sobre una cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) con un MIC de 62.5pug/mL (Correa et al., 2019).

Ademas, en otro trabajo reciente se alimentaron larvas con diferentes tipos de
sustratos. Los resultados mostraron poca similitud en la diversidad microbiana del
contenido intestinal de la larva de BSF y la diversidad microbiana del sustrato con
el cual son alimentadas. Sin embargo, a pesar de las diferencias encontradas a nivel
de la microbiota del contenido intestinal de las larvas alimentadas con diferentes
sustratos, se observo que todas las larvas compartian 48 unidades taxondmicas
operacionales (OTU) a nivel de especies bacterianas, siendo los Firmicutes y
Proteobacterias la mayoria. La presencia de un corpus taxonémico constante de
microbios puede deberse a la presencia de factores bidticos y abidticos generados
por la larva que permite el establecimiento de esta microbiota especifica en la larva

de BSF (Wynants et al; 2019).

1.2.2. Scopulariopsis brevicaulis

1.2.2.1. Generalidades

Los hongos presentan una diversidad y capacidad para adaptarse a diferentes
entornos convirtiéndolos en protagonistas cruciales en una variedad de procesos
bioldgicos y ecoldgicos. Uno de los hongos que ha atraido la atencion de los
cientificos en los ultimos afios es Scopulariopsis brevicaulis, un organismo que
desempefia un papel significativo tanto en la parasitologia humana como en la
ecologia de su habitat. Ademas, este hongo muestra un prometedor potencial en la
produccion de antibioticos, siendo un candidato interesante en la busqueda de

soluciones para desafios médicos actuales (Cuenca-Estrella et al., 2003).
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1.2.2.2. Ecologia

Scopulariopsis brevicaulis es un hongo filamentoso que pertenece al género
Scopulariopsis, el cual se encuentra en la familia Microascaceae. Este organismo
se caracteriza por su apariencia filamentosa y su capacidad de formar conidios,
estructuras reproductivas asexuales, que le permiten propagarse ampliamente en su
entorno. Aungue se ha descubierto en diversas localizaciones, S. brevicaulis es
comunmente encontrado en ambientes degradados, como suelos contaminados con
productos quimicos y materiales organicos en descomposicion. Su presencia en
ambientes degradados sugiere que este hongo podria tener un potencial
significativo en la biorremediacién, la cual implica el uso de organismos para

eliminar contaminantes del suelo y el agua (Andrewes et al., 1998).

Ademas, S. brevicaulis puede formar simbiosis mutualistas con ciertas plantas,
contribuyendo a la absorcién de nutrientes y al crecimiento de estas. Esta
interaccion entre el hongo y las plantas resalta su relevancia en los sistemas
ecoldgicos y subraya la necesidad de investigar mas a fondo su papel en la dindmica

de los ecosistemas terrestres (Andrewes et al., 1998).

Adicionalmente, este hongo ha demostrado una notable resistencia a condiciones
adversas, incluyendo altas concentraciones de sal, variaciones de temperatura y
niveles de humedad, lo que le permite sobrevivir en una amplia gama de habitats

(Mudau et al., 2016; Jay et al., 2003).
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1.2.2.3. Scopulariopsis brevicaulis como patdgeno oportunista

Uno de los aspectos mas intrigantes de S. brevicaulis es su capacidad para actuar
como un patégeno oportunista en seres humanos. Aungue no es un agente patogeno
primario, este hongo ha sido asociado con infecciones en individuos
inmunocomprometidos, como aquellos con sistemas inmunolégicos debilitados
debido a condiciones médicas subyacentes o tratamientos inmunosupresores. Las
infecciones causadas por S. brevicaulis a menudo se presentan como micosis
cutaneas o ungueales, y su diagndstico y tratamiento pueden ser desafiantes debido
a su similitud con otras infecciones fangicas como la onicomicosis o dermatofitosis

(Yao et al., 2015).

El hongo coloniza las ufas y la piel, y se ha aislado en muestras de tejido humano,
particularmente en individuos con afecciones preexistentes como diabetes o
enfermedades crénicas de la piel. A pesar de no ser tan conocido como otros
patdgenos fangicos, la capacidad de S. brevicaulis para causar infecciones en
pacientes inmunocomprometidos subraya la importancia de comprender su biologia
y su potencial para la resistencia a los tratamientos antifingicos convencionales
(Sandoval-Denis et al., 2013).

1.2.2.4. Potencial como productor de antibiéticos

La resistencia antimicrobiana es una creciente amenaza global para la salud
humana, y la bdsqueda de nuevas fuentes de antibidticos es crucial para abordar
este desafio. En este contexto, S. brevicaulis ha surgido como un candidato
prometedor en la produccion de antibioticos. Este hongo tiene la capacidad de

sintetizar una variedad de metabolitos secundarios, algunos de los cuales han
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demostrado tener propiedades antimicrobianas (Elkhateeb y Daba, 2022).

Uno de los compuestos mas estudiados de S. brevicaulis es la Escopularida A, que
ha mostrado actividad antibacteriana contra patdgenos resistentes a los antibidticos
comunes como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y otras cepas
de Staphylococcus y células tumorales. Ademas, se ha investigado su potencial para
inhibir el crecimiento de otros hongos patdégenos como Candida albicans, un hongo
oportunista que puede causar infecciones en humanos, lo que sugiere su versatilidad
como fuente de nuevos agentes antimicrobianos (Tamminen et al., 2014; Yu et al.,

2008).

1.2.3. Aeromonas hydrophila.

1.2.3.1. Generalidades

Aeromonas es un género de bacterias Gram negativas, anaerobicas facultativas, en
forma de varilla, no formadoras de esporas. Este género se divide en Aeromonas
psicofilicas no mdviles y Aeromonas mesofilas moviles; estas bacterias se
encuentran en depdsitos de agua dulce, suelo, productos agricolas y el tracto

digestivo de peces, reptiles y vertebrados superiores. (Percival et al. 2014)

En este género se encuentra Aeromonas hydrophila, una bacteria perteneciente a la
Familia Aeromonadaceae, Orden Aeromonadales y Clase Gammaproteobacteria.
Se presentan en forma de bacilos méviles Gram negativos, oxidasa y catalasa

positivo con un tamarfio entre 1 y 3.5um de didmetro.

13



1.2.3.2. Ecologia

Aeromonas hydrophila estd distribuida ampliamente en diversos ambientes
acuaticos como rios, lagos y estuarios, actuando como un patdégeno oportunista de
peces, anfibios, reptiles y mamiferos pudiendo incluso estar presente en el hombre
(Janda y Abbott 2010, Zhou et al., 2019).

Se ha observado la presencia de bacterias del género Aeromonas en alimentos para
el hombre como las carnes (ternero, ovino, cerdo, pescado y pollo), verduras,
huevos, mariscos y derivados lacteos (Hoel et al., 2019; Hussain et al., 2014). Se
considera que la fuente de contaminacion es el agua dado que se ha reportado la
presencia de Aeromonas en plantas de tratamiento de agua potable periféricos a
centros urbanos (Robertson et al., 2014). Esta contaminacion genera problemas de
salud pablica como meningitis, neumonia, sepsis asociada a heridas y diarreas en
personas (Subbaram et al., 2019).

Ademas, A. hydrophila se ha relacionado con una fuerte mortalidad de peces en el
mundo entero durante la Gltima década. Esta bacteria causa forunculos o ulceras en
la piel de los peces y hasta hemorragias y septicemias, causando una mortalidad
importante en las granjas de cultivos de especies como la trucha (Oncorhynchus
mykiss) y el salmén (Salmo salar), generando elevadas pérdidas econdmicas

(Romstad et al., 2014; Goncalves Pessoa et al., 2019).

Los factores de virulencia determinantes que estdn asociadas a Aeromonas
hydrophila son citotoxicas, de adherencia y actividad hemolitica. También
recientemente se han encontrado factores como proteasas, proteinas de membrana

externa y proteina histone-like HU-2 (Frias et al. 2017).

14



1.2.3.3. Sensibilidad a antibioticos

Se ha reportado que Aeromonas hydrophila es resistente a quinolonas y
betalactamicos y presenta una sensibilidad variable a otros antibi6ticos como acido
nalidixico, cloranfenicol, gentamicina, ciprofloxacina y minocilina (Skwor et al.,
2014; Zhou et al., 2019).

El uso indiscriminado de antibidticos en la acuicultura ha desencadenado la
aparicion de cepas de A. hydrophila resistentes a los tratamientos convencionales
(Zhao et al., 2019). El principal mecanismo de resistencia de la bacteria A.
hydrophila es la presencia de B-lactamasas cromosomicas inducibles (Stratev y
Odeyemi 2016). Ante ello, el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI)
recomienda, como pautas para la prueba de susceptibilidad de antimicrobianos
frente a A. hydrophila, el uso del caldo Mueller-Hinton ajustado a cationes para las
pruebas de la determinacion de la MIC por microdilucion, mientras que el agar
Mueller-Hinton se recomienda utilizarlo para la determinacion de la MIC por
difusion en disco (Jorgensen y Hindler 2007).

Teniendo en cuenta la necesidad de contrarrestar o prevenir la infeccion por A.
hydrophila en la crianza de peces en sistemas acuicolas, se hace necesario buscar

nuevos compuestos activos contra esta bacteria patogena.
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1.2.4. Sistema inmune en peces.

1.2.4.1. Generalidades

Los peces, desde las pequefias especies de agua dulce hasta los impresionantes
depredadores marinos, prosperan en una variedad de entornos acuaticos como rios,
lagos y océanos profundos. Los peces, durante su ciclo de vida, estan expuestos a
una variedad de amenazas como patdégenos microbianos, depredadores y cambios
ambientales, lo que hace que su sistema inmunoldgico sea un componente esencial
para su supervivencia y bienestar.

La interaccion entre los peces y microorganismos patogenos representa un desafio
constante para su salud y bienestar del vertebrado. Uno de los patdgenos mas
preocupantes en este contexto es Aeromonas hydrophila, una bacteria que puede
causar enfermedades graves en una amplia variedad de especies de peces en habitats
acuaticos de todo el mundo descritas en la seccion anterior.

La evolucién ha dotado a los peces con un sistema inmunoldgico adaptado para
detectar, combatir y neutralizar amenazas microbianas como Aeromonas
hydrophila. La respuesta inmunoldgica frente a esta bacteria es un proceso
multifacético que involucra tanto componentes innatos como adaptativos. Las
respuestas inmunitarias innatas incluyen la activacion de células fagociticas, la
produccion de proteinas antimicrobianas y la participacion de moléculas de
reconocimiento de patrones que alertan al sistema inmunoldgico sobre la presencia
de microorganismos patogenos. Mientras que, las respuestas inmunitarias
adaptativas incluyen la activacion de linfocitos B, produccion de anticuerpos y

generacion de una memoria inmunologica.
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1.2.4.2. Respuesta inmune innata de peces frente a Aeromonas

Las respuestas inmunitarias innatas desarrolladas por los peces frente a una
infeccion por Aeromonas son:

1.2.4.2.1. Células fagociticas: Las células fagociticas son componentes clave del
sistema inmunoldgico innato en peces. Estas células, que incluyen a los macréfagos
y los neutréfilos, tienen la capacidad de detectar, rodear y absorber a los
microorganismos invasores, como Aeromonas hydrophila. Una vez que las células
fagociticas capturan a las bacterias, las destruyen en su interior mediante la
liberacion de enzimas como la lisozima la cual tiene mayor actividad bactericida
que la lisozima de vertebrados superiores y sustancias toxicas como 6xido nitrico y
anion superdxido (Ellis A.E. 2001; Zhang et al., 2014; John et al., 2002).

1.2.4.2.2. Proteinas antimicrobianas: El sistema inmunol6gico innato de los peces
produce proteinas antimicrobianas como péptidos catidnicos y lectinas, que son
efectivas contra una variedad de microorganismos patdgenos, incluyendo
Aeromonas. Estas proteinas tienen la capacidad de dafiar las membranas celulares
de los pat6genos y, en algunos casos, interferir con su capacidad de reproduccion
(Ellis A.E. 2001).

1.2.4.2.3. Moléculas de reconocimiento de patrones: Estas moléculas son
proteinas especializadas que pueden identificar estructuras especificas en las
superficies de los microorganismos, conocidas como patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) dentro de los cuales
podemos citar al lipopolisacarido (LPS), peptidoglicano, flagelina y ADN
bacteriano no metilado. Cuando se encuentran con PAMPSs, estas moléculas alertan

al sistema inmunoldgico sobre la presencia de A. hydrophila desencadenando
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respuestas inflamatorias mediado por receptores de tipo Toll 5 (flagelina) o Toll 9
(ADN bacteriano), la activacion de células fagociticas para eliminar al patdgeno y
la liberacion de moléculas sefializadoras que alertan al sistema inmunolégico sobre

la presencia de la bacteria patogena (Basu et al., 2015; Qin et al., 2019).

1.2.4.3. Respuesta inmune adaptativa de peces frente a Aeromonas

En casos en los cuales el patdgeno sigue presente, aun despues de la respuesta
inmune innata, se activaran las respuestas inmunes adaptativas. Las respuestas
inmunes adaptativas desarrolladas por los peces frente a una infeccion por
Aeromonas son:

1.2.4.3.1. Linfocitos: Los linfocitos son células especializadas del sistema
inmunoldgico adaptativo de los peces. Los dos tipos principales de linfocitos son
los linfocitos T y los linfocitos B. Los linfocitos T (CD4+ o CD8+) desempefian un
papel crucial en la respuesta inmunoldgica adaptativa al reconocer y destruir células
infectadas por patdgenos. Los linfocitos B, por otro lado, producen anticuerpos que
pueden unirse a las bacterias y otros patégenos para neutralizarlos (Smith et al.,
2019).

1.2.4.3.2. Anticuerpos: Los anticuerpos son proteinas producidas por los linfocitos
B que se unen de manera especifica a los antigenos en la superficie de los patégenos,
como las bacterias. los anticuerpos que se producen en respuesta a una infeccion
por Aeromonas son principalmente inmunoglobulinas (Igs) de una variedad
diferente en comparacion con los mamiferos. Dentro de las Igs que se han
identificado en peces incluyen la IgM (respuesta inmunoldgica inicial), IgT
(producido en branquias e intestino) e IgG producido en algunas especies de peces

(Mashoof y Criscitiello, 2016, Smith et al., 2019).
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Este proceso de unién marca a los patdgenos para su destruccidn por parte de otras
células del sistema inmunoldgico o para su eliminacion del cuerpo ayudando a
prevenir reinfecciones futuras al crear una memoria inmunologica.

1.2.4.3.3. Memoria Inmunologica: Uno de los aspectos méas destacados del
sistema inmunologico adaptativo en peces es la capacidad de desarrollar memoria
inmunoldgica. Cuando un pez se expone a una bacteria como Aeromonas
hydrophila, el sistema inmunoldgico "recuerda” la infeccién y puede responder de
manera mas eficiente y efectiva si se encuentra nuevamente con el mismo patdégeno
en el futuro. Esta memoria inmunologica puede ser fundamental para la
supervivencia de los peces en ambientes donde los patdgenos son persistentes

(Smith et al., 2019).

1.2.4.4. Respuesta inmune inducida por productos naturales

Los productos naturales derivados de diversas fuentes, como plantas, hongos y otros
organismos, han sido objeto de investigacién para comprender su capacidad para
inducir y modular la respuesta inmunoldgica en peces. Estos productos naturales a
menudo contienen compuestos bioactivos con propiedades inmunomoduladoras
que podrian ser Utiles para conservar las poblaciones de peces silvestres y de
produccion acuicola y asi mejorar la resistencia de los peces a enfermedades
producidos por A. hydrophila, reduciendo la necesidad de antibi6ticos.

En un trabajo realizado por Ran et al. (2016) se administro en la dieta de Tilapias
del Nilo (Oreochromis niloticus) levaduras enteras al 2% o lisadas al 0.3% (pared
celular) y luego fueron infectados con A. hydrophila. Los resultados mostraron un
efecto protector de la dieta de levaduras enteras y lisadas en la infeccion mediante

la estimulacion del aumento de poblaciones de células del tipo neutrofilos,
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macrofagos y linfocitos lo que evidencia una potenciacion de una respuesta de tipo
celular en el pez. Si bien es cierto que esta respuesta celular no es especifica, los
resultados sugieren la importancia de la dieta con este tipo de hongo para generar
un efecto beneficioso sobre el sistema de defensa inmune en el pez.

