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RESUMEN

Las bacterias del grupo ESCAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Clostridium  difficile, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa Yy
Enterobacteriaceae) constituyen una causa importante de morbilidad y mortalidad
intrahospitalaria, por presentar elevada resistencia a antibioticos. De estos
micoorganismos, A. baumannii destaca no sélo por presentarse habitualmente con
resistencia extensa (sensible sélo a colistin y/o tigeciclina), sino que también por
persistir en el ambiente inanimado, principalmente por ser productor de biopeliculas.
Por esta razon, se hace imprescindible la busqueda de nuevos compuestos con accion
antibiotica, desinfectante de superficie y/o antibiopelicula sobre A. baumannii. En
consecuencia, el objetivo de este trabajo de tesis fue buscar en liguenes colectados
de Bahia Fildes, Isla Rey Jorge, Antartica, la existencia de un metabolito con estas

caracteristicas.

Como resultado, se obtuvo que el liguen Himantormia lugubris producia un compuesto
de la familia de los benzaldehidos llamado atranol, que presentd actividad bactericida
sobre aislados extensivamente resistentes (XDR) a antibioticos de A. baumannii, con
CMI entre 125 y 250 pg/ml y Concentracion Minima Bactericida (CMB) de 250 a 500
pug/ml. Por otro lado, este compuesto mostré actividad inhibitoria de la formacion de
biopelicula, presentando un 30% de inhibicion de la formacion de biopelicula (respecto
a la condicién control) a concentraciones menores a la CMIl. Ademas, presenté una
Concentracion Minima de Erradicacién de Biopelicula (CMEB) de entre 1000 y 2000
pg/ml, lo que corresponde a entre 4 y 8 veces la CMI, siendo por tanto muy superior a
los comparardores meropenem (>1000 veces) y colistin (8 veces). Destaca ademas la
existencia de una amplia variabilidad en la produccién de biopelicula por parte de los
aislados de A. baumannii, desde aislados con muy baja produccion de biopelicula hasta
aguellos con amplia produccion de la misma.

No obstante, los resultados anteriores, no se logré demostrar actividad desinfectante

de superficie para este compuesto, obteniéndose una diminucién de la carga bacteriana
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de un 90% (1 logaritmo) con un tiempo de contacto de 30 minutos y una concentracion
de 4000 pg/ml, no cumpliendo con el minimo de 5 logaritmos de descenso de la carga

bacteriana para ser considerado un desinfectante eficaz.

Se concluye que el atranol, obtenido del liquen H. lugubris, es capaz de eliminar la
presencia de Acinetobacter baumannii tanto en fase planctonica (libre) como formando
biopeliculas y es por tanto un potencial candidato para prevenir o eliminar
colonizaciones en dispositivos médicos, asi como un eventual coadyuvante de los

compuestos antimicrobianos actualmente en uso.
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ABSTRACT

The bacteria of the group ESCAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Clostridium  difficile, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa Yy
Enterobacteriaceae) are an important cause of intrahospital morbidity and mortality,
because of being highly resistant to antibiotics. Of these microorganism, A. baumannii
is remarkable not only for being usually extremely drug resistant (only susceptible to
tigecycline or colistin), but also for its ability to persist in unanimated environments,
mainly due to its capacity to form biofilms. For this reason, it is extremely important the
quest for new compounds with antibiotic, disinfectant and antibiofilm action against A.
baumannii. As a consequence, the main objective of this investigation was to search
in lichens collected from Fildes Bay, King George Island, Antarctica, a secondary

metabolite with these characteristics.

As a result, it was found that the lichen Himantormia lugubris produces a compound of
the family of the benzaldehydes called atranol, which presented bactericidal activity
against extremely-drug resistant isolates (XDR) of A. baumannii, with Minimal Inhibitory
Concentrations (MIC) from 125 to 250 pug/ml and Minimal Bactericidal Concentration
(MBC) from 250 to 500 pg/ml. On the other hand, this compound exhibited inhibitory
activity against biofilm formation in several strains of A. baumannii, with an average
inhibition of biofilm formation of 30% when compared to the positive control at
concentrations below the MIC. Also, it exhibited a Minimal Biofilm Eradication
Concentration (MBEC) between 1000 to 2000 pg/ml, which ranges from 4 to 8 times the
MIC, thus being superior than meropenem (>1000 fold) and colistin (8 fold). It is also
remarkable that there a great variability in the production of biofilm of the isolates of A.
baumannii, form isolates with very low biofilm production to isolates with a very high

production of that structure.

Besides the above results, it couldn’t be demonstrated a surface disinfection ability for

this compound, obtaining only a 90% (1-log) decrease with a contact time of 30 minutes
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and a concentration of 4000 pg/ml, not accomplishing the minimal 5-log decrease
(99.999%) in the bacterial load to be considered a successful disinfectant.

As conclusion atranol, obtained from the lichen H. lugubris, is capable of eliminate the
presence of A. baumannii both in planktonic and biofilm forms. For this reason, atranol
is a potential candidate for a compound to avoid or eliminate bacterial colonization of
medical devices, and also a potential adjuvant of currently available antimicrobial
compounds.
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INTRODUCCION

1.1. Laresistencia a antibidticos: una emergencia sanitaria mundial

Actualmente la resistencia a antibiéticos es un problema de gran magnitud a nivel
mundial, sobre todo a nivel de centros de atencion en salud (Labarca y Araos, 2009).
En estos ultimos, la aparicion de Infecciones Asociadas a Atencion en Salud (IAAS)
produce prolongacion de las hospitalizaciones, aumento de la morbi-mortalidad y
aumento de los costos en atencion a los pacientes (Klevens et al., 2002; Ehrenkranz
et al.,, 2011; Zimlichman et al., 2013). Estas infecciones se han asociado a la
emergencia cada vez mayor de cepas multiresistentes (MDR), extensivamente
resistentes (XDR) y panresistentes (PDR) a antibioticos (Magiorakos et al., 2012).

Entre las causas de la emergencia de las infecciones intrahospitalarias causadas por
bacterias resistentes a antibidticos se cuentan el aumento de la presion selectiva por
el uso indiscriminado de antibidticos, la instrumentalizacion de pacientes, la
hospitalizacion de pacientes inmunosuprimidos y el rompimiento de las precauciones
estdndar a la hora de atender pacientes, permitiendo esta Ultima situacién la
propagacion de brotes de bacterias hospitalarias (Hedrick y Sawyer, 2005). A pesar de
que es técnicamente imposible reducir el riesgo a cero, se ha intentado una serie de
estrategias para la disminucién de la emergencia de IAAS y de cepas con resistencia

aumentada a antimicrobianos. Entre estas estrategias se cuentan:

Racionalizaciéon del uso de antibidticos

Generacion de protocolos y guias clinicas para el tratamiento de enfermedades
infecciosas, asociado a la implementacion de sistemas de vigilancia de uso de
antibioticos (uso de receta visada por médico infectélogo) y sustitucion de
antimicrobianos con mayor impacto sobre la microbiota del paciente, lo que se resume
en el concepto de “Antimicrobial Stewardship”, el cual presenta una amplia bibliografia
gue sustenta su utilidad (Bauer et al., 2010; Nicolau, 2011).



Dentro de esta estrategia se incluye también la implementacién de métodos
rapidos de deteccion de cepas resistentes, con objeto de ajustar de forma mas r4pida
y adecuada el tratamiento antibiético. Respecto de esto ultimo, destaca la emergencia
de los métodos de biologia molecular basados en PCR convencional y en tiempo real
(Altun et al., 2013), el uso de MALDI-TOF (Espinal et al., 2012) y la aparicion de los
“Carba test” (Nordmann et al., 2012), que disminuyen en al menos 1 dia la deteccion

de carabapenemasas y otros mecanismos de resistencia de importancia clinica.

Reforzamiento de las precauciones estandar:

Desde que Semmelweis descubriera, en la segunda mitad del siglo XIX, la
importancia del lavado clinico de manos para reducir la morbi-mortalidad de la atencion
meédica (Semmelweiss, 1861; Kirkland et al., 2012), esta medida se ha transformado
en pilar fundamental para evitar la emergencia y propagacion de brotes infecciosos
intrahospitalarios (Allegranzi y Pittet, 2009); sin embargo, el bajo cumplimiento de la
misma conspira contra su efectividad (Kampf et al., 2009). La implementacion del
correcto lavado de manos va aparejada de otras medidas como el uso de una distancia
adecuada entre camas hospitalarias, medidas de aislamiento fisico (uso de mascarilla
y guantes, entre otros) dependiendo de la situacion clinica y optimizacion de los
procedimientos invasivos a pacientes hospitalizados (Siegel et al., 2007; Yokoe et al.,
2008; Kampf et al., 2009).

Implementacion de protocolos de desinfeccién:

Algunas bacterias como Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp. sobreviven por
tiempo prolongado en el ambiente (Kerr y Snelling, 2009; Peleg, 2008), por lo que en
algunos centros hospitalarios se ha tenido éxito moderado en disminuir los brotes de
estas bacterias aplicando esquemas agresivos de desinfeccion de superficies e

implementos hospitalarios (Barbolla et al., 2008, Apisarnthanarak et al., 2008).



No obstante, lo anteriormente sefialado, el problema no ha hecho mas que aumentar,
situacion que se agrava por el hecho de que desde el fin de la “Edad de Oro” de los
antibioticos ha disminuido progresivamente la invencion o descubrimiento de
moléculas antimicrobianas, a tal punto que en la dltima década (2000-2010) sélo se
lanzaron al mercado 3 grupos nuevos de antimicrobianos (Boucher et al., 2013), siendo
los demés compuestos aprobados sélo variaciones de antimicrobianos ya existentes.
Es por este motivo que la IDSA (Infectious Disease Society of America) lanz6 la
iniciativa “10 x '20, Bad Bugs Need Drugs” con el objetivo de sintetizar un antibiético
nuevo por afio y obtener 10 antibiéticos nuevos durante la década 2010-2020 (IDSA,
2010). Por desgracia, no se podra lograr este objetivo ya que desde el 2010 sélo se
han aprobado las cefalosporinas de 52 generacion ceftobiprol (Chahine et al., 2011) y
ceftarolina (Poon et al., 2012), estando aun en estudio otros compuestos como los
inhibidores reversibles de betalactamasas del grupo de los diazabiciclooctanos, dentro
de los que destaca avibactam (Sader et al., 2014; Boucher et al., 2013). Peor aun, ya
existen reportes de emergencia de aislados resistentes a algunos de estos antibiéticos
(Humphries et al., 2015).

Otro problema asociado a la falta de desarrollo de nuevas moléculas antibacterianas
es que la mayoria de los antibiéticos desarrollados en las ultimas 2 décadas, asi como
los nuevos en desarrollo, tienen efecto fundamentalmente contra bacterias Gram
positivas, lo que deja una cantidad importante de bacterias Gram negativas MDR con

pocas o ninguna alternativa terapeutica (Boucher et al., 2013).