En otro trabajo realizado por Iwashita et al. (2015) evaluaron los efectos del uso de
bacterias Bacillus subtilis, Aspergillus oryzae y Saccharomyces cerevisiae como
suplementos dietéticos para juveniles de Tilapias del Nilo (Oreochromis niloticus)
para mejorar la inmunidad innata y resistencia frente a A. hydrophila. Los
resultados mostraron en peces alimentados con los microorganismos un aumento
en el nimero de glébulos blancos y una disminucion de la mortalidad proponiendo
el uso combinado de B. subtilis, A. oryzae y S. cerevisiae como probiéticos
beneficiosos para juveniles de O. niloticus.

Ademas del uso de hongos y bacterias como agentes inmunomoduladores en el pez,
también se ha explorado el uso de extractos de plantas y/o compuestos como
agentes que promueven la produccion de respuestas protectoras en el pez. En un
estudio realizado por Kumar et al. (2013), se investigd cdmo la inclusion de
Azadiractina, un compuesto obtenido de la planta medicinal Azadirachta indica, en
la dieta de peces dorados (Carassius auratus) podria afectar su respuesta
inmunoldgica ante la infeccion con la bacteria Aeromonas hydrophila. Los
resultados del estudio revelaron mejoras significativas en varios aspectos del
sistema inmunolégico de los peces que recibieron la suplementacién con
Azadiractina en comparacion con un grupo de control. En particular, se observo un
aumento en la cantidad de inmunoglobulina total, leucocitos, actividad fagocitica y

actividad de lisozima sérica en los peces suplementados con Azadiractina. Estos
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hallazgos sugieren que la molécula Azadiractina tiene el potencial de actuar como
un agente inmunoestimulante en la industria acuicola.

Estos estudios destacan como los compuestos naturales, obtenidos de una
diversidad de fuentes, pueden desencadenar mejoras significativas en la respuesta
inmunoldgica de los peces, lo que podria tener importantes aplicaciones en la
acuicultura para fortalecer la salud y la resistencia de los peces frente a

enfermedades causadas por la bacteria patdgena para peces A. hydrophila.
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1.3. Planteamiento del problema

Actualmente en la industria agropecuaria y piscicola a nivel mundial se administran
antibioticos como profilaxis para prevenir las infecciones o como promotores de
crecimiento con el proposito de incrementar la productividad (van Duijkeren et al.,
2019). Bajo esta “estrategia” los alimentos de los animales son suplementados con
dosis infraterapéuticas de antibidticos con el fin de prevenir la aparicion de brotes
y aumentar la masa corporal (Lillehoj et al., 2018). Esta estrategia de produccion,
que se realiza intensamente en aves de corral, cerdos y peces esta generando un
grave problema de salud publica debido a que favorece la proliferacion de cepas
bacterianas patdgenas resistentes que afectan la salud animal y de las personas que
los consumen (Roth et al., 2019, Zeineldin et al., 2019). Este aumento de la
resistencia bacteriana puede generarse por un contacto directo o indirecto, mediante
la manipulacion y/o consumo de alimentos, agua, polvo, residuos y, ademas, por la
utilizacion de desechos animales como abono en campos de cultivo. Esta
propagacion puede aumentar significativamente mediante la transferencia
horizontal de genes de resistencia presentes en los plasmidos por medio de la
conjugacion bacteriana entre especies residentes de los animales de corral o peces
y bacterias residentes del medio ambiente cercanas a las granjas.

El género Aeromonas constituye un grupo de bacterias patdgenas de importancia
para la acuicultura ya que pueden actuar causando ulceras en la piel y hasta
hemorragias y septicemias en peces como el salmén del Atlantico en Chile (Salmo
salar) (Valderrama et al., 2019), la trucha Arco Iris en Per (Oncorhynchus mykiss)
(Mateo et al., 2016) con porcentajes de pérdidas que pueden llegar al 51% (Zepeda.,

2015) y el paiche (Arapaima gigas) (Reis Dias et al., 2019).
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Ademas de ello se observo que Aeromonas hydrophila son resistentes a penicilinas
y cefalosporinas. Esta resistencia puede deberse al mecanismo de transferencia
horizontal de elementos moviles del genoma que poseen una amplia gama de genes
de resistencia.

En un trabajo reciente se realizd un estudio de la resistencia a los antimicrobianos
en diversas especies de Aeromonas aisladas de peces criados en estanques
artificiales en Uruguay (Perretta et al., 2019). Los resultados mostraron el elevado
nimero de aislamientos de cepas de Aeromonas multirresistentes en criaderos
artificiales, siendo principalmente resistentes a macrolidos y penicilinas naturales.
Este hecho es de gran relevancia, puesto que, ademas de generar dificultades para
el tratamiento de las infecciones ocasionadas por Aeromonas, también, pueden
actuar como reservorios de genes de resistencia que pueden dispersarse hacia otros
ecosistemas en el medio acuético.

Recientemente un grupo de investigacion realizo la evaluacion de la actividad de
glucoproteinas aisladas de levadura contra Aeromonas caviae. En este trabajo se
observd que la glucoproteina G tuvo una concentracion minima inhibitoria (MIC)
de 83.3mg/mL y una concentracion minima bactericida (MBC) de 166.7mg/mL
revelando importantes conocimientos sobre un posible control ecoldgico con

productos naturales (Wu et al., 2020).

Ante este problema de resistencia antimicrobiana se propuso en este trabajo de
investigacion aislar e identificar preliminarmente nuevas moléculas antibidticas
contra Aeromonas hydrophila a partir de la microbiota previamente aislada del

tracto digestivo de la mosca soldado negra (Hermetia illucens).
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1.4. Justificacién del estudio

Las larvas adultas de la mosca soldado negra (BSF) o Hermetia illucens poseen un
interés debido a que, ademas de jugar un rol importante en la digestion de desechos
organicos, presentan diversos mecanismos para combatir la presencia de
microorganismos patdgenos como Escherichia coli, Salmonella enterica,
Klebsiella pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Shigella dysenteriae y Shigella
sonnei mediante la produccion de componentes bacteriostaticos, bactericidas y
fungicidas (Vogel et al., 2018, Erickson et al., 2004, Jeon et al., 2011, Lalander et

al., 2013, Harlystiarini et al., 2019, Choi et al., 2012, Choi et al., 2018).

Recientemente nuestro grupo de investigacion ha evaluado la actividad de péptidos
antimicrobianos aislados de la hemolinfa de larvas de Hermetia Illucens. Se
encontré que una mezcla de 4 péptidos con masa molecular similar, purificados y
caracterizados mediante técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) y Espectrometria de masas acoplado a un UPLC (UPLC-MS), presentaron

actividad contra la cepa ATCC 43504 de Helicobacter pylori. (Alvarez et al., 2019).

Asi mismo, nuestro grupo de investigacion ha publicado recientemente otro trabajo
de investigacion en el cual se logré evidenciar el potencial rol que cumple la
microbiota de la mosca BSF el cual podria actuar como apoyo del sistema inmune.
En este trabajo se aislo la molécula 5,6-dihidro-4-metoxi-6- (1-oxopentil) -2H-
piran-2-ona a partir del hongo Chrysosporium multifidum aislado del tracto
digestivo de la larva de Hermetia illucens. Este compuesto aislado y caracterizado
mediante técnicas quimicas (UPLC-MS, RMN) vy bioldgicas (MIC por

microdilucion en caldo, bioautografia y método de Kirby-Bauer) presentd una ICso
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de 11.4pg/mL y una MIC de 32.5ug/mL sobre la bacteria patdgena Staphylococcus

aureus MRSA (Correa et al., 2019).

Estos hallazgos brindan evidencias y una nueva perspectiva con respecto a los
efectos antimicrobianos de los microorganismos presentes en la microbiota de la
larva de H. illucens sobre bacterias Gram negativas como Aeromonas hydrophila,
gue genera un impacto negativo en la produccién acuicola y que se agrava ain mas
con la aparicion de cepas resistentes al tratamiento convencional con

antimicrobianos (Ren et al., 2019).

La aparicion de resistencia a los antimicrobianos y la necesidad de un mejor agente
antimicrobiano de amplio espectro siempre tiene una gran demanda en la industria
agropecuaria y acuicola. Por lo tanto, es esencial explorar estrategias de prevencion

y control para aliviar de manera efectiva la resistencia a los antimicrobianos.

Ante estos hallazgos, en este trabajo de investigacion se propuso realizar un
screening de los microorganismos pertenecientes a la microbiota de la mosca BSF
que inhiban el crecimiento de la bacteria patégena Aeromonas hydrophila con el fin
de caracterizar preliminarmente los compuestos activos presentes utilizando
técnicas quimicas de aislamiento (UPLC-MS) acoplado a pruebas de validacién
bioldgicas (método de Kirby-Bauer, Bioautografia y MIC por microdilucion en

caldo).
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Il. HIPOTESIS

La evaluacion de la actividad antagénica de los hongos previamente aislados del
tracto digestivo de las larvas de Hermetia illucens permitira la identificacion
preliminar de moléculas presentes en una fraccidn activa contra la bacteria patdgena
para peces Aeromonas hydrophila lo que podria tener implicaciones significativas
en el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos para la prevenciéon y el

tratamiento de las infecciones en peces causadas por esta bacteria.
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I1l. OBJETIVOS
I11.1. Objetivo general

Aislar e identificar preliminarmente moléculas producidas por la microbiota
previamente aislada de la mosca Hermetia illucens presentes en una fraccion activa

contra la bacteria patdgena para peces Aeromonas hydrophila

I11.2. Objetivos especificos

1) Realizar pruebas de enfrentamiento entre microorganismos previamente
aislados del tracto digestivo de las larvas de Hermetia illucens y la bacteria
patdgena Aeromonas hydrophila ATCC 7966.

2) Cultivar en masa el hongo u hongos con mayor actividad antagonica,
preparar extractos crudos y evaluar su actividad antimicrobiana contra la
bacteria Aeromonas hydrophila.

3) Preparar fracciones activas contra Aeromonas hydrophila a partir del hongo
Scopulariopsis brevicaulis.

4) Identificar preliminarmente las moléculas presentes en una fraccion activa
contra Aeromonas hydrophila mediante técnicas de quimica estructural
utilizando un espectroémetro de masa de alta resolucion acoplado a un UPLC

(UPLC-HRMS).
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IV. METODOLOGIA

IV.1. Poblacion, muestra u objeto de estudio

1V.1.1. Disefo de estudio

El presente trabajo de tesis doctoral se enmarca en un disefio de tipo experimental
prospectivo en el cual se recopilaron datos de actividad antimicrobiana a medida
que avanzé la marcha experimental de bioguiaje. Para ello, se llevaron a cabo
evaluaciones de los diametros de inhibicion, la concentracion inhibitoria media
(ICsp), la concentracion minima inhibitoria (MIC) y la concentracion minima
bactericida (MBC) de los extractos y fracciones obtenidos a partir del hongo

filamentoso Scopulariopsis brevicaulis activo contra A. hydrophila.

1VV.1.2. Poblacion

La poblacion de estudio estuvo compuesta por hongos levaduriformes vy
filamentosos previamente aislados del tracto digestivo de la larva de Hermetia
illucens también conocida como mosca soldado negra (BSF). Ademas, se incluyo
la bacteria Aeromonas hydrophila ATCC 7966 adquirida comercialmente y células
de mamifero proveniente de una linea celular de macréfago de raton Raw Cells

264.7.

IVV.1.3. Muestras bioldgicas

1V.1.3.1. Hongos

Se utilizaron 5 especies de hongos levaduriformes Pichia kudriavzevii (cepas

HGS11 1, HGS11 2, HGS11 5, HGS11 6, HGS11 7, HGS11 8, HGS11 12 y
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HGS11 14), Candida glabrata (cepas HGS11 3, HGS11 4, HGS11 9 y
HGS11 13), Stephanoascus ciferrii (cepa HGM11_6), Trichosporonales no
clasificados (HGM11 9; HGM11 10; HGM11 11) y Candida pseudorugosa
(cepa HGM11 13) y 4 especies de hongos filamentosos Aspergillus sp. (cepas
HGU11 2, HGU11l 3y HGU11 11), Scopulariopsis brevicaulis (cepas HGU11 4
HGU11 5 HGU11l 6 HGU11 7), Chrysosporium multifidum (cepa HGU11 8) y
Penicillium janthinellum (cepa HGU11 10) previamente aislados a partir del tracto
digestivo de larvas de la mosca soldado negra (BSF — Hermetia illucens). Estos
hongos fueron mantenidos mediante repiques continuos en Agar Sabouraud y

cultivados a 30°C.

IVV.1.3.1. Bacteria patégena

Se utilizo la especie bacteriana Aeromonas hydrophila ATCC 7966 patdgena de
peces para la evaluacion del MIC y el MBC. Esta bacteria fue mantenida mediante

repiques continuos en agar Tripticasa de soya a 30°C.

1VV.1.3.1. Linea celular de mamifero

Se utiliz6 la linea celular de macrofago de raton Raw Cells 264.7 gentilmente
donada por el Laboratorio de Patho-antigenos a cargo del Dr. Jorge Arévalo Zelada.
Esta linea celular permitié obtener valores de citotoxicidad (ICso) y obtener el
Indice de Selectividad (1S) cuyos procedimientos experimentales se describen en el

procedimiento 1V.2.4.
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IV.2. Procedimientos y técnicas

IV.2.1. Pruebas de enfrentamiento entre hongos previamente aislados de
larvas de la mosca Hermetia illucens y la bacteria patdogena Aeromonas

hydrophila

Esta prueba se realiz6 con la finalidad de seleccionar aquellos hongos
levaduriformes o filamentosos previamente aislados del tracto digestivo de la larva
de la mosca BSF que produjeron compuestos antimicrobianos contra A. hydrophila
ATCC 7966. Luego se selecciond el microorganismo con mayor actividad
antimicrobiana y que fuera novedoso en relacién con la produccion de compuestos

activos.

IV.2.1.1. Pruebas de enfrentamiento utilizando el método cocultivo para

hongos levaduriformes

El enfrentamiento entre 17 cepas levaduriformes previamente aisladas del tracto
digestivo de la mosca soldado negra y Aeromonas hydrophila se realizé mediante
el método “Agar Slab” modificado o disco de agar. El efecto antagonista se detecto
mediante la presencia de zonas de inhibicidon alrededor del disco de agar. Se utiliz6

el antibidtico Tetraciclina como control positivo contra la bacteria patdgena.

El disefio experimental consistio en preparar una suspension de A. hydrophila
ATCC 7966 a la concentracion de 1x10° UFC/mL en Agar Nutritivo, para
posteriormente enfrentarlas con los hongos levaduriformes de BSF (Andrzejewska

et al., 2007, Polak-Berecka et al., 2009, Pereira et al., 2013).
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Los hongos levaduriformes previamente aislados del tracto digestivo de la larva de
la mosca BSF fueron sembrados por incorporacion a una concentracion de 1 x 10°
UFC/mL en una placa conteniendo 15 mL de agar Sabouraud he incubadas a la
temperatura de 30°C por un tiempo de 24 horas. Posteriormente se cortaron
segmentos circulares de 5mm de didmetro a partir del cultivo de cada
microorganismo aislado de BSF y fueron colocados cuidadosamente sobre el agar
nutritivo recientemente cultivado con la bacteria patégena A. hydrophila. El
enfrentamiento se realizd por un tiempo de 24 horas a la temperatura de 30°C, luego
de este tiempo se verifico la presencia de zonas de inhibicion de crecimiento

bacteriano. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

Se evalud la presencia de una zona de inhibicién de crecimiento de la cepa
bacteriana patdgena para peces alrededor del blogue de cultivo circular conteniendo
al microorganismo de BSF (Figura 3). Se midié el didmetro de inhibicién y se
calcul6 el Potencial Antimicrobiano (PA) de cada microorganismo de BSF (PA =
didametro del halo de inhibicién / didmetro del crecimiento de microorganismo de
BSF. Los microorganismos de BSF con actividad antimicrobiana presentaron
valores de PA mayores a 1, mientras que los microorganismos de BSF sin actividad
antimicrobiana presentaron valores iguales a 1. Se utilizaron discos de agar de 5mm

de didmetro conteniendo 30ug de Tetraciclina como control positivo.
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Bacteria p—— Halo de

patégena\<' inhibicién

/| <> DH: Didametro del hongo
/< DI: Diametro de inhibicion.

Hongo
Figura 3: Representacion grafica de la actividad antagonica esperada en el
enfrentamiento fangico levaduriforme contra Aeromonas hydrophila. Las
flechas morada y roja sefialan los didmetros evaluados para obtener el potencial

antimicrobiano. Fuente (Correa 2018)

IV.2.1.2. Pruebas de enfrentamiento utilizando el método del cocultivo para

hongos filamentosos

Esta prueba se realiz6 con la finalidad de seleccionar aquellos hongos filamentosos
que inhiban el crecimiento de la bacteria patdgena A. hydrophila. Para ello, se
utilizo el método de “Cocultivo” para observar in vitro la capacidad antagonica de
los microorganismos aislados de larvas de la mosca BSF contra A. hydrophila. El
efecto antagonista se detectd mediante la presencia de zonas de inhibicion alrededor
de la zona de crecimiento del hongo filamentoso. Se utilizé el antibidtico

Tetraciclina como control positivo contra la bacteria patdgena.

El disefio experimental consistié en preparar un cultivo de hongos filamentosos en
agar papa dextrosa (APD) por 5 dias a 30°C. Posteriormente se recolectaron las

esporas y se cuantificaron en un microscopio éptico a 40X de aumento. Luego 10uL
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de la suspension de esporas conteniendo 10 esporas fueron sembradas en una placa
de agar Sabouraud y puesto a cultivarpor 6 dias a 30°C. Luego del periodo de
incubacion, cuando el hongo filamentoso ha crecido, se inocularon, con un hisopo
estéril, las bacterias de A. hydrophila a una concentracion de 1x10% UFC/mL en
toda la placa sin entrar en contacto con el hongo filamentoso. El enfrentamiento se
realizd por el tiempo de 24 horas a la temperatura de 30°C, luego de este tiempo se
evalué la presencia de zonas de inhibicion. Todos los experimentos fueron
realizados por triplicado (Andrzejewska et al., 2007, Polak-Berecka et al., 2009,

Pereira et al., 2013).

IV.2.2. Cultivo en masa de hongos con mayor actividad antagonica,
preparacion de extractos crudos y evaluacion de su actividad antimicrobiana

contra la bacteria Aeromonas hydrophila

A partir del punto 1V.2.1.1y IV.2.1.1.2 se seleccionaron a los hongos filamentosos
Aspergillus sp., Scopulariopsis brevicaulis y Chrysosporium multifidum por su
mayor actividad contra Aeromonas hydrophila. Estos hongos fueron cultivados en
un volumen de 500mL para obtener extractos crudos extraidos por los solventes
organicos Acetato de Etilo (AE), Diclorometano (DCM) y Metanol (MeOH).
Posteriormente los extractos crudos fueron evaluados a nivel de su actividad In vitro
contra A. hydrophila utilizando las técnicas de microdilucion en caldo vy

bioautografia.

33



IV.2.2.1. Cultivos en masa de hongos filamentosos Aspergillus sp.,

Scopulariopsis brevicaulis y Chrysosporium multifidum

Se prepard 500mL de cultivo de las especies de hongos filamentosos Aspergillus
sp., Scopulariopsis brevicaulis y Chrysosporium multifidum. Para ello se realizaron
repiques de cada especie de hongo en Agar Sabouraud y luego fueron cultivados a
30°C por 5 dias. Posteriormente se recolectaron las esporas de cada hongo y se
contaron en microscopio optico a fin de preparar una dilucion que permita obtener
una concentracion inicial de 1 x 108 esporas/mL de caldo Mueller Hinton (MHB).
Finalmente, el cultivo de cada hongo realizado en caldo MHB fue colocado en un
Shaker orbital de la marca MRC a 100 revoluciones por minuto (RPM) y 30°C

durante 5 dias para su utilizacion en el siguiente procedimiento 1V.2.2.2.

IV.2.2.2. Preparacion de los extractos crudos AE, DCM y MeOH a partir de
los hongos filamentosos Aspergillus sp., Scopulariopsis brevicaulis vy

Chrysosporium multifidum

A partir del cultivo de 500mL de los hongos filamentosos Aspergillus sp.,
Scopulariopsis brevicaulis y Chrysosporium multifidum se procedid a obtener los
extractos AE, DCM y MeOH. Para ello, el cultivo en caldo MHB de cada hongo
fue filtrado utilizando papel Whatman N°2 que fue colocado sobre un embudo de
Bichner y conectado a una bomba de vacio. El sobrenadante (SN) fue particionado
en 2 volumenes de 250mL para realizar la extraccion volumen-volumen con AE
(1:1) y DCM (1:1), mientras que el pellet fue mezclado con Metanol/agua (8:2) a
una concentracion del 10% peso/volumen y sonicado para la lisis celular y la

posterior liberacion de los componentes intracelulares. Posteriormente, cada una de
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las fases AE, DCM y MeOH (preparados de manera independiente) fueron
separadas de la fase acuosa en ampollas de decantacion de 500mL. Finalmente, las
fases AE, DCM y MeOH fueron evaporadas utilizando un rotagvaporador (BUCHI
B-480). Todos los extractos libres de solvente fueron pesados en una balanza
analitica Ohaus Adventure™, disueltos en dimetilsulfoxido (DMSO) a una
concentracion de 400mg/ml y almacenados a -20°C hasta su utilizacion en el

siguiente procedimiento 1V.2.2.3.

1VV.2.2.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos AE, DCM,
MeOH vy de sus fracciones sobre la bacteria A. hydrophila por la técnica de

microdilucion en caldo.

Se determind la concentracién inhibitoria media (ICsp), la Concentracion Minima
Inhibitoria que inhibe el total crecimiento bacteriano (MIC) y la Concentracién
Minima Bactericida que elimina el 99.9% de los microorganismos viables (MBC)
de los extractos obtenidos a partir de los hongos activos contra A. hydrophila
utilizando la metodologia de microdilucion en caldo en placas de 96 pozos (Miller

et al., 2005, Gieseker et al., 2012, Correa et al., 2019).

El disefio experimental consistié en utilizar cultivos de 24 horas de Aeromonas
hydrophila ATCC 7966 a una concentracion de 1x10° UFC/mL en un volumen final
de 100pl/pozo de caldo de cultivo Luria Bertani (LB). Sobre este cultivo se
colocaron los extractos disueltos en DMSO en un rango de concentracion de 0.125
a 4mg/mL. El control positivo Tetraciclina se administré por triplicado en un rango

de concentracion de 0.004 a 2ug/mL. Posteriormente, los cultivos fueron incubados
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por 24 horas a 37°C y se determiné el crecimiento bacteriano mediante la lectura de

la Densidad optica (OD) a 650nm utilizando el multilector de placas Chameleon V.
En este disefio experimental se consideraron los siguientes controles:

e Control de crecimiento: Pocillos conteniendo a la bacteria patogena A.
hydrophila cultivada en caldo de cultivo LB.

e Control Positivo: Pacillos conteniendo a la bacteria patdgena A. hydrophila
cultivada en caldo de cultivo LB suplementado con el antibiotico
Tetraciclina.

e Control Negativo: Pocillos conteniendo a la bacteria patdgena A. hydrophila
cultivada en caldo de cultivo LB suplementado con el diluyente DMSO en
un rango de porcentajes que fueron del 0.01 al 1%.

e Control de extracto: Pocillos conteniendo caldo de cultivo LB suplementado
con los extractos disueltos en DMSO.

Para la determinacion de la 1Cso se calcul6 el porcentaje de inhibicion para cada
concentracion del extracto. Los porcentajes de inhibicién fueron obtenidos
mediante la siguiente formula:

Ac — Am

% Inhibicién = ( —

) x 100%

Donde Ac es la absorbancia del control de crecimiento de la bacteria patégena en
ausencia de los extractos y Am es la absorbancia de la bacteria patdgena expuesta
al extracto crudo activo. Por altimo, la concentracion inhibitoria media (ICso) fue
determinada utilizando la plantilla PROBIT en Excel para Windows 10.

Para la determinacion de la MIC, se evalu6 de manera visual la minima

concentracion del extracto o fraccion que inhibe el total crecimiento bacteriano.
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Para la determinacion de la MBC, se extrajo con una aza de siembra estéril una
alicuota de los cultivos expuestos a los extractos o fracciones que presentaron una
concentracion que inhibio el total crecimiento bacteriano y se sembré en agar BHI
libre de extracto o fraccién inhibitoria de crecimiento. Posteriormente, las placas
con agar BHI fueron incubadas a 30°C por 24 horas. Finalmente, se evalud de
manera visual la minima concentracion del extracto o fraccion que elimina el 99.9%
de los microorganismos viables.

Al final de este procedimiento se observo que la fraccion DCM del hongo
filamentoso Scopulariopsis brevicaulis cepa HGU11 4 presentdé mayor actividad
antimicrobiana a nivel de la I1Cs, MIC y MBC en comparacion con las otras
fracciones de los hongos filamentosos Aspergillus sp. cepa HGU1l 3 vy

Chrysosporium multifidum cepa HGU11_8.

IV.2.3. Fraccionamiento biodirigido del extracto crudo de diclorometano del

hongo filamentoso Scopulariopsis brevicaulis cepa HGU11 4

Luego de realizar el anélisis bioldgico de los extractos crudos AE, DCM y MeOH
descritos en el procedimiento 1V.2.2, se decidié continuar con el fraccionamiento
del extracto DCM por presentar actividad promisoria contra la bacteria A.
hydrophila. Para ello, se realiz6 un cultivo en masa del hongo S. brevicaulis cepa
HGU11 4 en 25L de caldo Mueller Hinton el cual fue incubado en un Shaker orbital
a 100 RPM a 30°C durante 5 dias a fin de obtener un peso de 1500mg del extracto
crudo DCM para su posterior fraccionamiento biodirigido mediante la evaluacion

de la actividad por el método de bioautografia. Finalmente, aquellas fracciones
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activas contra A. hydrophila seran subfraccionadas y evaluadas a nivel de su

actividad antimicrobiana.

1VV.2.3.1. Fraccionamiento del extracto crudo DCM

Siguiendo el esquema presentado en el Anexo 1, se procedio con el fraccionamiento
de 1500mg del extracto crudo diclorometano del hongo filamentoso Scopulariopsis
brevicaulis cepa HGU11l 4 mediante la técnica de cromatografia liquida de
mediana presion (MPLC) en una columna preparativa de silica gel RP-18 (fase
reversa, Merck) con una bomba BUCHI C-605 acoplada a un controlador BUCHI
C-615. Paracello, se pes6 30g de silica gel RP-18 y se coloco en la columna de vidrio

para formar una fase compacta.

Seguidamente se eluyo preliminarmente la columna para extraer el aire con una
solucion de agua:acetonitrilo en proporcion 9:1 con un flujo de 15mL/min. Luego,
se coloco 1.5g del extracto crudo DCM de S. brevicaulis previamente absorbido en
5 gramos de silica gel RP-18 y se establecio el flujo a 5 mL/min alimentando el
sistema con el mismo eluyente agua:acetonitrilo a las proporciones 9:1, 8:2 y 7:3.
De manera continua se fueron colectando las fracciones en tubos de vidrio de

13x100mm.

Posteriormente, cada fraccion fue evaluada en placas de cromatografia de capa fina
(TLC) de fase normal para luego unirlas segin su perfil cromatografico. A
continuacion, una vez unidas las fracciones, se evaporo el solvente utilizando el
rotaevaporador (BUCHI - B480), se pesaron las fracciones y se almacenaron a 4°C

hasta realizar los ensayos de actividad antimicrobiana contra A. hydrophila.
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1V.2.3.2. Cromatografia en capa fina (TLC) de las fracciones

El extracto diclorometano y sus respectivas fracciones preparadas en el punto
anterior fueron sembradas en placas de Silica gel 60°A y de fase reversa RP-18 con
indicador de fluorescencia F-254 para analizar el perfil de compuestos. Para ello se
colocé 5uL de cada solucion de los extractos y fracciones previamente preparados

a una concentracion de 20mg/mL en metanol.

Posteriormente se realizd la corrida cromatogréafica utilizando como fase movil una
mezcla de los solventes organicos cloroformo y metanol en proporcion 9:1. Al
finalizar la corrida cromatografica se procedio con la revelacion de la placa de silica
gel utilizando una lampara de luz UV (366nm y 254nm) y luego mediante la

aplicacion del revelador vainillina-H2SO4 al 3%.

1VV.2.3.3. Sub-Fraccionamiento de las fracciones activas

Las fracciones activas contra la bacteria Aeromonas hydrophila fueron
subfraccionadas mediante cromatografia liquida de mediana presion (MPLC) en
una columna preparativa de silica gel 60 (fase normal, Merck) con una bomba
BUCHI C-605 acoplada a un controlador BUCHI C-615. Para ello, se pes6 30g de

silica gel 60 y se colocd en la columna para formar una fase compacta.

Seguidamente se eluyd preliminarmente la columna para acondicionarla con una
solucion de metanol:agua en una proporcion 98:2 con un flujo de 15mL/min.
Luego, se colocaron las fracciones activas previamente absorbidas en 5 gramos de
silicagel 60 y se establecio el flujo a5 mL/min alimentando el sistema con el mismo

eluyente metanol:agua a las proporciones 98:2, 96:4, 94.6, 92:8, 9:1y 1:0.
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De manera continua se fueron colectando las subfracciones y evaluandolas en
placas de TLC de fase normal para luego unirlas segun su perfil cromatogréafico. A
continuacion, una vez unidas las fracciones, se evaporo el solvente utilizando el

rotaevaporador (BUCHI B-480).

1VV.2.3.4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las fracciones y/o

subfracciones por bioautografia

Las fracciones obtenidas a partir del extracto DCM del hongo S. brevicaulis fueron
evaluadas a nivel de su actividad contra A. hydrophila utilizando el método de

bioautografia estandarizado en nuestro laboratorio (Correa et al., 2019).

La técnica de la bioautografia nos permitio detectar de manera cualitativa la zona
donde se ubica el potencial compuesto antimicrobiano presente en mezclas
complejas como lo es un extracto o una fraccion semipurificada (Suleimana et al.,
2009). Para ello, utilizamos la técnica denominada bioautografia de inmersion o
bioautografia con capa de agar realizada de dos maneras: La primera se denomina
bioautografia por punto o “dot-blot” y la segunda se denomina bioautografia con

corrida de solventes en placas de TLC.

Se evaluo la actividad de las bandas corridas en la placa de TLC contra la bacteria
patdgena A. hydrophila ATCC 7966. La revelacion del crecimiento bacteriano se
realizd utilizando el reactivo MTT o Sal de Tetrazolio de color amarillo que se
convirtié a un compuesto Formazan de color azul por accion de enzimas Oxido

reductasas presentes en las mitocondrias de células vivas (Rahalison et al., 1991).
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La bioautografia por punto permitié observar rapidamente si el extracto o fraccion
tuvo actividad antimicrobiana. Para ello, Sul conteniendo 100ug de la muestra fue
sembrado por triplicado en placas de TLC Silica Gel 60 F-254 (fase normal). Se
utiliz6 como control positivo 0.25ug de Tetraciclina sembrada en un volumen de
5ul en metanol. Luego de la siembra, las placas de TLC fueron colocadas bajo luz
UV durante 15 minutos para su esterilizacion. Posteriormente, sobre las placas de
TLC estéril se colocaron 5mL de un cultivo fresco A. hydrophila a una
concentracion de 1x10% UFC/mL. Se espero hasta su solidificacion y se incubd a
37°C por 24 horas. Terminado este tiempo de incubacién, se procedié a revelar las

placas con MTT a una concentracion de 5mg/mL en PBS 0.01M a un pH de 7.4.

La bioautografia con corrida en placas de TLC permitio observar rapidamente las
bandas activas luego de ser separadas parcialmente. Para ello, se sembraron en dos
placas de TLC Silica Gel 60 F254 un volumen de 5pul de una muestra conteniendo
100ug de la fraccion activa. Posteriormente, las placas de TLC fueron colocadas en
un depdsito de vidrio conteniendo la fase mdvil cloroformo y metanol en
proporcion 9:1'y se dej6 correr el sistema hasta que el solvente alcance el frente del
solvente previamente marcado. Una vez terminada la corrida cromatogréfica, se
extrajeron las placas y se secaron con aire caliente. Ambas placas se colocaron por
separado en una placa Petri estéril sin tapa y fueron esterilizadas con luz UV por 15
minutos. Finalmente, una de las placas de TLC fue inoculada con 5mL de un cultivo
fresco de la bacteria patdgena A. hydrophila a una concentracion de 1x10% UFC/mL,
se incubd a 37°C por 24 horas y finalmente fue revelado con MTT a 5mg/mL en

PBS 0.01M a un pH de 7.4. La otra placa de TLC conteniendo la fraccion activa
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corrida por cromatografia fue revelada utilizando una lampara de luz UV (366nm y

254nm) y luego mediante la aplicacion del revelador vainillina-H2SO4 al 3%.

Para ambos casos de bioautografia por punto y por corrida cromatografica se

consideraron los siguientes controles:

* Placa control de crecimiento bacteriano: Consiste de una placa de TLC que paso
por el proceso de corrida con solventes. Luego, en esta placa sin extractos o

fracciones, se le agrega agar conteniendo a la bacteria Aeromonas hydrophila.

* Placa control de esterilidad: Consiste de una placa de TLC que paso por el proceso
de corrida con solventes. Luego, en esta placa sin extractos o fracciones se le agrega

agar libre de la bacteria Aeromonas hydrophila.