La gran mayoria de las infecciones por bacterias multiresistentes son debidas a un
grupo determinado de bacterias hospitalarias, en su mayoria Gram negativas, las que
han sido agrupadas bajo el acrénimo ESCAPE (Peterson, 2009). Este grupo de
bacterias se considera de especial relevancia no sélo por su elevada resistencia, sino

también por la mortalidad que generan; entre las que destacan:



e Enterococcus faecium

e Staphylococcus aureus

e Clostridium difficile

e Acinetobacter baumannii

e Pseudomonas aeruginosa

e Enterobacteriaceae (donde se incluye Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter spp. y Proteus spp.)

Dentro del grupo de bacterias anteriormente mencionado, nos centraremos en la
especie A. baumannii, por ser una bacteria que no sélo ha generado brotes
importantes en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), asociados a gran mortalidad,
sino que es bastante dificil de eliminar tanto de pacientes como de superficies clinicas;
mas aun, se describen algunas cepas panresistentes (PRD), es decir, resistentes a
todos los antibidticos conocidos, de uso clinico (Gottig et al., 2014). Este problema
podria agravarse en los proximos afios, puesto que si bien hasta ahora las cepas PDR
reportadas habian presentado mecanismos no transmisibles de resistencia a colistin
(la udltima alternativa de tratamiento disponible para la gran mayoria de aislados
clinicos de A. baumannii), el afio 2015 se descubri6 la existencia de un plasmido
conjugativo portador del gen mcr-1, el que confiere resistencia a colistin por adicion de
fosfoetanolamina al lipido A. Este plasmido, originalmente descrito en aislados de
Escherichia coli hallados en criaderos de cerdos en China (Liu et al., 2016), ha sido
encontrado posteriormente en bacterias procedentes de lugares tan distantes como
Dinamarca (Hasman et al., 2015) y Estados Unidos (McGann et al., 2016), situacion
gue nos pone directamente a las puertas de la era post-antibidtica, la que se describe
como el periodo en el que no existiran antibidticos efectivos para combatir infecciones
producidas por bacterias (Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2014). El hallazgo
de McGann et al., (2016) es especialmente grave, ya que no fue hallado en animales

de granja, si no que causando infeccion en un paciente.



1.2. Caracteristicas de Acinetobacter baumannii

Para comprender mejor este problema es necesario describir esta bacteria, haciendo
hincapié en los factores de virulencia y de sobrevivencia que posee. A. baumannii.
Esta bacteria corresponde a un cocobacilo Gram negativo, inmoévil (de donde deriva
su nombre, ya que akinetos significa “sin movimiento”), no fermentador de glucosa y
no productor de oxidasa. El género Acinetobacter fue definido por primera vez en 1954
y agrupa una gran cantidad de genoespecies bacterianas (43 a fecha del 13/08/2016,
segun “List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature”), las que se definen
como aquellos grupos de bacterias dentro de un género (en este caso, Acinetobacter)
compuestos por individuos que presentan entre si una hibridacion ADN-ADN mayor al
70% (Wayne et al., 1987). Estas genoespecies son en su mayoria de origen ambiental,
las que ademas son dificiles de distinguir entre si por sus caracteristicas fenotipicas
(Dijkshoorn et al., 2007). Por lo anterior, las genoespecies de Acinetobacter se dividen
en grupos de compatibilidad basados en su similitud fenotipica, siendo el mas
importante del punto de vista clinico el “complejo A. baumannii’, que incluye las
especies A. baumannii, A. pitti y A. nosocomialis (Higgins et al., 2007; McConnell et al.,
2012), debido a la frecuente presencia del mismo en infecciones que afectan a
pacientes de UCI, su fuerte presencia y sobrevida en medios abibticos
intrahospitalarios, y a la elevada mortalidad asociada (Dijkshoorn et al., 2007,
McConnell et al., 2012). Respecto al “complejo A. baumannii” es importante recalcar

algunas observaciones:

eLos meétodos fenotipicos de identificacion actualmente en uso a nivel de
Laboratorio Clinico no permiten identificar la especie con precision, por lo que en
estricto rigor las bacterias identificadas como “A. baumannii” por métodos
fenotipicos comerciales (APl 20NE y VITEK 2, entre otros) soélo debieran
informarse como “Complejo A. baumannii - A. calcoaceticus” (Higgins et al., 2007).
Debido a lo anterior, se ha propuesto una serie de métodos basados en biologia
molecular para identificar las bacterias del género Acinetobacter a nivel de



especie, dentro de los que destacan la identificacion por PCR usando los genes
gyrB (Higgins et al., 2007), rpoB (Nemec et al., 2011) o las regiones variables del
ARN 16s, asi como el uso de MLSA (Multilocus Sequence Analysis) (Nemec et
al., 2011). De estos, rpoB es el que ha demostrado mejor discriminacién entre las
especies del complejo (Nemec et al., 2011). Ultimamente, ha surgido como
alternativa a la secuenciacion un PCR multiple propuesto por Lee et al. (2013), el
cual amplifica la regidn intergénica 16S-23S y que presenta una alta sensibilidad

y especificidad.

¢ A pesar de lo anterior, habitualmente se informa en los cultivos de origen
hospitalario como “A. baumannii” el hallazgo de bacterias del complejo antes
sefalado (Dijkshoorn et al., 2007). Esto se debe a que la inmensa mayoria de las
infecciones por este género corresponden a la especie antes sefialada
(Dijkshoorn et al., 2007). Sin embargo, un reporte de Schleicher et al. (2013)
sugiere que esto no necesariamente es asi, y que A. pitti pudiera ser en
ocasiones la especie mas prevalente. Esto es relevante, ya que la mayoria de los
trabajos publicados sugieren que A. pitti y A. nosocomialis tienden a ser mas

sensibles a los antibiéticos que A. baumannii (Chuang et al., 2011).

e Aunque el resto de las bacterias de este complejo han sido descritas en
el medioambiente, A. baumannii ha sido descrita casi exclusivamente en el
ambiente hospitalario, existiendo aun poca claridad de como surgié dicha
bacteria en los centros clinicos (McConnell et al., 2012). Una excepcion a lo
anteriormente dicho fueron los reportes de A. baumannii en infecciones
asociadas a trauma bélico en la Segunda Guerra del Golfo Pérsico (2003), razén
por lo cual dicho fendmeno se conocid coloquialmente como “Irakibacter”; sin
embargo, al menos un estudio afirma que la infeccion por “Irakibacter” fue
adquirida en los Hospitales Militares y no en el campo de batalla (Scott et al.,
2007).



Por otra parte, Wilharm y colaboradores (2015) han descrito la existencia
de aislados de A. baumannii en nidos de aves en la region occidental de Polonia,
los que presentan caracteristicas muy distintas a las bacterias de la misma
especie en ambientes hospitalarios, lo que incluye la ausencia en estos aislados
ambientales de beta-lactamasas clase D del grupo OXA 51-like, las que son
intrinsecas de los aislados obtenidos de ambientes clinicos. Por otro lado,
Eveillard et al. (2013) recopilan una serie de reservorios extrahospitalarios
descritos para A. baumannii, entre los cuales se describe el suelo de distintas
areas de la ciudad de Hong Kong (Houang et al., 2001) y heces de cerdos en
Reino Unido (Byrne-Bailey et al., 2009). La identificacion de las especies de
Acinetobacter se realiz6 en el primero de los estudios usando analisis de
restriccion de ADN ribosomal amplificado (amplified ribosomal DNA restriction
analysis, ARDRA) y en el segundo de éstos secuenciando un fragmento de 800
pb del ARNr 16S.

eHoy en dia, aun existe controversia en cuanto a si A. baumannii es solo
un marcador de la gravedad del paciente de UCI o bien causa mortalidad per se
(Blot et al., 2003; Falagas et al., 2006, 2007). Lo que si esta claro es que las
personas que presentan infeccion por esta bacteria tienen una alta mortalidad
(mayor a la que tendrian de no tener dicha infeccion) que de acuerdo a algunas
publicaciones puede llegar al 70% (McConnell et al., 2012).

eLa infeccibn mas frecuente causada por A. baumannii es la neumonia
asociada a ventilador mecanico, seguida de la bacteriemia y la infeccion de partes
blandas (incluyendo quemadura infectada) (McConnell et al., 2012).

Dentro las caracteristicas que permiten el éxito de esta bacteria se incluyen su gran
capacidad para colonizar ambientes clinicos. Reyes (2013) estudio la presencia de A.
baumannii en distintas superficies de la UCI del Hospital Herminda Martin de Chillan,

encontrando una alta colonizacién de lugares como las llaves de 3 pasos, los catéteres



de aspiracion de secreciones respiratorias y las camas de los pacientes.
Interesantemente, en dicho estudio establecié que 2 pacientes que hubiesen ocupado
la misma cama de forma sucesiva podian presentar el mismo aislado de A. baumannii,

lo que habla del potencial de resistencia de la bacteria.

La situacién anterior, descrita también en otros trabajos (Garnacho-Montero et al.,
2015, Doi et al., 2015), estaria dada entre otros factores por la capacidad de formar
biopeliculas y la gran resistencia a desinfectantes (debido principalmente a la
presencia de bombas de expulsion, destacando las del grupo RND, del inglés
resistance-nodulation-cell division) (Coyne et al., 2011). De hecho, un estudio realizado
por Espinal et al. (2012) demuestra diferencias significativas en la resistencia a la
desecacion de cepas de A. baumannii productoras y no productoras de biopelicula,

con mayor sobrevida de las primeras.

Otro problema aparejado a lo anterior es la elevada resistencia a antimicrobianos, que
en nuestro medio incluye resistencia a carbapenémicos (Cifuentes et al., 2014). Esto
ultimo ha obligado al uso de medicamentos de Ultima linea (tigeciclina, colistin) para
tratar a estas infecciones (Garnacho-Montero et al., 2015, Doi et al., 2015),
registrandose ya casos en que se presenta resistencia a estos antibiéticos (Navon-
Venezia et al., 2007, Hornsey et al., 2010, Qureshi et al., 2015). Otro problema afadido
es que en el caso de tigeciclina no hay puntos de corte aceptados por el Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI), ya que su uso sobre A. baumannii no esta
aprobado por la Food and Drug Administration de Estados Unidos (FDA, 2016). Esta
resistencia a antibidticos estd ocasionada por 4 factores: bajo nUmero de porinas,
presencia de bombas de expulsion, presencia de B-lactamasas principalmente del
grupo D de Ambler (tipo oxacilinasas) y modificacion del sitio blanco por mutaciones
puntuales en gyrA y parC, confiriendo esta ultima situacién resistencia a quinolonas
(Singh et al., 2013).



Es por lo anteriormente sefialado que la desinfeccion de superficies clinicas, asi como
el correcto lavado de manos, se constituyen en elementos clave a la hora de reducir el
impacto clinico de Acinetobacter baumannii en el ambiente hospitalario, ya que seria
mas efectivo evitar las infecciones por esta bacteria que combatir las infecciones una
vez que ya se producen (Kollef y Niederman, 2015). En este sentido, Apisarnthanarak
et al. (2008) logran reducir la incidencia de A. baumannii pan-resistente en pacientes
de UCI usando desinfeccion con hipoclorito al 1% y reforzamiento del lavado clinico

de manos.

1.3. Virulencia de Acinetobacter baumannii

Una controversia importante que se presentdé por mucho tiempo en torno a A.
baumannii es si éste presenta o no factores de virulencia. Sin embargo, se ha visto la
existencia de una isla de resistencia de 86 kb denominada AbaR1 en aquellas cepas
(cepas AYE) asociadas a mayor morbi-mortalidad, y que ademas se asociaban a
presencia abundante de genes de resistencia a antibiéticos, en su gran mayoria
provenientes de otras bacterias no relacionadas y obtenidos por transferencia
horizontal de genes; mas aun, se ha visto que las primeras cepas descritas de A.
baumannii (incluyendo la cepa de referencia ATCC 19606) son susceptibles a la gran
mayoria 0 a todos los antibioticos, o que necesariamente implica plasticidad génica,
ya sea por rearreglos del cromosoma y/o captacion de genes de resistencia foraneos
(Fournier et al., 2006). Por otro lado, se ha visto que la proteina OmpA no soélo es
importante para la adhesiéon de A. baumannii a superficies biolégicas como el epitelio
traqueal, si no que actia induciendo la apoptosis de células del huésped via

destruccién mitocondrial.

1.4. Persistenciay capacidad de formacion de biopeliculas en A. baumannii

Como se mencionaba anteriormente, la formacion de biopeliculas por parte de A.

baumannii forma parte importante de su capacidad de persistir en el ambiente



hospitalario. En este sentido, A. baumannii ha demostrado tener capacidad para formar
biopeliculas tanto en superficies inanimadas (Vidal et al., 1997) como en epitelio
vesical y traqueal (Sepulveda et al., 1998; Ruiz et al., 1998), otorgdndole por tanto la
capacidad de colonizar e infectar el tracto urinario y la via respiratoria de pacientes en
cuidados intensivos, ademas de resistencia aumentada a antibiéticos (Vidal et al.,
1997).

El principal componente de la biopelicula de A. baumannii es un exopolisacarido
denominado poli-beta-(1-6)-N-acetilglucosamina, el cual forma una matriz extracelular

gue permite la adhesion de las bacterias entre si (De Gregorio et al., 2015).

Sin embargo, las proteinas de superficie de la bacteria también juegan un rol en la
formacién de la biopelicula, funtamentalmente en la adhesion a superficies bibticas y
abidticas. Ademas de la ya mencionada OmpA, otra proteina que cumple un rol clave
es la proteina Bap-like, llamada asi por su similitud a la “Biofilm Associated Protein” de
S. aureus y que es importante tanto en la adhesion intercelular de A. baumannii como
en la adherencia a superficies abiéticas como vidrio o plastico. Esta proteina posee
estructura similar a las inmunoglobulinas y, si bien no es imprescindible para la
formacién inicial de la biopelicula, es fundamental para su incremento en biomasa y
maduracion (De Gregorio et al., 2015). Respecto de este ultimo punto, también tiene
un rol en la adherencia a superficies inanimadas el pili tipo “chaperon-usher”
CsuA/BABCDE (McConnell et al., 2012), el cual es importante para la adherencia
inicial a este tipo de superficies.

Ademas de lo anteriormente sefialado, un rol clave en la virulencia y formacion de
biopeliculas de A. baumannii lo cumplen los sider6foros, compuestos que permiten la
captacion de iones de hierro en el torrente sanguineo humano, para los que se ha
demostrado que su inhibicién permitiria dispersar biopeliculas de A. baumannii (Gentile
et al., 2014; Runci et al., 2015; Chang et al., 2016).
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En la formacién de biopeliculas, forma un rol clave el sistema de quorum sensing
Abal/AbaR, un sistema dependiente de acil-homoseril-lactonas (AHL) que usa varios
mediadores, los que presentan un rango de largos de cadena de entre 10 y 16

carbonos (Bhargava et al., 2010).

Respecto a la correlacion entre multirresistencia, virulencia y capacidad de formacion
de biopelicula, existe evidencia conflictiva al respecto. Por un lado, algunos autores
proponen que estos 3 elementos van de la mano, sugiriéndose incluso la relacion entre
la presencia de la betalactamasa de espectro extendido PER-1 (Sechi et al., 2004) y
una mayor formacion de biopelicula, lo que también es planteado por Lee et al., (2008),
quien encontré una correlacion positiva entre el nivel de expresion de blarer-1 y la
formacién biopelicula. Sin embargo, Rao et al. (2008) reporta que de 11 aislados con
PER-1, s6lo 2 forman una biopelicula fuerte al ser comparados con aislados carentes
de PER-1.

Por otro lado, algunos autores han encontrado una correlacién inversa entre
resistencia extrema o panrresistencia y la capacidad de formacién de biopelicula y/o
la virulencia, como reportan Dafopoulou et al. (2016) respecto a la correlacion inversa
existente entre la resistencia a colistin y la capacidad de formacién de biopelicula. Una
situacién similar es reportada por Yoon et al. (2015), quienes observaron que la
sobreexpresion de bombas de expulsion del tipo RND incrementaba la resistencia a
multiples antibidticos, pero disminuiria la formacion de biopelicula. Esto udltimo
implicaria que la adquisiciobn de multirresistencia tendria un costo biolégico para la

bacteria.

Si lo ultimo mencionado es verdadero, ¢,coOmo persisten las bacterias extensivamente
resistentes en los ambientes clinicos? La explicacion estaria dada en la condicion
polimicrobiana de las biopeliculas (Hu et al., 2015): las cepas mas productoras de
biopelicula, pero al mismo tiempo mas sensibles a antibidticos, formarian un reservorio

para las cepas menos productoras, pero mas resistentes a antibioticos. Luego, la
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presion selectiva generada por el uso indiscriminado de antibidticos favoreceria a las
cepas mas resistentes para colonizar e infectar a los pacientes hospitalizados. Esta
situacion se ha visto por ejemplo en los catéteres urinarios, donde la asociacion de
Pseudomonas aeruginosa y A. baumannii genera biopeliculas que permiten la
persistencia de otras bacterias como Klebsiella pneumoniae (Djeribi et al., 2012). Por
otro lado, se ha visto que la biopelicula per se contribuye a la resistencia a antibioticos
y desinfectantes, al disminuir la penetracion de los mismo hacia las bacterias de la

biopelicula (Wang et al., 2015).

1.5. Realidad de Acinetobacter baumannii en Chile

Una de las caracteristicas mas llamativas de las cepas de A. baumannii presentes en
hospitales chilenos ha sido su transicion de aislados multisensibles (Bello et al., 2000;
Morales et al., 2012) a presentar un patron MDR o XDR (Diomedi, 2005; Cifuentes et
al., 2014). Segun los ultimos datos recopilados por el Grupo Colaborativo de
Resistencia Bacteriana de Chile (Cifuentes et al., 2014), la susceptibilidad a
carbapenémicos de A. baumannii causante de infecciones en pacientes adultos (tanto
en UCI como fuera de ellas) es menor a 30%, presentando ademas porcentajes de
resistencia mayores a un 50% a casi todos los antibi6ticos excepto colistin (al que
presenta un 98% de susceptibilidad). Es por esto ultimo que colistin, tanto solo como
asociado, se posiciona como el tratamiento de eleccion para pacientes que adquieren

una infeccion por esta bacteria.

En este contexto, el reporte en algunos hospitales chilenos de la emergencia de
aislados resistentes a colistin (Opazo, 2015) es una situacion preocupante, ya que no
existen tratamientos alternativos a colistin que sean eficaces contra las infecciones
causadas por A. baumannii, puesto que el uso de tigeciclina muestra evidencia
contradictoria que, si bien sugiere su eventual utilidad, no es del todo concluyente
(Chuang et al., 2014, Lee et al., 2013, Garnacho-Montero et al., 2015).
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Interesantemente, la distribucion de A. baumannii no es homogénea entre hospitales
chilenos, puesto que algunos de estos no presentan infecciones por esta bacteria
mientras que en otros se da una situacion de endemia (Rivera et al., 2016). Esta
situacion tendria que ver con el hecho de que, tal como se mencion6 anteriormente, la
calidad de la desinfeccion juega un rol clave en la prevalencia de esta bacteria en los
entornos clinicos (Manian et al.,, 2011). Respecto a esto ultimo, las normas de
desinfeccién de superficies clinicas en hospitales chilenos, si bien son bastante
similares entre un centro y otro, presentan sutiles diferencias que pudieran influir en el
éxito a la hora de erradicar A. baumannii. Por ejemplo, todos los hospitales emplean
hipoclorito de sodio cada 8 h para la desinfeccién de superficies (con el fin de eliminar
esporas de Clostridium difficile), pero la concentracién usada varia de un hospital a
otro. Asi, la norma interna del Hospital Regional de Concepcién “Dr. Guillermo Grant
B.”, indica el uso de NaCIlO al 0,1%, mientras que en otros hospitales se sugiere
soluciones al 0,5%. Por otro lado, existen diferencias dentro de los mismos hospitales
en cuanto a la metodologia de desinfeccion. Nuevamente citando el ejemplo de
Concepcidn, el aseo del bafio de los pacientes (externalizado a una empresa privada)

no emplea NaClO para su desinfeccion, si no que compuestos de amonio cuaternario.

1.6. Alternativas para el control de cepas resistentes de Acinetobacter

baumannii

En relacién al preocupante panorama respecto a la discrepancia entre incremento de
la resistencia bacteriana y la disminucién de aparicion de nuevas moléculas
antimicrobianas, ha habido esfuerzos por analizar organismos vivos de ambientes
extremos en busca de nuevos metabolitos que puedan tener efecto contra
microorganismos de interés humano. En este sentido, los liquenes constituyen un muy

buen candidato para buscar nuevos compuestos de utilidad.