IV.2.4. Evaluacion de la citotoxicidad y célculo del indice de Selectividad de

fracciones activas frente a la bacteria Aeromonas hydrophila

En esta etapa experimental se procedi6 con la evaluacion de la citotoxicidad de las
fracciones activas frente a células de la linea celular de macrofagos de ratén Raw
Cells 264.7. Esta evaluacidn de la citotoxicidad proporcioné informacion sobre los
posibles efectos adversos de las fracciones evaluadas. En este contexto se decidio
enfrentar las células Raw Cells 264.7 contra diferentes concentraciones de las
fracciones y posteriormente se report6 su efecto inhibitorio a nivel de la division
celular. Estos efectos inhibitorios permitieron determinar la concentracién

inhibitoria media (I1Cso) de las fracciones activas.

Finalmente, se realizo el calculo del indice de Selectividad (IS) debido a que fue un

componente esencial en la evaluacién de la actividad bioldgica de las fracciones
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activas contra A. hydrophila obtenidas a partir del hongo S. brevicaulis. Este indice
se basa en la relacion entre dos parametros criticos: la Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC), que indica la concentracion minima del compuesto necesaria
para inhibir el total crecimiento de la bacteria A. hydrophila, y la Concentracion
Inhibitoria Media en células (ICsp), que representa la concentracion del mismo
compuesto que inhibe en un 50% la multiplicacion de las células de la linea celular

Raw Cells 264.7.

La importancia de calcular el IS radicé en su capacidad para proporcionar una
evaluacion precisa de la selectividad de los compuestos bioactivos hacia los
microorganismos patdgenos en comparacion con las células huésped. Un IS mayor
a 10 indica una selectividad significativa, lo que sugiere que el compuesto en
cuestion tiene una capacidad antimicrobiana efectiva con una toxicidad limitada
hacia las células huésped (Ndjakou Lenta et al., 2007; llic et al., 2013). Este
concepto fue fundamental para respaldar la aplicabilidad potencial de compuestos
preliminarmente identificados en las fracciones o subfracciones activas en entornos

terapéuticos 0 como agentes antimicrobianos.

1VV.2.4.1. Cultivo de la linea celular Raw Cells 264.7

La linea celular de macréfagos de ratdn Raw Cells 264.7 fue mantenida mediante
repique continuo en frascos de cultivo celular de 25 cm? estériles utilizando medio
de cultivo RPMI suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%, Glutamina
al 1% y antibioticos Penicilina (100U/ml) y Estreptomicina (100ug/ml). Las células
fueron cultivadas a 37°C en presencia de 5% de CO,. Posteriormente, las células

fueron repicadas al alcanzar un 80% de confluencia mediante tripzinizacion y luego
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1x10° células/ml fueron transferidas a un nuevo frasco de cultivo celular de 25cm?
que contenia 5ml de medio de cultivo RPMI suplementado e incubadas a 37°C y

5% CO- hasta su uso.

1VV.2.4.2. Evaluacién de la citotoxicidad

Se realiz6 un ensayo de citotoxicidad en el 3er pasaje de células Raw Cells 264.7
en el cual se evaluo la concentracion de las fracciones o subfracciones que inhiben
el 50% del crecimiento de las células. Este ensayo consistio en sembrar 1x10°
células/ml en una placa de 96 pozos en un volumen final de 100uL de medio de
cultivo suplementado y se incubaron por 24 horas a 37°C en presencia de 5% de
CO:o.. Posteriormente, se inocularon las fracciones en concentraciones decrecientes
partiendo de 1000ug/ml y se incubaron las células por 48 horas a 37°C en presencia
de 5% de CO.. Se utilizaron como drogas de referencia la Anfotericina B y
Tetraciclina a concentraciones decrecientes partiendo de 20ug/ml y 100pg/ml

respectivamente.

Finalmente, se evalud la citotoxicidad mediante un ensayo de viabilidad utilizando
la sal de tetrazolio (MTT) de color amarillo que en presencia de células viables se
convierte en una sal de formazén insoluble de color azul. Para ello, se coloco en
cada pozo de la placa de 96 pozos el volumen de 10puL de MTT a la concentracién
de 10mg/ml disuelto en PBS 0.01M vy se incubaron las placas de 96 pozos en
ausencia de luz por un tiempo de 4 horas a 37°C y 5% de CO,. La reaccion
bioquimica fue detenida mediante la incorporacion de 100uL de una solucién de

lisis (50% Isopropanol v/v, 10% SDS p/v disuelto en agua destilada), se
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homogenizo el formazan y se leyd la absorbancia a 570nm utilizando un lector de

ELISA (TECAN infinite 200 Pro, Suiza)

Para la determinacion de la 1Cso se calculo el porcentaje de inhibicion para cada
concentracion de las fracciones, subfracciones y drogas de referencia. Los

porcentajes de inhibicion fueron obtenidos mediante la siguiente formula:
L (Ac—Am
% Inhibicion = (—) x 100%
Ac
Donde Ac es la absorbancia del control de crecimiento de la linea celular Raw Cells
en ausencia de las fracciones y Am es la absorbancia de la de la linea celular Raw

Cells expuesta a las fracciones. Por ltimo, la concentracion inhibitoria media (ICso)

fue determinada utilizando la plantilla PROBIT en Excel para Windows 10.

IV.2.4.3. Célculo del indice de Selectividad (1S)

Se calcul6 el indice de Selectividad (IS) mediante la division de la Concentracion
inhibitoria media obtenida sobre la linea celular de macréfagos de raton Raw Cells
264.7 (ICs0) y la Concentracion que inhibe el total crecimiento de la bacteria
Aeromonas hydrophila (MIC). Un valor de IS mayor a 10 indica una actividad

selectiva sobre la bacteria patdgena con una baja citotoxicidad sobre las células.

IV.2.5. Determinacion de las moléculas activas mediante Cromatografia Liquida
de Ultra Resolucion (UPLC) acoplada a un Espectrometro de Masas de Alta
Resolucién (HRMS)

Las fracciones activas contra A. hydrophila fueron analizadas con el Cromatdgrafo
Liquido de Ultra Resoluciéon (Thermo Scientific™ UltiMate™ 3000) (UPLC)
acoplado al equipo de Espectrometria de Masas de alta resolucion (Thermo

Scientific™ Q Exactive™ Plus Orbitrap™) (HRMS) con el objetivo de realizar un
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analisis de la diversidad de las moléculas presentes en las fracciones y subfracciones

activas, asi como determinar sus pesos moleculares.

Para ello se pes6 1mg de la subfraccion activa y se disolvio en 50uL de metanol
grado masas (ultrapuro) y se coloco en viales de vidrio especiales para realizar
analisis de masas. EI manejo del equipo UPLC-HRMS, la obtencion de los datos de
la espectrometria y su andlisis fue realizado por el Dr. Billy Cabanillas de la Unidad
de Productos Naturales en la Universidad Peruana Cayetano Heredia. La diversidad
de compuestos presentes en las fracciones fue examinada por el UPLC-HRMS en
modo de ionizacion positiva y la red molecular se construy6 con el programa
MZmine 2 y las bases de datos Dictionary of Natural Products (DNP), Metabolite
and Tandem MS Database (MetLin) y Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGGQG), para hallar la formula molecular y su identificacién més probable de la o

las moléculas activas (Pluskal et al., 2012).

IV.3. Consideraciones éticas

Este trabajo de investigacion fue sometido al comité de ética de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia y fue exonerado de revision debido a que no se trabaja

con animales o humanos.

IV.4. Plan de analisis

Este plan de anélisis tuvo como objetivo garantizar una evaluacion rigurosa y
estadisticamente solida de los datos obtenidos en la investigacion, permitiendo una
interpretacion precisa de la actividad antimicrobiana de los extractos, fracciones o

subfracciones y su impacto en la linea celular de macrofagos de raton.
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Para ello, todos los experimentos biologicos se llevaron a cabo en triplicado para
garantizar la reproducibilidad de los resultados. Los halos de inhibicion del
crecimiento de Aeromonas hydrophila obtenidos a partir del método de cocultivo
con los microorganismos previamente aislados del tracto digestivo de la mosca BSF

fueron expresados como promedios + desviacion estandar.

Para el analisis de los valores de los potenciales antimicrobianos observados en los
enfrentamientos de los hongos contra la bacteria Aeromonas hydrophila ATCC
7966 se emplearon enfoques estadisticos adecuados dependiendo de la distribucion

de los datos.

Primero, se realiz6 una prueba de normalidad utilizando la prueba de Shapiro-Wilk
para verificar si los datos seguian una distribucion normal. En caso de que los
valores siguieron una distribucioén normal, se llevaron a cabo andlisis paramétricos.
Estos incluyeron un Analisis de Varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey
para detectar diferencias significativas entre los promedios de los grupos. Por otro
lado, si los valores no se ajustaban a una distribucién normal, se aplicaron pruebas
no paramétricas. Para datos no pareados, se empleé la prueba de Rango-Suma de
Wilcoxon o la prueba U de Mann-Whitney, mientras que para multiples grupos se
utilizé la prueba de Kruskal-Wallis. Todos los andlisis se realizaron utilizando el

software R.

Ademas, se calcul6 el porcentaje de inhibicion de los extractos y se determinaron
la Concentracion que Inhibe el 50% de la poblacion bacteriana (ICso), la
Concentracion Minima Inhibitoria que inhibe el total crecimiento bacteriano (MIC)

y la Concentracion Minima Bactericida que elimina el 99.9% de los
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microorganismos viables (MBC), asi como, la Concentracion Inhibitoria Media
(ICso) sobre la linea celular de macrofago de raton Raw Cells 264.7. Estos calculos

se realizaron utilizando una plantilla PROBIT en Excel 2016.
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V. RESULTADOS

V.1. Evaluacion de la actividad antagonica de hongos levaduriformes y

filamentosos contra la bacteria patogena Aeromonas hydrophila

Se realiz6 el cultivo y la evaluacion antagonica de hongos levaduriformes y
filamentosos previamente aislados del tracto digestivo de la mosca soldado negra

(BSF) contra la bacteria patdgena para peces Aeromonas hydrophila ATCC 7966.

V.1.1. Cultivos de hongos levaduriformes previamente aislados del tracto digestivo

de Hermetia illucens

Se realizaron los cultivos de cepas de hongos levaduriformes previamente aislados
del tracto digestivo de la mosca soldado negra (Hermetia illucens) en agar
Sabouraud y Caldo BHI. La lista de cepas de hongos levaduriformes cultivados esta
descrita en el anexo 2 en donde se puede observar que se cultivaron 8 cepas de
Pichia kudriavzevii, 4 cepas de Candida glabrata, 1 cepa de Stephanoascus ciferrii,

3 cepas de Trichosporonales no clasificados y 1 cepa de Candida pseudorugosa.

V.1.2. Pruebas de enfrentamiento entre los hongos levaduriformes y la bacteria

patdgena Aeromonas hydrophila

Se realizaron pruebas de enfrentamiento de 17 cepas de hongos levaduriformes
aislados del tracto digestivo de la mosca soldado negra (Hermetia illucens) contra
la bacteria Aeromonas hydrophila ATCC 7966 utilizando el método de cocultivo.
En la tabla 1 se muestran los resultados de didmetros de inhibicion y potencial
antimicrobiano de las cepas de hongos levaduriformes evaluados contra la bacteria
patogena para peces A. hydrophila. En este trabajo se observd que una cepa de

Pichia kudriavzevii tuvo el mayor potencial antimicrobiano (PA = 1.8) mientras que
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4 cepas de Candida glabrata mostraron un PA entre 1.4 y 1.6. Ninguna cepa de
Stephanoascus ciferrii, Trichosporonales no clasificados y Candida pseudorugosa

tuvieron actividad antagdnica contra la bacteria A. hydrophila (PA = 1).

Tabla 1: Diametro de inhibicion y potencial antimicrobiano de hongos aislados del

tracto digestivo de H. illucens contra la bacteria patdgena para peces A. hydrophila

Codigo de la Especie Diametro de Potencial
cepa fungica inhibicion antimicrobiano
(mm) (PA)

HGS11 1 Pichia kudriavzevii 9+0.6 18+£0.1
HGS11 2 Pichia kudriavzevii 50 10
HGS11 3 Candida glabrata 7£04 1.4+0.1
HGS11 4 Candida glabrata 8+04 16+£0.1
HGS11 5 Pichia kudriavzevii 7+£0.3 1.4+0.2
HGS11 6 Pichia kudriavzevii 50 1+0
HGS11 7 Pichia kudriavzevii 50 1+£0
HGS11 8 Pichia kudriavzevii 50 1+0
HGS11 9 Candida glabrata 7x£0.3 14+0.1
HGS11 12 Pichia kudriavzevii 50 1.0+0
HGS11 13 Candida glabrata 50 1.1+0
HGS11 14 Pichia kudriavzevii 5+0 1.0+0
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HGM11 6 | Stephanoascus ciferrii 50 1.0x£0

HGM11 9 Trichosporonales no 50 1.0x£0
clasificados

HGM11 10 | Trichosporonales no 50 1.0x0
clasificados

HGM11 11 | Trichosporonales no 50 1.0x0
clasificados

HGM11 13 | Candida pseudorugosa 50 1.0x0

Tetraciclina - 14+0.1 28%0.1

Donde: PA se obtuvo dividiendo el halo de inhibicion entre el diametro del disco.
Las cepas de hongos levaduriformes activos muestran un PA > 1 mientras que las
cepas de hongos levaduriformes no activos muestran un PA = 1. Se utilizé el

antibiotico Tetraciclina a 30pg/disco como droga de referencia.

V.1.3. Cultivos de hongos filamentosos previamente aislados del tracto

digestivo de Hermetia illucens

Se realizaron los cultivos de 9 cepas de hongos filamentosos aislados del tracto
digestivo de la mosca Hermetia illucens en agar Sabouraud y Caldo BHI. La lista
de cepas de hongos filamentosos cultivados esta descrita en el anexo 3 en donde se
puede observar el cultivo de 3 cepas de Aspergillus sp., 4 cepas de Scopulariopsis

brevicaulis, 1 cepa de Chrysosporium multifidum y 1 cepa de Penicillium

janthinellum.
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V.1.4. Pruebas de enfrentamiento entre los hongos filamentosos y la bacteria

patdégena Aeromonas hydrophila

Se realizaron pruebas de enfrentamiento de 9 cepas de hongos filamentosos aislados
del tracto digestivo de la mosca soldado negra (Hermetia illucens) contra la bacteria
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 utilizando el método de cocultivo. En la tabla
2 se muestran los resultados de diametros de halos de inhibicién y potencial
antimicrobiano de las cepas de hongos filamentosos evaluados contra Aeromonas
hydrophila. En este trabajo se observo que todas las cepas de hongos filamentosos
tuvieron actividad antagonica (PA > 1) contra la bacteria patbgena Aeromonas
hydrophila. Asi mismo, se observo que 2 cepas de hongos del género Aspergillus
sp. tuvieron la mayor actividad antagonica con un valor de PA de 1.8, seguido de
Scopulariopsis brevicaulis con un rango de PA entre 1.2 y 1.6 y Chrysosporium

multifidum con un PA de 1.3.

Tabla 2: Diametro de inhibicion y potencial antimicrobiano (PA) de los hongos
filamentosos previamente aislados del tracto digestivo de H. illucens contra la

bacteria patdgena para peces A. hydrophila

Cddigo de Especie Diametro de Potencial
la cepa inhibicion antimicrobiano
fangica (mm) (PA)
HGU11 2 Aspergillus sp. 38613 1.8+0.1
HGU11 3 Aspergillus sp. 39.1+4.0 1.8+0.1
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HGU11 4 Scopulariopsis 205+1.3 1.5+£0.2
brevicaulis

HGU11 5 Scopulariopsis 25.1+1.6 1.6+£0.2
brevicaulis

HGU11 6 Scopulariopsis 224 +2.7 15+£0.1
brevicaulis

HGU11 7 Scopulariopsis 19.3+3.6 1.2+0.3
brevicaulis

HGU11 8 Chrysosporium 419136 1.3+£0.2
multifidum

HGU11 10 | Penicillium janthinellum 248+29 1.5+0.2

HGU11 11 Aspergillus sp. 295+14 1.3+0.1

Tetraciclina - 26.4+0.7 28%0.1

Donde: PA se obtuvo dividiendo el halo de inhibicion entre el diametro de
crecimiento del hongo filamentoso. Las cepas de hongos filamentosos activos
muestran un PA > 1 mientras que las cepas de hongos filamentosos no activos

muestran un PA = 1. Se utiliz6 el antibidtico Tetraciclina a 30ug/disco de 5mm

como droga de referencia.
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V.2. Preparacion de 3 cultivos de hongos con mayor actividad antagonica,
obtencion de extractos crudos y evaluacién de su actividad antimicrobiana

contra la bacteria Aeromonas hydrophila

Se prepararon 3 cultivos independientes de 500mL de los hongos filamentos
Aspergillus sp. cepa HGU11 3, Scopulariopsis brevicaulis cepa HGU11 4 y
Chrysosporium multifidum cepa HGU11 8 debido a su mayor actividad contra la
bacteria Aeromonas hydrophila determinada por el método de cocultivo (Tabla 2).
Luego de que cada hongo filamentoso fuera incubado por 5 dias a 30°C se procedid
con la obtencion de 3 extractos crudos utilizando los solventes organicos Acetato
de Etilo (AE), Diclorometano (DCM) y Metanol (MeOH). Finalmente, cada
extracto crudo de AE, DCM y MeOH fue evaluado para determinar la
concentracion inhibitoria media (ICso), la Concentracion Minima Inhibitoria que
inhibe el total crecimiento bacteriano (MIC) y la Concentracion Minima
Bactericida que elimina el 99.9% de los microorganismos viables (MBC) de la

bacteria pat6gena para peces Aeromonas hydrophila ATCC 7966.