Los liqguenes corresponden a una simbiosis mutualista entre una microalga o una

cianobacteria (fotobionte) y un hongo (micobionte) que estan ampliamente
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diseminados en distintos ambientes a nivel mundial, incluso ambientes extremos como
la Antartica (Shrestha et al., 2013). Existe una gran variedad de los mismos, habiendo
una gran selectividad en la predileccién de un hongo en particular por un determinado
fotobionte (Stenroos et al., 2006). Una de las propiedades interesantes de los mismos
es la gran cantidad de metabolitos secundarios que producen, los que son siempre
sintetizados por el micobionte. A este respecto, es importante sefialar que muchos de
los metabolitos se producen solamente si el micobionte esta “liquenizado” (Huneck,
1999). Los liquenes son organismos seésiles de crecimiento lento, por lo que estos
metabolitos secundarios serian importantes para cumplir diversas funciones como
captacion de iones metdlicos, proteccion contra radiacion UV y defensa contra

bacterias y depredadores (Huneck, 1999).

Los metabolitos secundarios de liguenes vienen siendo estudiados desde inicios del
siglo XX y se ha visto en multiples ocasiones que poseen un aceptable efecto
antimicrobiano (Shrestha et al., 2013), destacando algunos compuestos como el acido
asnico (Ingdlfsdéttir, 2002). Este ultimo, asi como muchos de los metabolitos
secundarios de liguenes, es un compuesto fenélico, por lo que es mayormente soluble
en solventes organicos, pero presenta baja solubilidad en agua. Esto, asociado al
hecho de que estos metabolitos estan en baja concentracion, genera algunas
dificultades en la obtencién de los mismos. Estas caracteristicas de los metabolitos
secundarios de liguenes vienen dadas por el hecho de que son sintetizados por vias

metabdlicas de gran complejidad, las que son divididas en tres (Huneck, 1999):
1) La via del acetil-polimalonil, que produce la gran mayoria de los metabolitos
secundarios de liguenes, dentro de los que se incluyen dépsidos, depsidonas y

derivados del acido usnico, entre otros.

2) La via del acido mevalbnico, responsable de la produccién de esteroides,

terpenos y carotenoides, y
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3) Laviadel &cido shikimico, responsable de la produccion de derivados del acido

pulvinico.

A pesar de la gran cantidad de publicaciones de efectos antibacterianos de metabolitos
liquénicos, pocos hallazgos se han hecho en cuanto al mecanismo de accion de los
mismos, destacando en el Ultimo tiempo una publicacion que muestra el efecto de
acido usnico en la inhibicion de la sintesis de ADN (Maciazg-Dorszynska et al., 2014)
y el descubrimiento usando una biblioteca de compuestos antimicrobianos del efecto
de acido anziaico de Hypotrachyna sp. en la inhibicibn de la topoisomerasa IV
bacteriana (Cheng et al., 2013).

1.7. La Antartica como fuente de metabolitos antibacterianos

Los ambientes extremos, por su carencia de recursos, obligan a los liquenes a
competir de forma exitosa en el ambiente, teniendo los metabolitos secundarios un rol
a este respecto. Esto se ve avalado por la literatura, que registra el hallazgo de

liquenes que poseen metabolitos con actividad antimicrobiana (Paudel et al., 2008).

Es importante mencionar que existen pocos estudios que ensayen el efecto de
extractos liquénicos sobre A. baumannii, existiendo un estudio de S6kmen et al. (2012)
gue muestra resultados prometedores. En este ultimo trabajo, se informa la accion del
extracto total de los liquenes Pseudevernia furfuracea y Evernia prunastri sobre cepas
de Staphylococcus calmii, Bacillus pumilis, B. megaterium, A. baumannii y
Enterococcus faecium, la que se midi6 por el método de difusion en agar y de
microdilucién en caldo (este ultimo para obtener la CMI). Algo a considerar en este
trabajo, es que soOlo se ensayd el extracto total, sin identificar ni evaluar algun
metabolito particular de los liquenes en cuestion.

Otro hallazgo interesante, respecto al efecto de compuestos liquénicos sobre A.
baumannii, fue lo investigado por Porcile (2014), quien mostr6 el efecto de diversos

extractos totales sobre la inhibicién del Quorum sensing, mecanismo que, como se
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menciono anteriormente, tiene un rol relevante en la formacion de biopeliculas por A.

baumannii (Bhargava et al., 2010).

Teniendo en cuenta los antecedentes antes mencionados, se plantea la necesidad de
explorar los metabolitos de liquenes u otros compuestos de origen natural para
encontrar sustancias con efecto sobre A. baumannii. La obtencion de un metabolito
activo podria llevar al desarrollo de nuevos antibiéticos de uso clinico, o bien a un
desinfectante mas efectivo que permita una disminucion de la colonizacién de A.
baumannii sobre las superficies de elementos de las unidades de paciente critico.
Respecto de este ultimo punto, se ha demostrado que la aplicacién de procesos de
desinfeccién profunda destinados a eliminar esta especie bacteriana de superficies de
salas de hospitalizacion reduce la recurrencia de brotes de esta bacteria, habiendo
mostrado efectividad los compuestos de amonio cuaternario (Manian et al., 2011) y
peréxido de hidrogeno vaporizado (Ray et al., 2010); sin embargo, el disponer de un
nuevo desinfectante que disminuya la carga de A. baumannii sobre las superficies
clinicas ayudaria a ampliar el set de herramientas disponibles para combatir este
microorganismo, mas aun si se logra demostrar su accién sobre biopeliculas. Por otro
lado, el disponer de un nuevo desinfectante disminuiria la presidén selectiva ejercida
por los compuestos actualmente en uso, ya que se ha observado una seleccion
creciente de cepas resistentes a estos compuestos, asi como una correlacion positiva
entre el nivel de resistencia antibidtica y la susceptibilidad disminuida a desinfectantes
(Koljalg et al., 2002; Chen et al., 2009). Esto ultimo seria atribuible a mecanismos
comunes de resistencia, por ejemplo, bombas de expulsion multidroga (Opazo et al.,
2009; Rajamohan et al., 2010).

Uno de los problemas a la hora de evaluar la efectividad de los desinfectantes y
antisépticos es que existe una gran cantidad de protocolos diferentes, la mayoria solo
de alcance nacional y de pobre reproducibilidad. Es por esto que en 1993 el Comité
Europeo de Estandarizacion (CEN/TC 216) propuso la realizaciéon de una evaluaciéon

en 2 etapas. La primera consiste en un ensayo de suspension en fase liquida (también
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llamado ensayo de dilucion-neutralizacion) (Bloomfield et al., 1991) y la segunda
consiste en un ensayo de descontaminacion de superficie en discos de acero
inoxidable de 2 cm de diametro (ver en Metodologia) con objeto de simular las
condiciones con las que se enfrentaria el desinfectante en la vida real (Bloomfield et
al., 1993, 1994). Este protocolo europeo, con actualizaciones, es hoy por hoy uno de
los mas aceptados y hay estudios que demuestran su utilidad, por lo que seré la base

de esta tesis de magister.

Por lo anterior, en esta tesis se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

e ¢ Existen liguenes antarticos cuyo extracto total posea actividad inhibitoria contra A.
baumannii?

e En los liquenes antarticos con actividad inhibitoria contra A. baumannii, ¢ existe al
menos un metabolito secundario que posea actividad antimicrobiana y/o capacidad
biocida sobre A. baumannii?

e De existir, ¢tiene(n) este(os) metabolito(s) secundario(s) capacidad de desagregar

la biopelicula de A. baumannii?

La Hipo6tesis que se ha planteado en esta tesis es la siquiente:

“Existe al menos un extracto total de liquen antartico que posee actividad
inhibitoria sobre Acinetobacter baumannii y que contiene al menos un
compuesto puro con actividad biocida y/o desagregante de la biopelicula

formada por esta bacteria”

1.8. Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana y antibiopelicula de extractos totales y derivados de

liquenes antarticos sobre Acinetobacter baumannii multirresistentes a los antibioticos.
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1.9.

Objetivos Especificos

Determinar los extractos totales de liguenes antéarticos con actividad antimicrobiana

sobre cepas clinicas de A. baumannii.

Identificar las fracciones de extractos totales de liquenes antarticos responsables
de la actividad antibacteriana sobre cepas clinicas de A. baumannii

multirresistentes a los antibioéticos.

Cuantificar la actividad antibacteriana de compuestos puros obtenidos de las

fracciones antes mencionada sobre cepas clinicas de A. baumannii.

Determinar la efectividad como desinfectante de compuestos puros sobre
superficies abioticas, contaminadas con cepas clinicas de A. baumannii

multirresistentes a los antibidticos.

Determinar la capacidad de los metabolitos para desagregar la biopelicula formada

por cepas clinicas de A. baumannii multirresistentes a los antibioticos.
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2. MATERIALES Y METODO

2.1. Cepas sobre las gue se ensay6 la actividad antibacteriana y anti-
biopelicula de los extractos totales y compuestos puros derivados de

liquenes

Se trabaj6 con 26 cepas multiresistentes de A. baumannii aisladas en hospitales
chilenos entre 2008 y 2012, clasificadas segun su susceptibilidad o resistencia a
colistin (Tabla 1).

Adicionalmente, se ensay0 la actividad sobre 2 cepas controles: Kocuria rhizophila
ATCC 9341 (cepa hipersensible) y Acinetobacter baumannii ATCC 19606 (cepa de

coleccion que es susceptible).

2.2. Liquenes que se estudiaron en esta investigacion

En este trabajo se estudi6 la actividad antimicrobiana de los extractos y metabolitos

puros obtenidos de los siguientes liquenes obtenidos de Territorio Antartico Chileno:

1. Himantormia lugubris (Hue) I.M. Lamb 1964,
2. Stereocaulon alpinum Laurer 1827,

3.Usnea aurantiacoatra (Jacq.) Bory 1826,
4.Usnea antarctica Du Rietz 1926,

5.Ramalina terebrata Hook. f. & Taylor 1844,

6. Sphaerophorus globosus (Huds.) Vain. 1903
7.Umbilicaria antarctica Frey & I.M. Lamb 1939.

Para obtener el extracto total de los liquenes antes mencionados, se realizé una

extraccion metandlica seguida de destilacion en vacio con rotavapor, con objeto de
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separar los compuestos orgénicos (solubles en solventes apolares) del agua (Karakus,
2009). El extracto crudo obtenido de esta manera se usé en posteriores estudios.