V.2.1. Obtenciodn de los extractos crudos de AE, DCM y MeOH a partir de los
hongos filamentosos  Aspergillus sp., Scopulariopsis brevicaulis 'y
Chrysosporium multifidum con mayor actividad antagénica contra Aeromonas

hydrophila.

Se obtuvieron los extractos de Acetato de etilo (AE), Diclorometano (DCM) y
Metanol (MeOH) a partir de los hongos filamentosos Aspergillus sp.,
Scopulariopsis brevicaulis y Chrysosporium multifidum siguiendo los pasos
descritos en 1V.2.2.2 y anexo 4a. En el anexo 4b se presento la cantidad obtenida

de extractos AE, DCM y MeOH destacandose la presencia de una mayor
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produccidn de los extractos MeOH con respecto los extractos AE y DCM con pesos
de 276, 444 y 1277mg de las especies de hongos Aspergillus sp. (cepa HGU11_3),
S. brevicaulis (cepa HGU11 4)y C. multifidum (cepa HGU11_8) respectivamente.
Asi mismo, se observé que a partir de la especie del hongo filamentosos S.

brevicaulis se obtuvo la menor cantidad de extracto DCM (30.5mg).

V.2.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos AE, DCM y

MeOH por la técnica de microdilucion en caldo

Se realizo la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos a
partir de los hongos filamentosos Aspergillus sp., Scopulariopsis brevicaulis y
Chrysosporium multifidum contra la bacteria patogena Aeromonas hydrophila con
el objetivo de determinar la concentracion que inhiba el 50% de crecimiento
bacteriano (ICso), la Concentracion Minima Inhibitoria que inhibe el total
crecimiento bacteriano (MIC) y la Concentracion Minima Bactericida que elimina

el 99.9% de los microorganismos viables (MBC) (Tabla 3).

Los resultados presentados en la tabla 3 demuestran que el hongo mas activo fue S.
brevicaulis cuyo extracto diclorometano presentd una ICso de 0.3mg/mL y una MIC
de 0.5mg/mL, mientras que el hongo menos activo fue la especie Chrysosporium
multifidum con valores de 1Cso, MIC y MBC mayores a la concentracion maxima
evaluada (4mg/ml). En el caso del hongo del género Aspergillus se obtuvieron
valores similares de ICso y de MIC para los extractos Acetato de etilo y
diclorometano respectivamente. Finalmente, el extracto metandlico de las 3
especies de hongos no presentd actividad antimicrobiana a la concentracion
maxima evaluada (4mg/ml). El antibiotico de referencia Tetraciclina presentd una

ICso de 0.3pug/mL y una MIC y MBC de 0.5ug/mL.
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Tabla 3: Determinacion de la ICso, MIC y MBC de los extractos obtenidos a partir

de los hongos filamentosos Aspergillus sp., Scopulariopsis brevicaulis y

Chrysosporium multifidum activos contra la bacteria patégena A. hydrophila.

Cepa fangica | Extracto 1Cs0 MIC MBC
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
AE 1.6+£0.1 20+£0.0 >4.0
Aspergillus sp.
DCM 1.8 +0.05 20+£0.0 40+0.0
(HGU11_3)
MeOH >4.0 >4.0 NE
AE 1.5+0.03 20+£0.0 40+0.0
S. brevicaulis
DCM 0,3+0.01 05+£0.0 >1.0
(HGU11 4)
MeOH >4.0 >4.0 NE
AE >4.0 >4.0 NE
C. multifidum
DCM >4.0 >4.0 NE
(HGU11_8)
MeOH >4.0 >4.0 NE
Tetraciclina (ug/mL) 0,3+0.01 0,5+0.0 05+0.0

Donde: AE: Extracto de acetato de etilo; DCM: Extracto de diclorometano;

MeOH: Extracto de metanol, ICso: Concentracion inhibitoria media; MIC:

Concentracion minima inhibitoria; MBC: Concentracién minima bactericida; NE:

No evaluado.
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A partir de estos resultados se decidio trabajar con el hongo Scopulariopsis
brevicaulis debido a que no hay informacién bibliografica describiendo su rol

antagénico contra la bacteria patdgena Aeromonas hydrophila.

V.2.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto DCM del hongo

Scopulariopsis brevicaulis por la técnica de bioautografia

Se evalud la actividad del extracto diclorometano del hongo Scopulariopsis
brevicaulis cepa HGU11 4 mediante la técnica de Bioautografia por corrida de
solvente (Figura N°4). En esta figura se observa una primera placa de silica gel en
fase normal que fue revelada con luz UV 254nm, UV 366nm y Vainillina (Figura
4A, 4By 4C respectivamente) y la segunda placa a la que se le colocé una capa de
agar conteniendo a la bacteria patégena Aeromonas hydrophila. La flecha naranja
grande indica la zona de inhibicion por Bioautografia revelada con Sal de tetrazolio
(MTT), las flechas naranjas pequefias indican la zona donde podrian ubicarse los

compuestos activos contra Aeromonas hydrophila.

4

A o8
UV 254 nm UV 366 nm Vainillina Bicautografia
10 ulL del extracto activo diclorometano (20mg/ml)
fase movil DCM:MeOH — 96:4

Figura 4: Evaluacion de la actividad anti-Aeromonas del extracto diclorometano del
hongo Scopulariopsis brevicaulis cepa HGU11_4 mediante la técnica de

Bioautografia por corrida de solvente.
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A partir de los resultados de actividad del extracto DCM de Scopulariopsis
brevicaulis observados por bioautografia se decidié producir mayor cantidad de
dicho extracto. Para ello, se cultivaron 25L del hongo filamentoso Scopulariopsis
brevicaulis cepa HGU11 4 siguiendo la metodologia descrita en el punto 1V.2.2.1.
Luego se procedio con la obtencion del extracto crudo utilizando el solvente
organico Diclorometano descrita en el punto 1V.2.2.2. Finalmente, Se logro obtener
1500 miligramos del extracto DCM el cual fue almacenado a 4°C hasta su

fraccionamiento.

V.3. Obtencion de fracciones y subfracciones a partir del extracto crudo
diclorometano del hongo filamentoso Scopulariopsis brevicaulis cepa
HGU11 4 y la evaluacion de la actividad contra la bacteria Aeromonas

hydrophila

A partir de 1500 miligramos del extracto crudo diclorometano se realizd el
fraccionamiento siguiendo la metodologia descrita en el punto 1V.2.3.2. En total se
logré obtener 11 fracciones presentados en el anexo 5. Con respecto a los pesos, se
obtuvo la mayor cantidad en la fraccion A (740mg), sequido de la fraccion M
(329mg) y la E (52.9mg), otras fracciones tuvieron masas menores a 42mg siendo

la fraccién | la que menor cantidad se obtuvo (5.6mg).

Luego de realizar la actividad antimicrobiana mediante la técnica de bioautografia
por punto (Figura 5) se obtuvieron los didmetros de los halos de inhibicion en donde
se observé que las fracciones M, D y E presentaron actividad antimicrobiana de las
cuales las fracciones D y E mostraron mayor actividad con diametros de halos de

inhibicidn de 8.3 y 8.7mm respectivamente y mayor claridad del halo (Figuras 5B

58



y 5C respectivamente). El antibiotico de referencia Tetraciclina generd un halo de

inhibicidn de 14mm de diametro con una claridad de 3 cruces (Figura 5D).

En la figura 6 se presentan los resultados del diametro de inhibicion de los extractos
mas activos (Figura 6A) con sus respectivos porcentajes de inhibicion (Figura 6B).
En la figura 6A se observa que el extracto E fue el mas activo produciendo un halo
de inhibicion de 8.7mm de diametro, seguido del extracto D con 8.3mm de diametro
y finalmente el extracto M con 5.3mm de diametro. Estas 3 fracciones produjeron
un porcentaje de inhibicion del crecimiento del 55.1%, 52.5% y 33.5%

respectivamente con respecto al antibiotico de referencia Tetraciclina.

A partir de estos resultados se decidi6 continuar con el subfraccionamiento de las
fracciones méas abundantes (M y E) activos contra la bacteria Aeromonas

hydrophila.

Figura 5. Prueba de Bioautografia de las fracciones M (A), D (B) y E (C) mas
activas sobre la bacteria Aeromonas hydrophila. Se utilizé la droga de referencia
Tetraciclina (D), un control de crecimiento de la bacteria (E) y un control negativo

sin bacteria (F).
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Figura. 6. Diametro de inhibicion de las fracciones mas activas y la Tetraciclina (A)

y porcentaje de inhibicidn de las fracciones con respecto a la Tetraciclina (B).

V.3.1. Subfraccionamiento de la fraccion My evaluacion de la actividad contra

la bacteria Aeromonas hydrophila

A partir de 329mg de la fraccion M se continu6 con el proceso de
subfraccionamiento obteniéndose un total de 14 subfracciones presentados en el
anexo 6. Posteriormente se realiz6 una bioautografia por punto y se observé que las
subfracciones M4, M8 y M9 fueron activas contra A. hydrophila ATCC 7966
(Figura 7A, 7B y 7C respectivamente). El antibiético de referencia Tetraciclina
genero un halo de inhibicion de 14.8mm de didmetro con una claridad equivalente

a 3 cruces (+++).

En la figura 8 se presentan los resultados del diametro de inhibicion de las
subfracciones mas activas (Figura 8A) con sus respectivos porcentajes de inhibicion
(Figura 8B). En la figura 8A se observa que la subfraccion M9 fue el mas activo

produciendo un halo de inhibicion de 6mm de diametro, seguido de las
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subfracciones M4 y M8 ambos con 3mm de diametro. Estas 3 subfracciones
produjeron un porcentaje de inhibicion del crecimiento del 38.2%, 20.2%

respectivamente con respecto al antibiotico de referencia Tetraciclina.

Figura 7. Prueba de Bioautografia de las subfracciones M4 (A), M8 (B) y M9 (C)

mas activas sobre la bacteria Aeromonas hydrophila. Se utilizé el antibiético de
referencia Tetraciclina (D), un control de crecimiento de la bacteria (E) y un control

negativo sin bacteria (F).
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Figura 8. Diametro de inhibicion de las subfracciones mas activas y la Tetraciclina

(A) y porcentaje de inhibicidn de las subfracciones con respecto a la Tetraciclina

(B).
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V.3.2. Subfraccionamiento de la fraccibn E activo contra la bacteria

Aeromonas hydrophila

A partir de 52.9mg de la fraccion E se continué con el proceso de
subfraccionamiento obteniéndose un total de 13 subfracciones presentados en el
anexo 7. Posteriormente se realiz6 una bioautografia por punto y se observé que las
subfracciones E1, E2, E4 y E7 fueron activas contra A. hydrophila ATCC 7966
(Figura 9). El antibidtico de referencia Tetraciclina generd un halo de inhibicién de

18.3mm de didmetro con una claridad equivalente a 3 cruces (+++).

En la figura 10 se presentan los resultados del diametro de inhibicion de las
subfracciones mas activas (Figura 10A) con sus respectivos porcentajes de
inhibicién (Figura 10B). En la figura 10A se observa que la subfraccion E7 fue el
mas activo produciendo un halo de inhibicion de 14.2mm de didmetro, seguido de
la subfraccién E2 con 7.5mm de didmetro, E1 con 4.8mm de didmetro y E4 con
3.8mm de diametro. Estas 4 subfracciones produjeron un porcentaje de inhibicion
del crecimiento del 75.3%, 39.8%, 25.7% y 20.3% respectivamente con respecto al

antibiotico de referencia Tetraciclina.

Figura 9. Prueba de Bioautografia de las subfracciones E1 (A), E2 (B) y E7 (C) més

activas sobre la bacteria Aeromonas hydrophila. Se utilizé la droga de referencia
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Tetraciclina (D), un control de crecimiento de la bacteria (E) y un control negativo

sin bacteria (F).
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Figura 10. Didmetro de inhibicidn de las subfracciones mas activas y la Tetraciclina

(A) y porcentaje de inhibicién de las subfracciones con respecto a la Tetraciclina

(B). sk: Indica un valor P < 0.05 con respecto al control Tetraciclina (TET)

Los resultados obtenidos hasta este punto permitieron determinar que las

subfracciones més activas del extracto DCM del hongo S. brevicaulis corresponden

a los derivados de la fraccion E (E1, E2, E4 y E7), sin embargo, la poca cantidad

en miligramos de las subfracciones mas activas E2 y E7 no permitieron continuar

con el aislamiento de la o las moléculas activas contra A. hydrophila. Ante ello se

decidio realizar un segundo cultivo en masa del hongo S. brevicaulis para realizar

un fraccionamiento biodirigido e identificar las potenciales moléculas implicadas

en la actividad antimicrobiana.
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V.4. Obtencién de fracciones y subfracciones a partir de un segundo lote de
extracto crudo diclorometano producido a partir del hongo filamentoso
Scopulariopsis brevicaulis cepa HGU11 4 activo contra la bacteria Aeromonas

hydrophila

A partir de 522 miligramos del extracto crudo diclorometano se realizé el
fraccionamiento siguiendo la metodologia descrita en el punto 1V.2.3. En total se
logré obtener 9 fracciones presentados en el anexo 8. Con respecto a los pesos, se
obtuvo la mayor cantidad en la fracciéon 3 (181mg), seguido de la fraccion 4
(160.3mg) vy la fraccion 9 (94.3mg), otras fracciones tuvieron masas menores a

23mg siendo la fraccion 2 la que menor cantidad se obtuvo (1.5mg).

Luego de realizar la actividad antimicrobiana mediante la técnica de bioautografia
por punto, se obtuvieron los diametros de los halos de inhibicion. En la figura 10 se
observa que las fracciones 1, 3, 4, 5, 6, 8 y 9 presentaron actividad antimicrobiana
de las cuales las fracciones 4, 5 y 6 presentaron la mayor actividad antimicrobiana
con diametros de halos de inhibicién de 12.3, 16.3 y 11.3mm respectivamente. El
antibidtico de referencia Tetraciclina gener6 un halo de inhibicién de 19.1mm de

didmetro con una claridad de 3 cruces.
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Figura 11. Didmetro de inhibicion de las fracciones més activas del segundo lote de
extracto DCM proveniente de un cultivo del hongo S. brevicaulis activo contra la
bacteria Aeromonas hydrophila. La Tetraciclina fue el antibi6tico de referencia. s:

Indica un valor P < 0.05 con respecto al control Tetraciclina (TET)

A partir de estos resultados se decidio continuar con el subfraccionamiento de la
fraccion 4 debido a que fue la mas abundante y activa contra la bacteria Aeromonas

hydrophila.

V.4.1. Subfraccionamiento de la fraccién 4 y evaluacion de la actividad contra

la bacteria Aeromonas hydrophila

A partir de la fraccién 4 se continué con el proceso de subfraccionamiento
obteniéndose un total de 7 subfracciones (Tabla 4). Posteriormente se realiz6 una
bioautografia por punto y se observé que las subfracciones 4.5, 4.6 y 4.7 fueron

activas contra A. hydrophila ATCC 7966 de las cuales las subfracciones 4.5y 4.6
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presentaron la mayor actividad antimicrobiana con didmetros de halos de inhibicion
de 15 y 16mm respectivamente. La droga de referencia Tetraciclina gener6 un halo

de inhibicién de 18.1mm de didmetro con una claridad equivalente a 3 cruces (+++).

Tabla 4: Determinacion de la actividad biologica de 7 subfracciones de la fraccion

4 sobre la bacteria A. hydrophila ATCC 7966 mediante el método de bioautografia

por punto.
Subfracciones Masa muestra Diametro de halo Claridad del halo
(mg) (mm)
4.1 4.1 ND ND
4.2 1.9 ND ND
4.3 2.9 ND ND
4.4 3.0 ND ND
4.5 28.2 16.3 +++
4.6 20.0 14 +
4.7 70.8 6.1 ++
Tetraciclina ) 20.7 F++

Donde: (+) indica la claridad baja del halo, (++) indica la claridad media del
halo, (+++) indica la claridad alta del halo en relacion a la Tetraciclina (+++),

ND No determinado por tener poca cantidad (mg) de la subfraccion.

66



V.5. Analisis de la citotoxicidad de fracciones y subfracciones activas contra
Aeromonas hydrophila frente a la linea celular de macrofagos de raton Raw
Cells 264.7 y célculo del indice de Selectividad (1S)

Se realiz6 un ensayo de citotoxicidad de las fracciones 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9 y
subfracciones 4.5, 4.6, 4.7, E1, E2, E4, E7, M4 y M8 con la linea celular de
macrofago de ratén Raw Cells 264.7, se obtuvo la concentracién inhibitoria media
(ICso) para las células, la minima concentracion que inhibe el total crecimiento de
A. hydrophila (MIC) y se calcul6 el indice de Selectividad (Tabla 5). En la tabla 5
se observo que, de las 17 fracciones evaluadas a nivel de su citotoxicidad, un total
de 9 fracciones mostraron baja citotoxicidad con valores de 1Cso > 1000ug/ml. De
estas 9 fracciones menos citotdxicas, las fracciones 4, 5, 9, 4.5, 4.6 y 4.7 mostraron
actividad contra la bacteria A. hydrophila con valores de MIC de 250, 125, 500,
125, 500 y 62.5ug/ml respectivamente. Finalmente, al realizar el anélisis de las
fracciones menos citotdxicas sobre la linea celular de macrofago de raton Raw Cells
y mas activas contra la bacteria A. hydrophila se observo que las fracciones 4.5, 4.7
y 5 presentaron los mayores valores de indice de selectividad con valores de 8, >16

y >8 respectivamente.
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Tabla 5: Determinacion de la citotoxicidad en Raw Cells 264.7, la actividad contra

A. hydrophila ATCC 7966 y el indice de selectividad de subfracciones de S.

brevicaulis.

Fracciones / ICs0 en Raw Cells MIC en A. indice de
Subfracciones 264.7 hydrophila Selectividad
(Hg/ml) (Hg/ml) (1S)
E.l >100 100 £ 0.0 >1
E.2 >500 500+0.0 >1
E.4 >1000 1000 £ 0.0 >1
E.7 >500 250+ 0.0 >2
M4 500+ 79 500+0.0 1
M8 >1000 >1000 1
1 >1000 >1000 1
3 450 + 86 1000 + 0.0 <1
4 >1000 250+ 0.0 >4
) >1000 125+0.0 >8
6 900 + 114 250+ 0.0 4
7 304 + 52 500+ 0.0 1
8 781+ 75 250+ 0.0 3
9 >1000 500+ 0.0 >2
4.5 1000 + 45 125+0.0 8
4.6 >1000 250+ 0.0 >4




4.7 >1000 62.5+0.0 >16

L >100
Tetraciclina 05+0.0 >200

. 104+1.0
Anfotericina B ND ND

Donde: ND indica No Determinado, IS se calculd dividiendo el valor de ICsp de

citotoxicidad sobre el valor del MIC.

69



V.6. Andlisis de compuestos

Se realiz6 una primera exploracion de la diversidad de compuestos presentes en las
fracciones D y E del extracto crudo DCM del hongo Scopulariopsis brevicaulis
cepa HGU11l 4 mediante UPLC-HRMS en modo de ionizacion positivo. Se
construyo la red molecular empleando el software de la plataforma de la GNPS

(https://gnps.ucsd.edu). En la evaluacion preliminar de ambas fracciones se

lograron anotar 14 compuestos, entre ellos: derivados del acido cdlico, dipéptidos
y lipopéptidos. Asimismo, se identific6 un grupo de compuestos que

corresponderian a lipopéptidos no descritos previamente (Figura 12).
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Fig. 12. Red molecular de las fracciones D (rojo) y E (celeste) indicando algunos

de los compuestos anotados en el analisis preliminar de su composicién quimica.
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A partir de las fracciones obtenidas en un segundo lote producido del extracto DCM
se realizd una segunda exploracion de la diversidad de compuestos mediante un
analisis comparativo de redes moleculares de las fracciones 6, 8 y 9. En este analisis
se observo la presencia de moléculas que pertenecian a compuestos de tipo
Escopularidas en las 3 fracciones, siendo detectado en mayor cantidad en las
fracciones 8 y 9. Ademas, se identificd que uno de esos compuestos coincide con
la Escopularida A en la base de datos (Figura 13A, Anexo 9A). En el caso de las
moléculas de tipo Surfactinas, éstas se encuentran sélo en la fraccion 9 y se observé
qgue uno de los nodos coincide en la base de datos con la surfactina A (peso
molecular 1008.7), mientras que los otros dos forman parte de la familia de las

Surfactinas (figura 13B).

A B

1008.653

672.4323 672.4326

994 6427 1054 7002

Scopularide Quckactin

Figura 13. Red molecular de las fracciones 6 (amarillo), 8 (purpura) y 9 (rojo)
mostrando algunos compuestos identificados como Escopularidas (A) y Surfactinas

(B) en el analisis preliminar de su composicion quimica.

En el caso de las moléculas derivadas del &cido colico, éstos estan presentes en las
fracciones 8 y 9 en mayor cantidad y se observo una menor presencia en las

fracciones 5 y 6. La mayoria de los nodos no coinciden en la base de datos con
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ningln compuesto conocido, sin embargo, se ha observado que son compuestos
relacionados con el acido colico (Figura 14A, Anexo 9B). Por ultimo, el cldster de
moléculas de tipo dipéptidos muestra que éstos estan presentes en 4 fracciones
analizadas, estando presentes en gran proporcion en la fraccion 5, fraccion que
presenta la mayor actividad. Los compuestos que coinciden con la base de datos
son dipéptidos ciclicos que presentan prolina como uno de los aminoéacidos,

compuestos que forman derivados de piperazina (Figura 14B, Anexo 9C y 9D).

A B

Cholates
Peptide

Figura 14. Red molecular de las fracciones 5 (verde), 6 (amarillo), 8 (parpura) y 9
(rojo) mostrando algunos compuestos identificados como derivados de Acido

Colico (A) y Dipéptidos (B) en el analisis preliminar de su composicion quimica.

Un anélisis GNPS de las subfracciones 4.5, 4.6 y 4.7, con actividad antimicrobiana
reportadas en las tablas 4 y 5, permitié observar la presencia de moléculas de la
familia de las Escopularidas, dipéptidos y N-acetiltiramina. Con respecto a las
moléculas de la familia de las Escopularidas, estas se encontraron principalmente
en la subfraccion 4.7 (rojo). En esta red molecular se logré detectar la presencia de

la Escopularida A y B con pesos moleculares de 672 y 644 respectivamente. Asi
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mismo, se lograron identificar la presencia de otras Escopularidas no conocidas con

pesos moleculares de 630, 642, 658, 670 y 675 (Figura 15).

Scopularida A

@ 2o @ o5

J

I

() - - Scopularida B

L 4

Figura 15 Red molecular de las subfracciones 4.6 (celeste) y 4.7 (rojo) mostrando
los compuestos identificados como Escopularidas A y B y otras potenciales nuevas

Escopularidas.

Las estructuras moleculares de la Escopularida A y la Escopularida B encontradas
en la subfraccién 4.7 se presentan en la figura 16. En estas estructuras moleculares
se puede observar que la secuencia de aminoacidos corresponde a L-Phe-L-Ala-D-
Leu-L-Val-Gly. A partir de esta estructura molecular logramos identificar las

potenciales estructuras de las Escopularidas desconocidas (Figuras 17 y 18).
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Figura 16. Estructura de la Escopularida A con peso molecular de 672 (A) y
Escopularida B con peso molecular de 644 (B).

El andlisis de los patrones de fragmentacién de la Escopularida de masa molecular
630 permitid generar la hipbtesis de que esta molécula puede existir reemplazando
el aminoacido Alanina presente en la Escopularida B por el &cido Aminobutirico
generando una potencial estructura presentada en la figura 17A.

Con respecto a la Escopularida de peso molecular 658, consideramos que esta
estructura se origina por un aumento de un grupo metilo (PM = 14) marcado en rojo

en la cadena de &cido graso de la Escopularida B (Figura 17B).
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Figura 17. Potenciales estructuras de las Escopularidas de peso molecular 630 (A)
y 658 (B) obtenidos a partir de la estructura patron de la Escopularida B (PM =

644).
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Con respecto a las Escopularidas de peso molecular 670 y 642, consideramos que
ambas moléculas pueden existir si se forma un doble enlace y se eliminan dos
hidrogenos de la cadena de acido graso presentes en las Escopularidas A y B
respectivamente. En la figura 18 se presentan las moléculas de masa 670 (A) y 642
(B) resaltando en rojo a la cadena de &cido graso donde puede formarse el doble

enlace.

Figura 18. Estructura de la Escopularida A con peso molecular de 672 (A) y la
Escopularida B con peso molecular de 644(B) resaltando en rojo la zona de una

posible formacién de un doble enlace.

Continuando con el anlisis de las redes moleculares, se observé la presencia de 11
dipéptidos en las subfracciones activas 4.5, 4.6 y 4.7 (Tabla 6). Luego de realizar
un analisis de los aminoacidos implicados en la estructura de los dipéptidos
observamos que los dipéptidos Cyclo-(L-Leu-L-Pro) y Cyclo-(Val-Phe) estaban
presentes solo en las subfracciones 4.5 y 4.7 respectivamente. Ademas, en la
mayoria de dipéptidos presentes en dos fracciones se observo la presencia del

aminoacido Prolina.
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Tabla 6: Lista de dipéptidos identificados presentes en las subfracciones 4.5, 4.6 y

4.7 activas contra la bacteria A. hydrophila ATCC 7966.

Presencia del dipéptido
Secuencia de aminoacidos Peso molecular en la subfraccion

(PM) 45 4.6 4.7
Cyclo-(L-Val-L-Pro) 197.1 X X
Cyclo-(glycilnyl-L-phenylalanine) 205.1 X X
Cyclo-(L-Leu-L-Pro) 211.1 X
Cyclo-(Leu-Leu) 227.2 X X X
Cyclo-(L-Leu-L-4-hydroxy-Pro) 227.1 X X X
Cyclo-(L-Phe-D-Pro) 245.1 X X X
Cyclo-(Val-Phe) 247.1 X
Cyclo-(tyrosyl-prolyl) 261.1 X X X
Cyclo-(Phe-Leu) 261.1 X X X
Cyclo-(L-Trp-L-Pro) 284.1 X X
Cyclo-(D-Trp-L-Pro) 284.1 X X

Finalmente, logramos identificar la presencia de la N-acetiltiramina (PM = 180).

Esta molécula derivada de la tirosina estuvo presente mayoritariamente en la
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subfraccion 4.5 (amarillo) seguido de la subfraccién 4.6 y 4.7 (morado y rojo

respectivamente) (Figura 19).

180.1018

0.000

Q 180.1018

Figura 19. Red molecular de las subfracciones 4.5 (amarillo), 4.6 (morado) y 4.7

Ir=

(rojo) mostrando la distribucion de la N-acetiltiramina (A) y su estructura molecular

(B).
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VI. DISCUSION

En este trabajo se evalud la actividad antimicrobiana de los hongos (micobiota)
previamente aislados del tracto digestivo de la larva de la mosca H. illucens. Esta
micobiota esta conformada por diversas levaduras y hongos filamentosos muy poco
estudiados por lo que presenta una potencial fuente de microorganismos con
capacidad de liberar sustancias antimicrobianas contra diversas cepas bacterianas
resistentes a antibioticos, incluyendo Aeromonas hydrophila causante de grandes

problemas en la industria acuicola.

El trabajo inicio con el cultivo de los hongos para su caracterizacién macroscépica
y microscépica y su preservacion en diferentes medios y temperaturas. De acuerdo
con los resultados, las diversas cepas de los hongos fueron recuperados
correctamente, ya que poseian las mismas caracteristicas morfoldgicas a nivel de
colonia y a nivel individual tal como fueron reportadas anteriormente en el estudio
de Correa (2018). Ademas, los resultados también concuerdan con los datos de
Varotto Bocazzi et al. (2017), en donde la mayoria de las especies de hongos
aislados fueron del tipo levaduras y el Gnico hongo filamentoso fue Geotrichum

candidum.

Posteriormente se realiz6 la basqueda de hongos productores de compuestos con
actividad antimicrobiana contra Aeromonas hydrophila ATCC 7966 evaluados por
del método de cocultivo o “Agar Slab” modificado. Durante la exploracion del rol
antagénico se observo que dos especies Candida glabrata y Pichia kudriavzevii
mostraron halos con mediana transparencia contra Aeromonas hydrophila ATCC
7966 (Tabla 1). Estudios anteriores reportan que muchas levaduras del género

Candida y Pichia producen moléculas activas con perfil antifingico, bactericida y
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bacteriostatico entre las que se encuentra Candida bombicola quien produce
glucolipidos extracelulares, Ilamados soforolipidos, que poseen actividad
antibacteriana contra bacterias Gram positivas (Shah et al., 2007; Cavalero &
Cooper, 2003). Mientras Candida intermedia aislada de fuentes lacteas reduce el
crecimiento bacteriano de L. monocytogenes y Kluyveromyces marxianus (Goerges
et al., 2006). Los reportes de Chen et al. (2015) indicaron que Candida tropicales
tuvo una actividad moderada con Escherichia coli. Afiadiendo a esto, otro estudio
menciona la actividad inhibitoria de Candida intermedia contra el patdgeno
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (Acufia-Fontecilla et al., 2017). Por Gltimo,
Correa (2018) demostrd la actividad antimicrobiana de Candida glabrata con halos
catalogados tenues, es decir, con menor efecto inhibitorio contra Salmonella
Typhimurium ATCC 13311. Nuestros resultados confirman que Candida glabrata
posee una actividad inhibitoria contra bacterias Gram negativas, en nuestro caso la
inhibicion del crecimiento de Aeromonas hydrophila, mostraron halos con mayor
transparencia comparado con la bacteria patégena Salmonella Typhimurium

ATCCC 13311 reportada anteriormente (Correa, 2018).

Por otro lado, hace algunos afios se demostro la actividad antimicrobiana de P.
kudriavzevii mediante la produccion de una toxina asesina que inhibia el
crecimiento de diversas bacterias patdgenas de importancia para la salud como
Enterococcus faecalis y S. aureus (Gram positivas), y Escherichia coli, Klebsiella
sp., Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas alcaligenes (Gram negativas) (Bajaj
et al., 2013). Ademas, Correa (2018) reportd la actividad antagdnica de esta cepa
levaduriforme aislada del tracto digestivo de las larvas Hermetia illucens contra S.

Typhimurium, mostrando halos de inhibicién de transparencia media. No obstante,
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no mostro actividad inhibitoria con S. aureus una cepa bacteriana Gram positiva.
Nuestros resultados confirman la actividad antimicrobiana contra Aeromonas
hydrophila, una bacteria Gram negativa, con halos de inhibicion catalogados con

transparencia media.

Otras especies de levaduras constituidas por las especies Candida pseudorugosa,
Stephanoascus ciferrii y Trichosporonales no clasificadas, no mostraron actividad
antimicrobiana contra Aeromonas hydrophila ATCC 7966. Sin embargo, estas
levaduras son conocidas por ser productoras de toxinas asesinas, que actian contra
otras levaduras de perfil sensible ya sea del mismo género u otras especies, debido
a la competencia de nutrientes y espacios limitados (Lim et al., 2011). Afadiendo
a esto, segun los estudios recientes de Correa (2018) se observo una actividad
antimicrobiana de estas cepas contra la bacteria Staphylococcus aureus MRSA

ATCC 43300, pero no presentaron actividad contra S. Typhimurium.