2.3. Determinacion de actividad antibacteriana de extractos totales de liquenes
antéarticos sobre cepas clinicas de A. baumannii por ensayo de difusién en

agar

La actividad antibacteriana de los extractos totales de liquenes antarticos se evaluo
mediante el método de difusion en agar (Bauer et al., 1966; Srivastava et al., 2013).
En primer lugar, estos extractos se adicionaron disueltos en tetrahidrofurano (THF) en
discos estériles de papel filtro a volumen de 90 uL y concentracion de 50 mg/mL por
disco (4,5 mg de extracto por disco), los que se secaron toda la noche en estufaa 37°C
para eliminar el exceso de THF. Al dia siguiente, estos discos se depositaron en placas
de agar Mduller-Hinton inoculadas con una suspensién bacteriana 0,5 McFarland
(equivalente a 1x108 ufc/mL) de A. baumannii por un periodo de 20-24 h a 37°C,
siguiendo las recomendaciones del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) para
ensayo de difusion en agar (2012). Cumplido el periodo anterior, se procedié a medir
el halo de inhibicion alrededor de los discos. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.
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Tabla 1. Caracteristicas de las cepas de Acinetobacter baumannii de origen

hospitalario utilizadas en el estudio

CEPA PROCEDENCIA ANO DE MUESTRA CLINICA COMPORTAMIENTO
AISLAMIENTO A COL*
A527 HP-Temuco 2012 Herida (UCI Adultos) CEPAS
A368 CP-Santiago 2007 Aspirado Bronquial SUSCEPTIBLES
A378 HP-Santiago 2007 Orina (Cirugia)
A396 CP-Santiago 2008 Neumonia
A442 HP-Santiago 2012 Expectoracion (Medicina Hombres)
A370 CP-Santiago 2007 Punta Catéter
A380 HP-Santiago 2007 Abdomen (Urgencia)
A397 CP-Santiago 2008 UCl
Ad44 HP-Santiago 2012 Orina (Quemados)
A446 HP-Santiago 2012 Sangre (Quemados)
A387 HP-Santiago 2007 Sangre (UTI)
A450 HP-Santiago 2012 Tejido Brazo Derecho (Quemados)
A496 HP-Temuco 2012 Tejido Tobillo (Cirugia) CEPAS
A523 CP-Santiago 2012 Aspirado Endotraqueal (Intermedio) RESISTENTES
A417 HP-Santiago 2012 Aspirado Endotraqueal (UCI)
A500 HP-Temuco 2012 Herida Operatoria (Cirugia)
A439 HP-Santiago 2012 Herida Muslo Izqdo. (Cirugia
Hombres)
A507 HP-Temuco 2011 LCR (UTI Adulto)
A490 HP-Temuco 2012 LCR (UCI Adulto)
A440 HP-Santiago 2012 Aspirado Endotraqueal (Quemados)
A530 CP-Santiago 2012 Orina (Medicina)
A419 HP-Santiago 2012 Aspirado Endotraqueal (Quemados)
A430 HP-Temuco 2012 Aspirado Endotraqueal (UCI)
A503 HP-Temuco 2012 Sangre (UCI Adulto)
A512 CP-Santiago 2011 Secrecion Herida (UCI Adulto)
A511 CP-Santiago 2012 Secrecion Bronquial (Unidad

Coronaria)

*Susceptibilidad determinada anteriormente en tesis de Magister de Alexis Opazo (2014);
HP = Hospital Publico, CP = Clinica Privada; *COL: colistin. Fuente: elaboracion propia.
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2.4. Identificacion de fraccidon con actividad antibacteriana del extracto total

liquénico

Para identificar la porcidn del extracto total responsable de la actividad antimicrobiana,
se procedio a separar el mismo en fracciones mediantes cromatografia liquida por
adsorciéon en fase normal, usando como separador una columna de silice y usando
como eluyentes acetona y metanol (Sergio Trivifio, Quimico proyecto FONDEF IDeA
CA12i10224). Una vez separadas las fracciones, se ensayaron contra las cepas
bacterianas mediante el método de difusion en agar usando como vehiculo discos de
papel filtro, segun la metodologia descrita anteriormente (Bauer et al., 1966; Srivastava
et al., 2013).

2.5. Obtencion de compuestos de las fracciones liquénicas

Una vez determinadas las fracciones que presentan actividad sobre A. baumannii, se
procedi6 a identificar los compuestos presentes en la misma mediante cromatografia
de gases-espectometria de masa (GC-MS) y cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC, por sus siglas en inglés; Lumbsch, 2002), para lo cual se compararon las
sefales obtenidas de las fracciones liquénicas con una base de datos de perfiles de
HPLC proporcionada por el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de

Ciencias Naturales y Oceanograficas de la Universidad de Concepcion.

Luego de determinados los compuestos presentes en las fracciones liquénicas, se
procedié a separarlos mediante cromatografia en columna de silica gel por gradiente
de polaridad, usando como solvente inicial hexano adicionando concentraciones
progresivamente mayores de acetato de etilo en hexano, finalizando con acetato de
etilo al 100%. Para establecer a que compuesto correspondia cada fraccion de la
columna, se analizaron las fracciones usando placas de cromatografia de capa fina

(TLC, Merck Milipore) y comparandose su patrén de desplazamiento contra muestras
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de compuestos conocidos, los que habian sido identificados previamente por Cabrera
(2015) usando Resonancia Nuclear Magnética (RNM).

Uno de estos compuestos, rotulado como CI-05 por Cabrera (2015), resulto ser el mas
abundante de la fraccibn metandlica de Himantormia lugubris y se purificO mediante

precipitacion por solvente, para lo cual se ocup6 una mezcla 1:1 dietiléter/metanol.

Cabe mencionar que buena parte de esta actividad pudo desarrollarse gracias a la
inestimable ayuda del Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Valparaiso, liderado por el Dr. Mauricio Cuéllar Fritis.

Una vez obtenido un compuesto puro, se procedié a determinar su actividad biologica.

2.6. Determinacion de CMIl y CMB por microdilucion en caldo

La CMI del extracto puro fue determinada por el método de dilucién seriada en caldo

usando microplacas de 96 pocillos.

Para determinar la CMI usando inéculo estandar (esto es, 5 x 10° ufc/ml), se siguio6 el
método propuesto por Michels et al. (2015) para compuestos obtenidos de productos
naturales, modificado de la siguiente manera: se prepararon diluciones seriadas de
cada compuesto puro (disuelto en metanol puro 99,7%) desde 1000 a 7,8 pg/mL en
caldo Muller-Hinton (MHB, por sus siglas en inglés). Las placas de microtitulacion
fueron inoculadas con 260 pL de MHB, 30 pL del compuesto puro y 10 pL de
suspension bacteriana con una concentracion de 10° ufc/mL. En cada placa se utilizé
tres controles diferentes: control de referencia del medio de cultivo (290 pL medio de
cultivo + 10 uL in6culo bacteriano), control de referencia del solvente utilizado (260 uL
medio de cultivo + 30 pL metanol + 10 pL indculo bacteriano) y un control de referencia

del extracto preparado (270 pL medio de cultivo + 30 pL extracto puro).
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Para determinar la CMI usando inéculo aumentado (esto es, 108 y 10° ufc/ml), se
empled el método descrito por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
pero con algunas modificaciones. Brevemente, se obtuvo un indculo de 4 McFarland
(equivalente a 1,2 x 10° ufc/ml), parte del cual fue concentrado por centrifugacion para
obtener un inéculo de 1,2 x 10%° ufc/ml. Luego, se tom6 10 uL de ambos inéculos, los
gue se sembraron en los correspondientes pocillos de la microplaca de 96 pocillos,

gue contenian 100 pL de MHB con la concentracion deseada del compuesto.

Para ambas situaciones antes descritas, las placas de microtitulacion fueron incubadas
a 37°C por 20 - 24 h. La CMI se determin6 mediante el establecimiento del crecimiento
visible de los microorganismos. Se defini6 como CMI la menor concentracion del
compuesto a la que no se observo turbidez. En caso de que la coloracion del
compuesto en MHB no permita discriminar turbidez, se empledé MTT (sal de tetrazolio)
al 1% en PBS (buffer fosfato salino), segun protocolo modificado de Tan et al. (2008).
Brevemente, a los pocillos en los que se incubd la bacteria con compuesto se afiadio
15 puL de MTT disuelto en PSB para luego incubarse a 37°C por 1 hora. Los pocillos

con desarrollo bacteriano fueron aquellos que presentaron cambio de coloracién a azul.

Se determind la Concentracion Minima Bactericida (CMB) siguiendo un protocolo
similar al propuesto por Guerra et al. (2013) tomando una muestra de 100 pL de todos
los pocillos sin crecimiento visible, los que se diluyeron en 5 mL de MHB, para evitar
el carry over del compuesto, y se incubaron por 20 - 24 h a 37°C. La CMB fue la menor
concentracion del metabolito liquénico a la que se registré ausencia de desarrollo

bacteriano.

Es necesario comentar que los experimentos mencionados en este acapite fueron

realizados por triplicado.
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2.7. Realizacion de ensayos de descontaminacion de superficie

El método de evaluacion de efectividad de los compuestos liquénicos como
desinfectantes en superficie de acero inoxidable usado en esta tesis fue el Test
Europeo de Superficie, tomando como referencia lo publicado por Bloomfield et al.

(1993) y Mgretrg et al. (2009), con algunas modificaciones.

De un cultivo bacteriano de 24 h en TSB se tom6 una alicuota de 100 pl que se deposito
en la superfice de 2 discos estériles de acero inoxidable de 2 cm de didmetro y se
dejaron secar en campana de bioseguridad a temperatura ambiente por 1 h, esto para

un inéculo bacteriano en ausencia de restos organicos.

Para establecer un inéculo bacteriano en presencia de restos organicos, se centrifugé
el inéculo antes mencionado por 10 min a 10.000 rpm, eliminandose el sobrenadante
liquido y resuspendiéndose el sedimento en 100 pl de solucién diluyente (albumina 3%

+ NaCl 0,85% + peptona de caseina 1% en 100 ml de agua destilada estéril).

Una vez cumplido el plazo antes mencionado, se afiadié en uno de los discos 100 pl
de agua destilada estéril y en el otro 100 ul de la solucién desinfectante a estudiar,
dejando secar en campana de bioseguridad a temperatura ambiente por 5 o 30
minutos (dependiendo del tiempo de contacto deseado). Una vez cumplido este tiempo,
se tomaron cuidadosamente los discos y se pusieron dentro de matraces con 10 ml de
PBS pH 7,0-7,4 y 3,6 g de perlas de vidrio, los que agitaron a 150 rpm por 10 min.
Cumplida la agitacion, se tomaron alicuotas de los matraces para realizar recuento en
placas de TSA.

Es importante mencionar que, para usar este protocolo, se estandarizd previamente

usando etanol al 70% e hipoclorito de sodio al 0,5% como control (+).
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Para determinar el logaritmo del descenso de poblacién atribuible al compuesto en
estudio, se procedié a restar al valor del logaritmo de la poblacion de los controles con

agua destilada el valor del logaritmo de la poblacion de los discos con desinfectante.

2.8. Determinacion de capacidad de inhibicién de biopelicula

Para determinar el efecto de los compuestos puros respecto de la capacidad de
formacién de biopelicula de las distintas cepas de A. baumannii, se procedié
previamente a calcular la formacién de biopelicula en condiciones de sin presencia de
inhibidores (control), de la totalidad de las cepas clinicas consideradas en este trabajo,
ademas de la cepa control de A. baumannii ATCC 19606.

Para esto se us6 el método del cristal violeta (CV) segun lo descrito por Danese et al.
(2000), basado a su vez en lo descrito por O’'Toole y Kolter (1998). En primer lugar, se
procedié a sembrar en microplacas de 96 pocillos y usando como medio de cultivo
caldo tripticasa y un in6culo inicial de 10° ufc/ml por pocillo (control positivo), dejando
por cada microplaca 6 pocillos con caldo sin inéculo (control negativo). Luego las
microplacas se procedieron a incubar en agitacion (100 rpm) y a 37°C por 24 h.
Cumplido este periodo se tomé la fase plancténica en suspension liquida
(sobrenadante de cada pocillo) y se cambié a otra placa con objeto de medir su
densidad 6ptica (DO) a 600 nm. Luego, se procedio a lavar la placa 2 veces con PBS
y tedir las biopeliculas de los pocillos con CV al 1%, lo que se logré incubando los
pocillos con dicha tincién por 10 min en agitacion. Luego, se procedio a retirar el exceso
de CV de cada pocillo, lavando 2 veces con PBS y afiadiendo etanol al 95% (para
disolver el CV adherido a las biopeliculas de los pocillos), incubandose la placa con
dicho solvente por 15 min en agitacion. Luego, el CV suspendido en etanol al 95% se
traslado a otra microplaca de 96 pocillos para proceder a leer la DO a 570 nm de la
fase de biopelicula. Con estos resultados, se procedié a calcular la Formacién
Especifica de Biopelicula (SBF, por sus siglas en inglés) usando la formula SBF = ([B-
NC]/G), en la que B es la DO a 570 nm de la biopelicula tefiida con CV, NC es la DO
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a 570 nm del control negativo (sin bacteria) tefildo con CV y G es la DO a 600 nm de
la fase plancténica.

2.9. Determinacion de actividad de erradicaciéon de biopelicula

Se procedio a determinar la capacidad del compuesto para eliminar una biopelicula ya
formada de A. baumannii mediante una version modificada del método de Calgary,
basado en el Calgary Biofilm Device (CBD) (Ceri et al., 1999; Innovotech, 2014; Takei
et al., 2013). Brevemente, se procedid a precultivar la bacteria a ensayar por 18-24 h
en caldo TS, luego se ajusto el indculo a 1.0 McFarland en MHB y, posteriormente se
diluy6 esta suspension 1/30 (1 x 107 ufc/mL) en caldo antes mencionado. Luego, se
adicionaron 200 pL a cada uno de los pocillos de la placa MBEC de 96 pocillos para
formacion de biopelicula, incubandose a 37°C en camara humeda por 24 h y 150 rpm
en incubador-agitador.

Luego de 24 horas de incubacion, se abrid la microplaca especial y se procedio a retirar
la cubierta donde se incubaron las biopeliculas, la que se traslada a una microplaca
convencional estéril de 96 pocillos con diluciones seriadas del biocida a estudiar en
200 pL MHB por pocillo, incubandose a 37°C y 150 rpm en incubador-agitador por 20-
24 horas. Luego se procedio a retirar la parte superior de la placa (donde esta la
biopelicula), lavandose en buffer fosfato salino para posteriormente incubarse en una
segunda microplaca convencional con 200 pL de caldo TS por pocillo, la que se
sometid a incubacion durante 24 horas a 37°C y 150 rpm en incubador-agitador (Takei
etal., 2013). Se establecio como Concentracion Minima de Erradicacion de Biopelicula
a la minima requerida para lograr ausencia de turbidez en los pocillos de la segunda

microplaca.

Como método de calibracion, se ensayd este protocolo usando los antibidticos

meropenem y colistin sobre el aislado A-417.
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2.10. Anaélisis estadistico

Para analizar estadisticamente los datos obtenidos se empleé el programa IBM SPSS
Statistics 23, con el cual se determinaron las pruebas estadisticas a realizar segun la

naturaleza de los datos.

3. RESULTADOS

3.1. Objetivo 1: Determinar los extractos totales de liquenes antéarticos con

actividad antimicrobiana sobre cepas clinicas de A. baumannii.

Para determinar los extractos totales (ET) de liquenes con actividad antimicrobiana, se
realizd el tamizaje mediante difusibn en agar con 6 cepas, para de esa manera

determinar de forma rapida los ET con actividad. Las cepas fueron:

e Kocuria rhizophila ATCC 9341

e Acinetobacter baumannii ATCC 19606
e A. baumannii A512

e A. baumannii A523

e A. baumannii A527

e A. baumannii A368

Como se observa en las tablas 2 a 5, solo los extractos totales de R. terebrata e H.
lugubris presentaron actividad contra las cepas de A. baumannii ATCC y MDR. Esto
implicé que, para el objetivo 2, se ensayaron los extractos totales de estos dos liquenes.
Es importante mencionar que no se muestran todos los resultados de H. lugubris (tabla
2), si no que solo los mas representativos (los resultados completos se muestran en

los anexos).
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Tabla 2. Halos de inhibiciéon (mm) de discos impregnados con 3,0 y 6,0 mg de extracto
total de H. lugubris sobre aislados seleccionados de Kocuria rhizophila ATCC 9341,
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 y clinicos de A. baumannii

Aislado 3,0mg/disco 6,0mg/disco THF*® Meropenem*P
K. rhizophila ATCC 9341 9,0* 12,0* 6,0 -
A. baumannii ATCC 19606 12,0* 17,0* 6,0 -
A. baumannii A527 10,3+ 1,15 18,7 £ 0,58 6,0 11,0
A. baumannii A368 11,3+1,53 18,3+ 0,58 6,0 13,0
A. baumannii A523 12,3+ 0,58 18,0+1 6,0 13,0
A. baumannii A512 12,0+ 0 18,3 £ 0,58 6,0 12,0

*Muestra Unica. THF: Tetrahidrofurano (90 ul / disco). a: Control Negativo. 3: Control Positivo
(10 pg/disco). Fuente: elaboracion propia.

Tabla 3: Halos de inhibicion (mm) de discos impregnados con 4,5 mg de extracto total
de 3 liquenes distintos sobre aislados seleccionados de Kocuria rhizophila ATCC 9341,
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 y clinicos de A. baumannii

CEPAS BACTERIANAS R.terebrata  S.alpinum U.antarctica THF® Imipenem*f
K. rhizophila ATCC 9341 30,0 + 0¥ 6,0+0 54,0
A. baumannii ATCC 19606 10,7 £ 0,47* 6,0+0 6,0+0 6,0+0 38,0
A. baumannii A512 9,0 + 0¥ 6,00 6,0x0 6,0+0 10,0
A. baumannii A523 9,3+0,47¥ 6,00 6,0+0 6,00 11,0
A. baumannii A527 7,3+0,47% 6,00 6,0+0 6,00 15,0
A. baumannii A368 6,7 + 0,47 6,00 6,00 6,00 14,0

Ensayos realizados por triplicado. a: THF: Tetrahidrofurano 90 pl (control negativo). *@:
Imipenem (10 pg/disco) fue en muestra Unica, s6lo como control positivo (no es aplicable
estadistica). ¥: Diferencias estadisticamente significativas con el control negativo (p <0,05).
Fuente: elaboracion propia.
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3.2. Objetivo 2: Identificar las fracciones de extractos totales de liquenes
antarticos responsables de la actividad antibacteriana sobre cepas

clinicas de A. baumannii multirresistentes a los antibioticos.

Para determinar la fraccion de los extractos totales (ET) responsable de la actividad
antimicrobiana, se realizé el tamizaje mediante difusion en agar con las mismas 6
cepas anteriormente mencionadas, para de esa manera determinar de forma rapida

las fracciones de ET con actividad.

Como se puede apreciar en las tablas 4 y 5, tanto para H. lugubris como para R.
terebrata la fraccion metandlica fue la mas activa contra las cepas previamente
seleccionadas de A. baumannii. Debido a que ya existian trabajos que describian
actividad antibidtica de compuestos obtenidos del liquen R. terebrata (Paudel et al.,
2010), se decidié que los analisis del objetivo 3 se llevarian a cabo con la fraccion
metandlica de H. lugubris, ya que no existia a la fecha literatura que describiera el

hallazgo de compuestos antibiéticos en este ultimo liquen.

Tabla 4: Halo de inhibicion (mm) generado por discos de papel filtro impregnados con
4,5 mg de distintas fracciones del ET de Himantormia lugubris sobre aislados
seleccionados de Kocuria rhizophila ATCC 9341, Acinetobacter baumannii ATCC

19606 y clinicos de A. baumannii

Himantormialugubris

*

CEPA Extracto total Fraccién Metandlica Fraccion Acetdnica THE
K. rhizophila ATCC 9341 10,0 + 0¥ 16,3 + 0,94¥ 6,00 6,0%0
A. baumannii ATCC 19606 6,0+0 15,3 + 1,25¥ 6,00 6,0+0
A. baumannii A523 7,7+1,25 12 +1,41¥ 6,0x0 6,0+0
A. baumannii A527 9,0 + 0¥ 12,7 + 1,25¥ 6,00 6,0+0
A. baumannii A368 700 14,7 £ 1,25¥ 6,0x0 6,0+0

*THF: Tetrahidrofurano (control negativo): promedio de halos de discos impregnados con 90
pl de THF. ¥: Diferencias estadisticamente significativas con el control negativo. Fuente:
elaboracion propia.
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Tabla 5: Halo de inhibicién (en mm) generado por discos de papel filtro impregnados
con 4,5 mg de distintas fracciones del ET de Ramalina terebrata sobre aislados
seleccionados de Kocuria rhizophila ATCC 9341, Acinetobacter baumannii ATCC
19606 y clinicos de A. baumannii

Ramalina terebrata

Metanol*
CEPA Extracto total Fracciéon metandlica Fraccion acetonica

K. rhizophila ATCC 9341 14,0 + 0¥ 15,0 + 0¥ 6,00 6,0+0
A. baumannii ATCC 19606 16,3 + 0,47% 17,0 £ O¥ 6,00 6,0+0
A. baumannii A512 13,0 £ 0¥ 14,7 + 0,47¥ 6,00 6,00

A. baumannii A523 13,3+ 0,47% 13,7 + 0,47¥ 6,00 6,00

A. baumannii A527 13,7 £ 0,47% 14,7 + 0,47¥ 6,00 6,00

A. baumannii A368 11,7 £ 0,47% 11,7 + 0,47¥ 6,00 6,00

*Metanol (control negativo): promedio de halos de discos impregnados con 90 pl de THF. ¥:
Diferencias estadisticamente significativas con el control negativo. Fuente: elaboracién propia.