Las cepas de Aeromonas hydrophila son resistentes a la mayoria de los B-
lactamicos, incluidas ceftazidima y cefepima (Janda y Abbott, 2010). En otro
estudio, Peretta et al. (2019) utilizaron los estandares de sensibilidad del CLSI,
quienes reportaron los didmetros de inhibicion, usando discos de agar de 6mm con
30pg de tetraciclina contra la bacteria patdgena A. hydrophila ATCC 7966 (Figura
18). De esta manera, se utilizo esta informacion como referencia para validar
nuestra metodologia de evaluacion de la actividad antimicrobiana de hongos
previamente aislados de la larva de la mosca Hermetia illucens, lograndose obtener

rangos de halos de inhibicion 18mm £ 2mm con buena reproducibilidad.
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Durante la evaluacion de la actividad antagonica de los hongos filamentosos
Aspergillus sp, Scopulariopsis brevicaulis, Chrysosporium multifidum vy
Penicillium janthinellum se observO que las 4 especies tuvieron actividad
antimicrobiana contra la bacteria Aeromonas hydrophila ATCC 7966 con presencia
de halos de inhibicidén con una claridad similar a la presentada en los halos de
inhibicién generados por el antibiotico de referencia Tetraciclina. El criterio de
seleccidn principal para avanzar a fases posteriores fue el Potencial Antimicrobiano
(PA), considerando como significativo un valor de PA mayor a 1. Esto indico una
actividad inhibitoria considerable contra la bacteria patdgena, estableciendo un
punto de corte para identificar los hongos mas prometedores. Todas las cepas
mostraron actividad antagonica (PA > 1), destacandose las cepas de Aspergillus sp.
con los valores mas altos (PA = 1.8), seguido por Scopulariopsis brevicaulis (PA =
1.2 a 1.6) y Chrysosporium multifidum (PA = 1.3) (Tabla 2). Estos hallazgos dan a
conocer que los hongos filamentosos producen moléculas antimicrobianas con

mayor actividad antimicrobiana comparados con los hongos levaduriformes.

El género Scopulariopsis esta conformado por hongos saprofitos comdnmente
hallados en el suelo. Estan presentes en diversos habitats y se conocen 5 especies
que estan relacionadas con enfermedades en el ser humano: S. acremonium, S.
brevicaulis, S. brumptii, S. fusca y S. koningii ocasionando dermatomicosis y
onicomicosis (Cuenca-Estrella M et al. 2003) En este trabajo se destaca el uso del
hongo filamentoso S. brevicaulis como potencial hongo productor de metabolitos
antagénicos contra la bacteria patdgena para peces Aeromonas hydrophila ATCC
7966. Para lograr una caracterizacion preliminar de los potenciales metabolitos

antagoénicos, utilizamos el método de extraccién liquido-liquido para fraccionar las
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moléculas quimicas que el hongo libera, de tal forma que se produjeron extractos
crudos de las cepas seleccionadas utilizando Acetato de Etilo (AE), Diclorometano
(DCM), y Metanol (MeOH). Los puntos de corte para la evaluacion de estos
extractos fueron definidos por sus valores de 1Cso menor a 1 mg/mL, indicando una
alta actividad antimicrobiana, MIC menor a 2 mg/mL, indicando inhibicién total
del crecimiento bacteriano y MBC menor a 3 mg/mL, para la eliminacion del 99.9%

de microorganismos viables

El extracto DCM de S. brevicaulis presentd la mayor actividad antimicrobiana, con
una ICso de 0.3 mg/mL y una MIC de 0.5 mg/mL, superando los puntos de corte
establecidos y, por tanto, se decidi6 avanzar con este extracto en la siguiente fase.
Por otro lado, los extractos metandlicos no mostraron actividad significativa a las
concentraciones evaluadas, destacando la especificidad del solvente en la actividad
antimicrobiana observada (Tabla 3). Por el contrario, en un estudio previo
publicado por Correa et al (2019) se realizé el fraccionamiento del sobrenadante
del hongo Chrysosporium multifidum aislado del tracto digestivo de la mosca BSF.
En dicho trabajo se utilizaron diversos solventes de polaridad creciente de los cuales
el solvente acetato de etilo permitié concentrar los metabolitos activos de C.

multifidum.

Luego de determinar que el extracto crudo de diclorometano de S. brevicaulis fue
el mas activo contra A. hydrophila, se procedio con el fraccionamiento biodirigido
de un primer lote de cultivo en masa del hongo. A partir de este fraccionamiento se
logré obtener las fracciones M, D y E activas (Figura 6) de las cuales la fraccion M
y E continuaron con el proceso de subfraccionamiento por presentar mayor masa

en miligramos (Anexo 5). Continuando con el subfraccionamiento se obtuvieron 14
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subfracciones de la fraccion M (Anexo 6) y 13 subfracciones de la fraccion E
(Anexo 7). Del total de subfracciones obtenidas hasta este punto se observo que la
subfraccion més activa fue la E7 con 14.2mm de didmetro de halo de inhibicion lo
que equivale a un porcentaje de inhibicion del 75.3% con respecto al antibiético de
referencia Tetraciclina (Figura 10). La limitante que se tuvo en este punto fue que
tuvimos 2.5mg de la subfraccion E7 haciendo imposible seguir con un proceso de
fraccionamiento biodirigido (Anexo 7). Ante esta dificultad decidimos producir un
segundo lote del extracto diclorometano del hongo S. brevicaulis lograndose
obtener 9 fracciones de las cuales la fraccién 4 gener6 un halo de inhibicién de
12.3mm (Figura 11) y con un peso de 160.3mg (Anexo 8). Finalmente, el
subfraccionamiento de la fraccion 4 permitié obtener 7 subfracciones siendo las
subfracciones 4.5, 4.6 y 4.7 las mas activas con una masa suficiente para permitir

continuar con el fraccionamiento (Tabla 4).

Posteriormente, se evalud la actividad de las fracciones y subfracciones mediante
el andlisis de la MIC por microdilucién en caldo (Tabla 5) y adicionalmente se
evalud la citotoxicidad sobre la linea celular de macréfago de ratdn Raw Cells
264.7. Al obtener resultados de la MIC se observd que solo 2 fracciones fueron
poco activas con un valor de MIC > 1000ug/ml. Este resultado demuestra que el
método de Bioautografia anteriormente utilizado (Tablas 2, 3 y 4) para el bioguiaje
fue idoneo y podria servir de referente para posteriores trabajos de investigacion.
Este tipo de bioguiaje utilizando la técnica de la Bioautografia fue ampliamente
descrito por Choma et al. (2011) donde se destaca que la bioautografia en capa fina
es un método rapido para el cribado quimico y biolégico de extractos. Si bien este

tipo de metodologia no permite obtener valores de MIC, es posible obtener valores
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de didmetros de inhibicion que sirven como referentes de actividad por lo que es
una técnica sencilla para detectar sustancias antimicrobianas contra bacterias como
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Baluari et al., 2016).
Ademas, en el trabajo publicado por Naveed et al. (2013) se resalto el uso de la
técnica de bioautografia para estudiar mas a fondo las actividades antibacterianas
de aceites esenciales de comino (Cuminum cyminum), canela (Cinnamomum
verum), cardamomo (Amomum subulatum) y clavo (Syzygium aromaticum) sobre
las bacterias patogenas Salmonella typhi (D1 Vi-positiva), Salmonella typhi (G7
Vi-negativa), Salmonella paratyphi A, Escherichia coli (SS1), Staphylococcus
aureus, Pseudomonas fluorescens y Bacillus licheniformis (ATCC 14580)
permitiendo determinar la presencia de potenciales moléculas activas como el
cuminaldehido, t-cinamaldehido, eucaliptol pues contenia un frente de corrida (Rf)
comparable con su estandar de referencia. Finalmente, en los resultados presentados
en las figuras 8 y 11 se observa que las fracciones M8 y 1 respectivamente presentan
actividad contra Aeromonas hydrophila por el método de bioautografia, sin
embargo, al realizar el analisis de la MIC (Tabla 5) observamos que no presentaron
actividad a la maxima concentracion evaluada obteniéndose una MIC > a
1000ug/ml. Estos resultados podrian deberse a la carga de una mayor concentracion

del compuesto bioactivo en la TLC (Naveed et al., 2013).

Asi mismo, del total de fracciones y subfracciones evaluadas se observd que la
fraccion 4 tuvo una actividad moderada sobre A. hydrophila con una MIC de
250ug/ml, sin embargo, al realizarse el proceso de subfraccionamiento, se
obtuvieron 3 subfracciones activas de las cuales la subfraccion 4.7 fue la mas activa

contra A. hydrophila (MIC de 62.5ug/ml) y menos citotdxica (ICso > 1000ug/ml)
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obteniéndose un indice de selectividad mayor de 16 (Tabla 5). Estos resultados
demuestran la importancia de continuar con el fraccionamiento dirigido el cual
permitira concentrar la actividad del compuesto activo hasta llegar a purificarla y

asi determinar su actividad selectiva sobre el patdgeno.

Durante todo este proceso de fraccionamiento y subfraccionamiento se logrd
concentrar los metabolitos activos. De esa forma, se decidio realizar un analisis
comparativo de redes moleculares de productos naturales a nivel mundial (GNPS)
de las fracciones y subfracciones activas contra la bateria patdgena para peces
Aeromonas hydrophila mediante la comparacién de datos de fragmentacion de
moléculas generados por espectrometria de masa (MS/MS) (Wang et al., 2016).
Estos datos de fragmentacion sumados a los datos de peso molecular obtenidos con
el mismo equipo de masa permitieron encontrar moléculas previamente reportadas
en el hongo Scopulariopsis brevicaulis como las Escopularidas A y B, Surfactina y

N-acetiltiramina, asi como potenciales nuevas moléculas con actividad

antimicrobiana de la familia de las Escopularidas y dipéptidos.

Con respecto a las Escopularidas, se observo la presencia de la Escopularida A en
las fracciones D y E (Figura 12), ademas esta misma Escopularida fue detectada en
las fracciones 6, 8 y 9 de un segundo lote de extracto diclorometano producido
(Figura 13A). Ademas de ello, se observo la presencia mayoritaria de la
Escopularida B y otras Escopularidas desconocidas en la subfraccion 4.7 (Figura
15). Esta subfraccion presentd una moderada actividad contra A. hydrophila
generando un diametro de inhibicion de 6.1mm con 2 cruces y un MIC de
62.5ug/ml (Tablas 4 y 5 respectivamente). Esta presencia mayoritaria de una

familia de Escopularidas podria explicar la razén de la actividad antimicrobiana
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selectiva (IS > 16, Tabla 5) de dicha subfraccion pues mostré una baja citotoxicidad

con una ICso mayor de 1000ug/ml sobre la linea celular de raton Raw Cells 264.7.

Coherentemente con los resultados de este estudio, varios autores han reportado la
presencia del polipéptido Escopularida A en Scopulariopsis brevicaulis. Por
ejemplo, en la esponja marina Tethya aurantium, asociada al hongo S. brevicaulis.
Este Gltimo sintetiza las Escopularidas A y B que exhiben actividad antimicrobiana
contra patégenos (Agrawal et al., 2017; De Mandal et al., 2021; Wiese et al., 2011).
En el trabajo de Elbanna et al. (2019) aislaron la Escopularida A a partir de S.
brevicaulis del tracto digestivo de Mugil cephalus “lisa”. Sobre la base de un
extracto etandlico de S. brevicaulis y empleando HPLC de fase reversa, obtuvieron
Escopularidas A — H. Posteriormente, empleando estandares auténticos de
Escopularida A y B, realizaron un analisis GNPS comparativo de extractos
obtenidos de cultivos de S. brevicaulis, detectando un grupo de “Escopularida” que
incorpora nodos de Scopulariopsis sp (Elbanna et al., 2019). Ademas, en el trabajo
de Singab et al. (2023) encontraron en el hongo endofitico Aspergillus flavus, un
asociado del coral blando Sarcophyton ehrenbergi Escopularidas A y B con
actividad significativa contra Helicobacter pylori, con valores de MIC entre 7,8 y
15,6 pg/mL. También, la Escopularida A demostré ser potente contra Candida
albicans y Aspergillus niger, mientras que la Escopularida B inhibi6

especificamente a C. albicans.

También se ha reportado que dos moléculas aisladas de Scopulariopsis brevicaulis,
la Escopularida A y B tienen actividad inhibitoria moderada sobre lineas tumorales
pancreaticas Colo357 y Panc89 y del colon HT29 a una concentracion de 10pug/mL.

Sin embargo, no se observo actividad antimicrobiana en bacterias Gram negativas
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como Escherichia coli y Pseudomona fluorescens y a Gram positivas como
Staphylococcus lentus y Bacillus subtilis (Yu et al., 2008). De la misma forma,
Long et al. (2021) identificaron en el hongo Aspergillus sclerotiorum, derivado de
un coral blando, nuevos derivados de Escopularida, uno de estos derivados, la
Escopularida I mostré una actividad inhibidora de la enzima acetilcolinesterasa con
una ICso de 15.6 uM, asi como citotoxicidad moderada contra la linea celular de
carcinoma nasofaringeo humano HONE-EBV con una IC50 de 10.1 pM.
Asimismo, se reporta que la Escopularida A no presenta actividad contra un aislado
clinico resistente a la vancomicina Enterococcus faecalis (Elbanna et al., 2019). En
este sentido, se recomienda realizar mas investigaciones para explorar que otras

bacterias u organismos patdgenos son sensibles a éste lipopéptido.

Actualmente, no se han encontrado investigaciones sobre la actividad
antibacteriana de la Escopularida A y B sobre Aeromonas, sin embargo, se ha
venido trabajando en otros lipopéptidos con propiedades antimicrobianas contra A.
hydrophila, como la Crustina, un péptido antibacteriano derivado de la hemolinfa
de crustaceos que inhibe la capacidad de esta bacteria de formar biofilms (De

Mandal et al., 2021).

Con respecto a la Surfactina, se observd su presencia solo en la fraccion 9 de un
segundo lote de extracto diclorometano producido (Figura 13B). La Surfactina es
una molecula perteneciente a la familia de los Lipopéptidos que se caracteriza por
tener una estructura de lactona ciclica con 7 aminoéacidos unidos a un &cido graso
beta-hidroxi de 13 a 15 carbonos (Lilge et al. 2022). Esta molécula actia como un
fuerte biosurfactante ampliamente utilizado en la industria porcina y avicola para

combatir la enteritis necrdtica causada por Brachyspira hyodysenteriae y
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Clostridium perfringens respectivamente, (Horng et al., 2019). En el trabajo de
Horng et al. (2019) se logro aislar la surfactina a partir de la bacteria Bacillus
subtilis y Bacillus licheniformis y se determino su actividad antimicrobiana contra
ambas bacterias patdgenas B. hyodysenteriae y C. perfringens mediante el ensayo
de Kirby Bauer obteniendo halos de inhibicibn maximos de 14 y 5mm
respectivamente por lo que se le considera en este trabajo como un compuesto con
mayor actividad sobre bacterias Gram negativas. Por otro lado, en un estudio
realizado por Kim et al. (2009) se encontr6 que la Surfactina tuvo menor actividad
contra un set de bacterias Gram negativas en comparacion con el set de bacterias
Gram positivas mediante el método de Kirby Bauer. Ademas, también se ha
reportado la actividad antifingica de nuevas surfactinas contra los hongos
Fusarium moniliforme y Candida, hongos que parasitan cultivos de plantas como
el maiz, trigo, frijol y tomates (Jiang et al., 2016; Sharma et al., 2020). De manera
similar, en el trabajo de Abdelraof et al. (2024), evaluaron la capacidad
antimicrobiana de una Surfactina optimizada, comparandola con agentes
antibacterianos y antifngicos estandar mediante el método de Kirby Bauer. Los
resultados mostraron una inhibicidn significativa contra Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli y Bacillus subtilis con halos de inhibicion de 4, 5 y 4 mm
respectivamente. Estos resultados fueron iguales o superiores a los obtenidos con
Ciprofloxacino, un antibacteriano de referencia. Ademas, aunque la Surfactina
mostré solo una inhibicion ligera contra Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA), tuvo una mayor actividad contra patdgenos resistentes a
antibidticos B-lactdmicos como las cefalosporinas, que no lograron inhibir estos

patogenos debido a la presencia de B-lactamasas. En este trabajo, también se
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observo que la Surfactina tuvo un efecto antimicético contra Candida albicans
resistente a Fluconazol, un antifangico estandar, con un didmetro de inhibicion de
3 mm. Sin embargo, Aspergillus niger mostrd resistencia a la Surfactina,
destacando la necesidad de investigar la variabilidad en la susceptibilidad de
diferentes especies fungicas a este lipopéptido (Abdelraof et al., 2024). En la
industria acuicola se viene evaluando la actividad de lipopéptidos tensioactivos o
surfactantes como el lipopéptido H6 aislado de una bacteria del género
Pseudomonas. Este lipopéptido ha demostrado en un modelo de infeccion in vivo
de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con el protozoario patégeno
Ichthyophthirius multifiliis, causante de la enfermedad de la mancha blanca en la
trucha, lograr la reduccion significativa de la enfermedad en peces tratados con este
surfactante en comparacién a un grupo no tratado (Li et al., 2022). Asi mismo, en
un trabajo realizado en el Per( en la bacteria Bacillus amyloliquefaciens aislada del
tracto digestivo del paiche (Arapaima gigas), se llegd a observar que exudados de
esta bacteria B. amyloliquefaciens contenidos en el extracto mostraron actividad
antagonica contra las bacterias Aeromonas hydrophila y Pseudomonas aeruginosa
con halos de inhibicion mayores a 8mm. En este trabajo de investigacion se utilizé
la espectrometria de masas MALDI TOF para identificar la presencia de la
surfactina en el extracto mediante el analisis de su proteoma celular y extracelular
(Feria et al., 2019). Finalmente, en un trabajo reciente realizado por Barale et al.
(2022) se aislaron y caracterizaron isoformas de surfactina a partir de la bacteria
Bacillus velezensis activos contra dos bacterias patdégenas para humanos Bacillus

cereus y Staphylococcus aureus. Las técnicas descritas en este articulo utilizadas

89



para el aislamiento y caracterizacion de las surfactinas fueron similares a las

realizadas en nuestro trabajo de investigacion.

Todos estos resultados indican que los surfactantes lipopéptidos producidos por
bacterias del género Bacillus o Pseudomonas presentan un fuerte potencial para
futuras aplicaciones en el tratamiento de enfermedades causadas en animales de
crianza masiva para el consumo humano incluyendo los peces (Buchmann 2022).
Si bien esta molécula fue hallada en las fracciones activas de nuestro trabajo a partir
del hongo filamentoso Scopulariopsis brevicaulis, seria necesario aislarla y
purificarla en cantidades de alrededor de 10mg para lograr evidenciar su actividad
sobre la bacteria Gram negativa Aeromonas hydrophila lo que conllevaria a un
hallazgo novedoso puesto que no hay publicaciones relacionadas con esta actividad

antimicrobiana y tampoco de su aislamiento a partir del hongo S. brevicaulis.

Con respecto a la N-acetiltiramina con un peso molecular de 180Da, se observd su
presencia mayoritaria en la subfraccién 4.5 y en menor proporcion en las fracciones
4.6 y 4.7. Hasta este punto no pudimos verificar que esta molécula tenga actividad
contra Aeromonas hydrophila pues faltaria purificarla en suficiente cantidad y
evaluarla directamente en un ensayo de bioautografia. Sin embargo, en la
bibliografia se hace referencia a que esta molécula presenta actividad inhibiendo la
formacion de un quorum sensing (QS) en una cepa de Vibrio alginolyticus (Reina
etal., 2019). En otro estudio realizado por Driche et al. (2022) se aislo en suficiente
cantidad la N-acetiltiramina de la bacteria Streptomyces acrimycini quien presento
una actividad antagénica contra bacterias patdgenas multirresistentes. Ensayos de
susceptibilidad antimicrobiana sobre las bacterias patogenas les permitio

determinar una MIC de 30mg/ml para la N-acetiltiramina. Los pocos estudios sobre
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esta molécula dan a entender que podria ser un interesante candidato para futuras
investigaciones contra bacterias MDR. Es por ello que recientemente un grupo de
investigacion estan interesados en generar una produccién masiva de la N-
acetiltiramina con el fin de utilizarlo como antitumoral, antitrombética y, ademas,

como antibacteriano (Pan et al., 2023).

Con respecto a los derivados de acido colico, estos compuestos fueron identificados
en las fracciones 5, 6, 8 y 9 (Figura 14) y una familia de dipéptidos fueron
encontrados en las subfracciones 4.5, 4.6 y 4.7 (Tabla 6). En este punto no logramos
identificar la estructura de una molécula conocida. Una revision bibliogréafica
permitio entender que los derivados de acido célico pertenecen al grupo de los
péptidos antimicrobianos (AMP por su sigla en inglés). Los AMPs en general son
metabolitos secundarios con actividad bioldgica y suelen diferir en su secuencia y
estructura, por ello tienen varias nomenclaturas por lo que se agrupan como
cecropinas, defensinas y bacteriocinas. Estos AMPs tienen la caracteristica de
presentar conformaciones anfifilicas lo que les permite asociarse con la bicapa
lipidica celular causando una desorganizacion y/o disrupcién de la membrana de la
bacteria (Savage & Li., 2000). Debido al creciente problema de resistencia
antibacteriana en diversas especies de bacterias patdgenas para el ser humano y para
los animales, ha aumentado el interés en el uso de los péptidos antimicrobianos. Si
bien es cierto los péptidos antimicrobianos de cadena larga son poco atractivos
debido a su dificultad en sintetizarlos o su rapida degradacion proteolitica, ahora se
considera que los dipéptidos podrian jugar un rol méas activo en la lucha contra las
bacterias (Wu et al., 2022). A nivel de su actividad se ha reportado la capacidad

antimicrobiana de un AMP aislado de Lactobacillus acidophilus sobre la bacteria
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patogena para peces Aeromonas hydrophila por el método de difusién en disco.
Ademas, también se reportd la actividad antimicrobiana de un extracto de L.
acidophilus en un modelo de infeccién in vivo de peces cabeza de serpiente
(Channa striatus) con Aeromonas hydrophila. De esta manera lograron aislar,
caracterizar y validar la eficacia del AMP en la acuicultura pudiendo ser utilizado
como un futuro farmaco contra infecciones causadas por Aeromonas hydrophila
(Akter et al. 2020). En el trabajo realizado por Zhao et al. (2019) se observo la
actividad de un nuevo péptido antimicrobiano sobre bacterias Gram positivas (S.
aureus y Micrococcus luteus) y bacterias Gram negativas (A. hydrophila y E. coli)
y, ademas, lograron curar una infeccién por Aeromonas hydrophila en cangrejos de
rio destacando su potencial uso en la crianza de estos invertebrados vy
proporcionando un nuevo candidato para el desarrollo de agentes antimicrobianos
terapéuticos para el control de enfermedades en el sector acuicola y en la salud
humana. Por otro lado, se ha visto también que los péptidos antimicrobianos
desempefian un rol importante en el sistema inmune de los peces. En un estudio
reciente realizado por Zhu et al. (2023) secuenciaron y caracterizaron la Hepcidina,
un AMP rico en cisteina, con actividad antimicrobiana de amplio espectro vy,
ademas, observaron un efecto regulador del AMP sobre la flora intestinal del pez
Acrossocheilus fasciatus (Cyprinidae) restaurando la composicion de la flora
intestinal causado por una infeccion previa con Aeromonas hydrophila. Sin
embargo, la administracion exdgena de Hepcidina puede conllevar a una restriccion
excesiva del hierro, ya que esta hormona peptidica regula negativamente la
ferroportina, el Unico canal conocido para la exportacion de hierro desde las células

hacia la circulacion. Esta restriccion reduce la disponibilidad de hierro para la
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eritropoyesis, es decir, la produccion de globulos rojos. Como resultado, se puede
desarrollar anemia, comprometiendo asi la capacidad del organismo para

transportar oxigeno de manera eficiente (Ahmadi Badi et al., 2024).

Ademas, aunqgue el estudio de Zhu et al. (2023) demuestra que la hepcidina puede
tener un efecto positivo en la restauracion de la flora intestinal después de
infecciones, es crucial considerar que un desbalance prolongado en la regulacion de
la hepcidina puede afectar negativamente la microbiota intestinal. Esta hormona
tiene el potencial de alterar la composicion de la microbiota al modificar la
disponibilidad de hierro, un elemento esencial para muchas bacterias. Por ello,
consideramos que en la flora intestinal, un exceso de hepcidina podria reducir la
disponibilidad de hierro a niveles que afectan no solo a los patdgenos sino también
a las bacterias comensales beneficiosas, lo que podria llevar a un desbalance
microbioldgico. Por lo tanto, la administracion exdgena de hepcidina, si no se
regula adecuadamente, podria comprometer la capacidad del pez para transportar
oxigeno y afectar la microbiota intestinal, lo que genera la necesidad de desarrollar

un enfoque equilibrado entre su regulacién y el uso terapéutico.

En otro estudio reciente realizado por Wang et al. (2022) encontraron que la
suplementacion de la dieta con 400mg/kg de peso de AMP en la carpa cruciana del
Pengze (Carassius auratus var. Pengze) mejoro la funcion de enzimas antioxidantes
y las enzimas digestivas intestinales, la resistencia antimicrobiana contra

Aeromonas hydrophila y regulo la composicion de la microbiota intestinal del pez.

En nuestro trabajo de doctorado se logro obtener subfracciones de Scopulariopsis

brevicaulis activas que en el analisis del contenido de sus moléculas se encontraron
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derivados de acido colico y dipéptidos aun no identificados a nivel de su estructura.
El nuevo desafio es lograr obtener cantidades suficientes de estas moléculas para
su identificacion estructural completa con el fin de confirmar el interés de los
dipéptidos por su novedad y para la confirmacion de sus actividades

antimicrobianas sobre la bacteria patdgena para peces Aeromonas hydrophila.

94



VIl. CONCLUSIONES

La cepa HGU11 4 de la especie Scopulariopsis brevicaulis presento
actividad antagodnica contra la bacteria patdogena para peces Aeromonas
hydrophila, con un Potencial Antimicrobiano de 1.5. Esta cepa fue
seleccionada debido a la falta de estudios previos sobre su actividad contra
Aeromonas.

El extracto DCM obtenido a partir del cultivo en masa del hongo S.
brevicaulis presentd actividad contra Aeromonas hydrophila obteniéndose
valores de ICso y MIC de 0.3 y 0.5mg/mL respectivamente.

A partir del extracto crudo DCM del hongo S. brevicaulis, se logré
concentrar la actividad antimicrobiana sobre A. hydrophila en las
subfracciones 4.5, 4.6 y 4.7. De estas, la subfraccion 4.7 demostré mayor
actividad selectiva, con un indice de Selectividad (IS) superior a 16.

El analisis preliminar por UPLC-HRMS de las fracciones de D y E y las
subfracciones 4.5, 4.6 y 4.7 permitié la identificacion de compuestos
derivados del acido cdlico, las moléculas Escopularida A 'y B, asi como la
N-acetiltiramina. Ademas, se identificaron Escopularidas y Dipéptidos

que podrian representar nuevos compuestos con potencial antimicrobiano.
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VIill. RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antimicrobiana de los metabolitos producidos por
hongos levaduriformes en condiciones de un cultivo a mayor escala.

Investigar la estabilidad y la cinética de produccion de los metabolitos
bioactivos del hongo Scopulariopsis brevicaulis bajo la presencia de

diferentes agentes estimulantes.

Realizar ensayos de toxicidad y evaluaciones de seguridad de los

metabolitos producidos por Scopulariopsis brevicaulis.
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X. ANEXOS



ANEXO 1: Esquema de trabajo

de Hermetia illucens

Hongos previamente aislados VS

Hongos levaduriformes
Pichia kudriavzevii
Candida glabrata
Stephanoascus ciferrii

Bacteria patégena de peces

Aeromonas hydrophila ATCC 7966

Trichosporonales
Candida pseudorugosa
Hongos filamentosos

Hongo filamentoso Scopulariopsis
brevicaulis cepa HGU11_4

Aspergillus sp.
Scopulariopsis brevicaulis
Chrysosporium multifidum
Penicillium janthinellum

Extracto crudo de
Acetato de etilo (AE)

Extracto crudo de
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ANEXO 2: Lista de hongos levaduriformes cultivados

Especie

Cadigo de la cepa fungica

Pichia kudriavzevii

HGS11 1; HGS11 2; HGS11 5
HGS11 6; HGS11 7; HGS11 8; HGS11

12; HGS11 14

Candida glabrata

HGS11 3; HGS11 4; HGS11 9;

HGS11 13

Stephanoascus ciferrii

HGM11_6

Trichosporonales no clasificados

HGM11_9; HGM11_10; HGM11 11

Candida pseudorugosa

HGM11_13




ANEXO 3: Lista de hongos filamentosos cultivados

Especie

Caddigos de las cepas fungicas

Aspergillus sp.

HGU11 2; HGU11_3; HGU11-11

Scopulariopsis brevicaulis

HGU11_4; HGU11 5; HGU11 6; HGU11_7

Chrysosporium multifidum

HGU11 8

Penicillium janthinellum

HGU11 10




ANEXO 4a: Diagrama de produccion de extractos crudos AE, DCM y

MeOH a partir de los hongos Aspergillus sp., S. brevicaulis y C. multifidum.

Crecimiento en masa Filtracion Extraccién con solventes Evaporacion de solventes
. o

]\

-

a Acetato de etilo (AE)
Extracto crudo Diclorometano (DCM)
. Metanol (MeOH)

ANEXO 4b: Peso de los extractos obtenidos a partir de los hongos

filamentosos Aspergillus sp., S. brevicaulis y C. multifidum

Cepa fangica Extracto Produccion (mg)

AE 92.1

Aspergillus sp. (HGU11 3) DCM 36.1
MeOH 276.2

AE 55.0

S. brevicaulis (HGU11 4) DCM 30.5
MeOH 444.0

AE 111.6

C. multifidum (HGU11_8) DCM 93.3
MeOH 1276.9

Dénde: AE: Extracto de acetato de etilo; DCM: Extracto de diclorometano;

MeOH: Extracto de metanol.




ANEXO 5: Fraccionamiento del extracto DCM y evaluacion de su
actividad bioldgica sobre la bacteria A. hydrophila ATCC 7966 mediante el

metodo de bioautografia por punto

Fracciones |Masa muestra (mg) | Diametro de halo (mm) | Claridad del halo
M 329.0 5.3+0.3 +
A 740.3 0 -
B 41.3 0 -
C 12.5 0 -
D 11.7 83+0.5 ++
E 52.9 8.7+04 ++
F 13.7 4.0+0.2 -
G 21.6 0 -
H 35.3 0 -
| 5.6 NE NE
J 17.2 NE NE

Donde: (+) indica la claridad baja del halo, (++) indica la claridad media del
halo, (+++) indica la claridad alta del halo en relacion a la Tetraciclina (+++),

NE: No evaluado.



ANEXO 6: Resultados de actividad bioldgica de 14 subfracciones de la
fraccion M sobre la bacteria A. hydrophila ATCC 7966 mediante el método

de bioautografia por punto.

Subfracciones| Masa muestra (mg) | Diametro de halo (mm) | Claridad del halo
M1 11 ND ND
M2 23.5 0 -
M3 70.6 0 -
M4 20.0 3+04 +
M5 37.6 0 -
M6 16.2 0 -
M7 1.9 ND ND
M8 29.1 3205 +
M9 27.0 6+ 0.4 ++
M10 7.0 0 -
M11 20.6 0 -




M12 11.9 0 -

M13 3.9 ND ND
M14 5.8 0 -
Tetraciclina - 148+15 F++

Doénde: (+) indica la claridad baja del halo, (++) indica la claridad media del
halo, (+++) indica la claridad alta del halo en relacion a la Tetraciclina (+++),

ND: No determinado por tener poca cantidad (mg) de la subfraccion.




ANEXO 7: Resultados de actividad biolégica de 13 subfracciones de la
fraccion E sobre la bacteria A. hydrophila ATCC 7966 mediante el método

de bioautografia por punto

Subfracciones| Masa muestra (mg) | Didmetro de halo (mm) | Claridad del halo

El 0.8 48+0.5 +
E2 2.9 75+09 +
E3 2.9 0 -
E4 5.8 3.8+05 +
E5 0.9 0 -
E6 0.8 0 -
E7 2.5 142+15 ++
E8 2.8 0 -
E9 1.1 0 -
E10 1.6 0 -
Ell 1.9 0 -
E12 3.8 0 -
E13 7.5 0 -

Tetraciclina ) 183+ 1.6 F++

Donde: (+) indica la claridad baja del halo, (++) indica la claridad media del
halo, (+++) indica la claridad alta del halo en relacion a la Tetraciclina (+++),

ND: No determinado por tener poca cantidad (mg) de la subfraccion.



ANEXO 8: Resultados de actividad bioldgica de 9 fracciones del extracto
DCM sobre la bacteria A. hydrophila ATCC 7966 mediante el método de

bioautografia por punto

Subfracciones| Masa muestra Diametro de halo Claridad del halo
(mg) (mm)
1 7.5 6.8+0.8 +
2 1.5 ND
3 181.0 75+05 +
4 160.3 12314 ++
S 13.8 16.3+1.2 et
6 23.0 11.3+0.9 ++
7 2.4 ND +
8 4.3 9.0+1.1 +
9 94.3 7.7+0.5 +
Tetraciclina ) 191+15 F++

Donde: (+) indica la claridad baja del halo, (++) indica la claridad media del
halo, (+++) indica la claridad alta del halo en relacion a la Tetraciclina (+++),

ND: No determinado por tener poca cantidad (mg) de la subfraccion.



ANEXO 9: Moléculas identificadas en las fracciones Diclorometano del

hongo Scopulariopsis brevicaulis activos contra la bacteria patdgena para

peces Aeromonas hydrophila.
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