3.3. Objetivo 3: Cuantificar la actividad antibacteriana de compuestos puros
obtenidos de las fracciones antes mencionada sobre cepas clinicas de A.

baumannii

Para cuantificar el nivel de actividad antibacteriana de los derivados de ET que
cualitativamente presentaron actividad, se determind la CMI de éstos mediante el

método de microdilucion en caldo. Estos ensayos se realizaron en tres etapas:

3.3.1. Etapa 1: Determinacién de CMI y CMB con Fracciones de Extracto Total:

Previo a la obtencion de compuestos puros provenientes de H. lugubris, se decidio
cuantificar mediante CMI y CMB la actividad antibidtica de su fraccion mas activa (la
fraccion metandlica) contra 26 cepas resistentes a carbapenémicos de A. baumannii,
divididas segun si era susceptibles o resistentes a colistin. Como se puede apreciar en
las tablas 6 a 8, tanto para las cepas susceptibles como para las resistentes a colistin

las CMI estuvieron entre 625 y 1250 pg/ml, con CMB entre 1250 y 5000 pg/ml. También
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destaca en las tablas que al menos el 70% de las cepas tuvieron CMB igual o una
dilucién mayor que la CMI, lo que implica una actividad antibi6tica bactericida.

Tabla 6: CMI 'y CMB (en pg/ml) de la fraccidbn metandlica de H. lugubris sobre aislados

de A. baumannii sensibles a colistin

Aislado de A. baumannii CMI CMB Caracterizacién de Actividad
AbB27 2500 2500 Bactericida
A368 2500 2500 Bactericida
A450 1250 1250 Bactericida
A378 1250 5000 Bacteriostéatica
A396 2500 2500 Bactericida
A442 1250 1250 Bactericida
A370 1250 1250 Bactericida
A397 625 1250 Bactericida
Ad44 1250 5000 Bacteriostéatica
A446 1250 2500 Bactericida
A380 1250 2500 Bactericida
A387 1250 1250 Bactericida

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 7: CMI'y CMB (en pug/ml) de la fraccion metanélica de H. lugubris sobre aislados

de A. baumannii resistentes a colistin

Aislado de A. baumannii CMI CMB Caracterizacion de Actividad
A417 1250 1250 Bactericida
A419 1250 1250 Bactericida
Ab523 2500 2500 Bactericida
A512 1250 2500 Bactericida
A430 1250 1250 Bactericida
A496 1250 1250 Bactericida
A503 2500 >5000 Bacteriostatica
A500 1250 >5000 Bacteriostatica
A440 1250 1250 Bactericida
A530 1250 2500 Bactericida
A439 1250 1250 Bactericida
A507 1250 1250 Bactericida
A490 1250 2500 Bactericida
A511 1250 1250 Bactericida

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 8: Comparacion entre CMI promedio, CMIso y CMlgo de 12 aislados de A.

baumannii susceptibles a colistin y 14 aislados de A. baumannii resistentes a colistin

Aislados de A. baumannii Aislados de A. baumannii
sensibles a colistin* resistentes a colistin*
CMI promedio® 1510 1429
CMB promedio® 2396 2857
CMlso 1250 1250
CMlgo 2500 2500
CMBso 2500 1250
CMBgo 5000 >5000

*Valores expresados en pg/ml. Solo se aplico test estadistico (t de Student) a CMI y CMB
promedio, por ser el resto de las variables de tipo descriptivo. €. No hay diferencias
significativas entre grupos. Fuente: elaboracion propia.

3.3.2. Etapa 2: Determinacion de CMI y CMB de Sub-Fracciones de Extracto Total:

Para determinar los eventuales compuestos puros responsables de la accién
bactericida de la fraccion metandlica de H. lugubris, se decidio separar dicha fraccion
en 8 subfracciones, con objeto de determinar cuales poseian metabolitos de interés,
usando cromatografia en columna por gradiente de polaridad. Hecho esto, se procedio
a determinar la CMI y CMB de cada una sobre 2 cepas de A. baumannii resistentes a
carbapenémicos. Como se puede apreciar en la tabla 9, las 8 subfracciones
presentaron algun grado de actividad antibiética contra las cepas ensayadas, siendo
en todos los casos bactericida. Sin embargo, las fracciones M4 a M8 tendieron a tener
una menor CMI, teniendo M5 y M8 una mayor actividad bactericida por poseer menor
CMB.

33



Tabla 9: Actividad antibacteriana (CMI y CMB) de subfracciones de la fraccién

metandlica de H. lugubris

A. baumannii A-450 A. baumannii A-419
SUB-FRACCION CMI* CMB* CMI* cmMB*
M1 2500 2500 2500 2500
M2 2500 2500 2500 2500
M3 2500 2500 2500 2500
M4 1250 2500 1250 2500
M5 1250 1250 1250 1250
M6 1250 2500 1250 2500
M7 1250 2500 1250 2500
M8 1250 1250 1250 1250

Réplica unica, por lo que los valores tienen un fin descriptivo; *: pg/ml. Fuente: elaboracion
propia.

3.3.3. Etapa 3: Determinacion de CMI y CMB de los Compuestos Puros:

Las 8 subfracciones antes mencionadas fueron analizadas mediante el uso de
espectrofotometria de Gas-Masa y HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolucién)
para determinar su eventual composicion. Luego, fueron sometidas a separacion en
cromatografia en columna de silica usando una mezcla hexano-acetato de etilo de
polaridad creciente y, una vez llegado al 100% de polaridad, se continué con una
mezcla acetato de etilo-etanol hasta obtener un 100% de polaridad, con objeto de eluir
completamente las subfracciones antes mencionadas y obtener separacion de los
compuestos de las mismas, comprobandose la pureza de los mismos usando
cromatografia de capa fina (TLC) y concentrandose mediante rotavaporacion. De esta
forma, se obtuvo que el compuesto mas abundante fue un compuesto color amarillo
(rotulado previamente por Cabrera como CI-05), el que fue purificado mediante
cristalizacion por solvente utilizando una mezcla de dietileter/metanol (1:1) y
determinada su identidad comparando por TLC con compuestos identifcados por
Cabrera (2015) mediante Resonancia Nuclear Magnética.
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Del analisis anterior surgio atranol, un metabolito secundario liquénico de la via del
acetilpolimalonato (principal via de sintesis de metabolitos secundarios de liquenes),

relacionado con las depsidonas.

Una vez aislado este compuesto, se procedié a determinar su CMI y CMB con in6culo
estandar tanto contra cepas de A. baumannii resistentes a carbapenémicos como
contra la cepa de coleccion A. baumannii ATCC 19606. Como se puede apreciar en la
tabla 10, el rango de CMI de las cepas fue entre 125y 250 pg/ml, con una CMB entre
los 250 y los 500 pg/ml, dando cuenta de una actividad bactericida.

Cuando se realiz6 la determinacién de CMI y CMB con un in6culo mayor sobre la cepa
A-496 (ver tabla 11), se aprecia un aumento de 4 diluciones (esto es, de 250 a 1000
pug/ml) de la CMI, asi como un aumento de 8 diluciones (de 250 a 2000 pg/ml) de la
CMB.

Tabla 10: Actividad antibacteriana (CMI y CMB) de atranol con indculo estandar (5x10°

ufc/ml), sobre cepas de seleccionadas de Acinetobacter baumannii

Cepa CMI* CMB* Caracterizacion de Actividad
A. baumannii ATCC 19606 250 250 Bactericida
A. baumannii A-419 250 250 Bactericida
A. baumannii A-450 250 250 Bactericida
A. baumannii A-417 250 500 Bactericida
A. baumannii A-496 250 250 Bactericida
A. baumannii A-503 250 250 Bactericida
A. baumannii A-507 250 250 Bactericida
A. baumannii A-523 125 250 Bactericida

Réplica Unica, por lo que los valores tiene un fin descriptivo; *:pug/ml. Fuente: elaboracion
propia.
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Tabla 11: Efecto del tamafio de in6culo en la CMI y CMB de atranol (ug/ml) e

hipoclorito de sodio (% m/v) sobre A. baumannii A-496

Compuesto In6culo CMI CMB
Atranol 1,0x108 1000* 2000*
Atranol 1,0x10° 1000* 2000*
Hipoclorito 1,0x108 0,1** 0,1**
Hipoclorito 1,0x10° 0,1** 0,2**

Réplica unica, por lo que los valores tienen un fin descriptivo. *: ug/ml. **: porcentaje m/v

3.4. Objetivo 4. Determinar la efectividad como desinfectante de compuestos
puros sobre superficies abioticas, contaminadas con cepas clinicas de A.

baumannii multirresistentes a los antibiéticos

Se procedid6 a realizar el ensayo de descontaminacion de superficie empleando la cepa
de A. baumannii A-496, caracterizada como resistente a colistin y con gran capacidad
de formacién de biopelicula. Para esto, se midi6 la efectividad de atranol a
concentracion igual a la CMI, 2 veces la CMI y 4 veces la CMI, con tiempos de contacto

de 5 miny 30 min.

Destaca el hecho de que atranol no fue capaz de ejercer el minimo efecto bactericida
exigido para pasar el test de desinfeccion en superficie (es decir, 4 logaritmos de
descenso en la poblacion bacteriana) en ninguno de los tiempos de aplicacién ni
concentraciones ensayados, como se puede apreciar en la tabla 12. Debido a esto, se
decidié no realizar los estudios en presencia de materia organica. Sin embargo, como
se aprecia en la tabla 13, se observa una relacion estadisticamente significativa entre
la disminucién logaritmica de poblacion bacteriana y la dosis aplicada, asi como entre
la disminucion logaritmica de poblacién bacteriana y el tiempo de contacto (p < 0,05).
Ademas, para practicamente todas las condiciones, la disminucion de la poblacion fue

estadisticamente significativa.
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Tabla 12: Efecto de atranol, hipoclorito de sodio y etanol a distintas concentraciones y
a distintos tiempos de contacto sobre superficies de acero inoxidable contaminadas

con A. baumannii A-496.

Compuesto Concentracion de Tiempo dg Disminucion Logg’ritmica
Compuesto Contacto (min) de la Poblacion

Atranol 250* 5 0,63*
Atranol 250* 30 0,25*%
Atranol 500* 5 0,26*
Atranol 500* 30 0,55*%
Atranol 1000* 5 0,30
Atranol 1000* 30 0,74¥
Atranol 2000* 5 0,48*
Atranol 2000* 30 0,95
Atranol 4000* 5 1,03*
Atranol 4000* 30 0,89*
Hipc_)clorito de 0.59%** 5 5 41
sodio

Hip(_)clorito de 0,596+ 30 5 32¥
sodio

Etanol 70%*** 5 5,84¥

Ensayos realizados por triplicado. *: pg/ml. **: porcentaje m/v. ***. porcentaje v/v. ¥:
Disminucién logaritmica de la poblacion bacteriana que logra ser estadisticamente significativa.
Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 13: Agrupamiento, segun ANOVA de una via (con p < 0,05), de las dosis y
tiempo de contacto a las cuales el efecto desinfectante del compuesto es similar.

Disminucién Logaritmica de la Poblacion

Subconjunto para alfa =0.05
Concentracion (ug/ml) N 1 2 3 4 5 6
HSD Tukeya‘b 250 ug/ml en 30 minutos 3 2500
500 ug/ml en 5 minutos 3 2567
2 ,3000 ,3000
2000 ug/ml en 5 minutos 3 AT767 AT767
3
3

1000 ug/ml en 5 minutos

500 ug/ml en 30 minutos ,5500
250 ug/ml en 5 minutos ,6300 ,6300

1000 ug/ml en 30 minutos
3 ,7400 ,7400

4000 ug/ml en 30 minutos
3 ,8900 ,8900

2000 ug/ml en 30 minutos
3 ,9500

4000 ug/ml en 5 minutos 3 1,0300
Sig. ,992 ,075 ,170 ,555 ,189 ,258
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 2,857.

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media arménica de los tamafios de grupo. Los niveles de error de tipo | no
estan garantizados.

Fuente: elaboracion propia.

Por otro lado, se decidi6é determinar si, a los 5 y 30 min de tiempo de contacto, existia
una correlacion lineal entre la concentracion de atranol y la disminucion logaritmica de
poblacién bacteriana, encontrdndose una moderada correlacion lineal (coeficiente de
Pearson de 0,765 y 0,738, respectivamente, p = 0,001) (figuras 1 y 2). Por otro lado,
se encontrd que la correlacion entre concentracion de atranol y descenso de la
poblacion bacteriana a los 30 min se ajustaba de mejor forma a una curva de tipo

logaritmica (R? = 0,848) (ver figura 2).

Finalmente, se logré determinar que, para algunas de las concentraciones ensayadas,
existio una alta correlacion lineal entre la disminucion de la carga bacteriana y el tiempo
de contacto (coeficiente de Pearson > 0,9; R? > 0,9), mientras que para otras esta

correlacion no logré ser demostrada (ver figura 3).
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Figura 1: Correlacién entre concentracién de atranol (ug/ml) y la carga bacteriana
(logio de ufc/ml) sobre discos de acero inoxidable de 2 cm de didmetro, con un tiempo

de contacto de 5 min. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 2: Correlacién entre concentracion de atranol (ug/ml) y la carga bacteriana
(log1o de ufc/ml) sobre discos de acero inoxidable de 2 cm de didmetro, con un tiempo

de contacto de de 30 min. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 3: Correlacion entre tiempo de contacto (min) y la carga bacteriana (logio de
ufc/ml) en discos de acero inoxidable de 2 cm de diametro, a concentraciones de
atranol de 250 (A), 500 (B), 1000 (C), 2000 (D) y 4000 (E) pg/ml. Fuente: elaboracion
propia.

3.5. Objetivo 5: Determinar la capacidad de los metabolitos para desagregar la
biopelicula formada por cepas clinicas de A. baumannii multirresistentes

a los antibioéticos.

Como se puede apreciar en la tabla 14, en una primera etapa se determiné la
formacion especifica de biopelicula (SBF, por sus siglas en inglés) en condiciones
control de todos los aislados de A. baumannii extensivamente resistentes (XDR)
empleados en este estudio, para de esa forma escoger los que presentan mayor
produccion de biopelicula para ser empleados en los estudios posteriores. Destaca de
los datos obtenidos, la gran heterogeneidad en el nivel de produccién de biopelicula,
existiendo aislados que practicamente no producen biopelicula y otros con gran nivel
de produccion de biopelicula. Por otro lado, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los aislados sensibles y resistentes a colistin (t de
Student, p = 0,957) (ver tabla 15).
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Tabla 14: Formacion especifica de biopelicula (SBF) de cepas de A. baumannii en

condiciones control a 24 h de incubacion, calculada en unidades arbitrarias

CEPA SBF
A-450 0,03
A-419 0,04
A-446 0,07
A-430 0,07
A-490 0,11
A-527 0,20
A-512 0,23
A-368 0,38
A-370 0,45
A-397 0,53
A-511 0,53
A-530 0,66
ATCC 19606 0,80
A-439 0,98
A-500 1,29
A-387 1,39
A-440 1,41
A-396 1,49
A-417 1,70
A-378 1,85
A-503 1,85
A-436 2,00
A-442 2,06
A-444 2,30
A-380 2,44
A-523 2,47
A-496 2,48
A-507 2,61

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 4: Formacion de biopelicula en condiciones control a 24 h de incubacion,
calculada en unidades arbitrarias, al separar los aislados segun nivel de susceptibilidad

a colistin. Fuente: elaboracion propia.

Con posterioridad, se decidi6 evaluar la capacidad del compuesto puro a
concentraciones subinhibitorias de evitar la formacién de biopelicula de 5 cepas
resistentes a carbapenémicos y de la cepa de A. baumannii ATCC 19606, usando el
método del Cristal Violeta segun lo descrito por Danese et al. (2000) y O’'Toole and
Kolter (1998), y seleccionadas de aquellas que presentaban mayor formacién de
biopelicula en condiciones control. Como se puede apreciar en la tabla 14, la formacion
de biopelicula en ausencia de compuesto fue de por si heterogénea. Por otro lado, la

formacion de biopelicula en presencia de atranol también fue heterogénea, habiendo
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inhibicién en sdlo 4 de los 6 aislados estudiados (tabla 15). Mas aun, dicha reduccion
en la formacion de biopelicula sélo fue estadisticamente significativa para el aislado A-
417, donde se logra alcanzar una disminucion mayor a un 70% en la formacion de

biopelicula a una dosis de 125 pug/ml (p = 0,037).

Interesantemente, al agrupar todos los aislados en un solo grupo, se aprecia una
disminucién dosis-dependiente de la formacion de biopelicula en presencia del
compuesto, la que es estadisticamente significativa al comparar el efecto a 125 pg/ml
con el efecto a las demas concentraciones de compuesto (p < 0,041), alcanzandose
un 33% de inhibicion de la formacion de biopelicula (ver tablas 16 y 17).

Tabla 15: Formacién Especifica de Biopelicula (promedio) de la cepa multisensible
ATCC 19606 y diversos aislados extensivamente resistentes de A. baumannii, en
presencia de distintas concentraciones subinhibitorias de atranol y con un tiempo de
incubacion de 24 h

1/2 CMI (125 pg/ml) 1/4 CMI (62,5 pg/ml) 1/8 CMI (31,25 pg/ml) CONTROL (+)
AISLADO % de % de % de % de
SBF* formacién SBF* formacién SBF* formacion SBF* formacion
de BP** de BP** de BP** de BP**

ATCC 19606 1,24 +1,00 62,50 2,07 +1,26 104,55 2,21+0,82 107,02 1,98 £1,59 100,00

A-417 1,04 +1,10* 28,58 2,57+1,72 70,84 2,76 +1,83 76,15 3,63+2,41 100,00

A-496 2,68 +0,47 119,62 2,66 +0,89 118,81 2,49 +0,68 111,18 2,24 +0,66 100,00
A-503 1,40+1,04 38,37 2,83+2,03 77,75 3,36 + 2,47 92,13 3,64 +2,93 100,00
A-507 4,31 +1,67 118,75 4,24 +1,88 116,80 4,86 + 2,20 133,64 3,63+0,99 100,00
A-523 2,41 +1,97 54,01 4,91 + 3,03 109,89 5,30 + 3,82 118,75 4,47 +2,73 100,00

*SBF: Indice de formacion de biopelicula obtenido para la condicion ensayada. **% de
formacion de BP: porcentaje de formacion de biopelicula respecto al Control (+). ¥: Diferencias
estadisticamente significativas con el control negativo. Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 16: Formacion Especifica de Biopelicula (promedio) a las 24 h de incubacion de
los aislados de A. baumannii ensayados, agrupados en un solo grupo, en presencia

de distintas concentraciones subinhibitorias de atranol.

Concentracion Atranol Formacion Porcentual de
(ug/ml) SBF Biopelicula**
125¥ 2,18+1,73 66,75
62,5 3,21 +£2,17 98,44
32,25 3,48 + 2,53 106,62
Control (+)* 3,26 + 2,25 100,00

*Control (+): formacion de biopelicula en ausencia de atranol. La Formacién Porcentual de
Biopelicula (**) est4 expresada en comparacion al Control (+). ¥: Diferencias estadisticamente
significativas con el control negativo. Fuente: elaboracion propia.

Tabla 17: Tabla basada en analisis ANOVA de una via, en el que se agrupan los SBF

promedio obtenidos segun concentracion de compuesto (ug/ml) y semejanza

estadistica.

SqRt
HSD Tukey,y
Concentracién de Subconjunto para alfa = 0.05
compuesto (ug/ml) N 1 2
125 ug/ml 53 1,3674
62,5 ug/ml 54 1,6857
Control Positivo 54 1,7009
31,25 ug/ml 54 1,7553
Sig. 1,000 936
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Fuente: elaboracion propia.
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Por otro lado, como se puede apreciar en la tabla 18, la concentracion minima de

erradicacion de biopelicula (CMEB) para atranol sobre aislados XDR de Acinetobacter

baumannii fue entre 4 a 8 veces la CMI para los mismos, situacion distinta a la

observada a los antibioticos control meropenem y colistin.

Tabla 18: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), Concentracién Minima Bactericida

(CMB), Concentracion Minima de Inhibicion de Biopelicula (CMIB) y Concentracion

Minima de Erradicacién de Biopelicula (CMEB) de atranol sobre distintos aislados

clinicos XDR de Acinetobacter baumannii

Aislad CMI* CMB* CMIB* CMEB* CMI* CMEB* CMI* CMEB*
islado
atranol atranol atranol atranol MER MER COL COL

ATCC

250 250 500 1000
19606
A-417 250 500 500 1000 2 >4096 32 512
A-496 250 250 1000 1000
A-503 250 250 1000 2000
A-507 250 250 1000 1000
A-523 125 250 500 1000

Réplica Unica, por lo que los valores tienen un fin descriptivo. *; ug/ml; MER: meropenem; COL.:
colisitin. Fuente: elaboracion propia.
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4. DISCUSION

4.1. Objetivo 1. Determinar los extractos totales de liquenes antéarticos con

actividad antimicrobiana sobre cepas clinicas de A. baumannii.

De los 4 liquenes sobre los que se evalud la actividad antibacteriana para 2 de ellos
existe literatura que reporta la existencia de metabolitos con actividad antibacteriana:
R. terebrata y S. alpinum, no existiendo publicaciones a la fecha de la actividad
antimicrobiana de U. antarctica y H. lugubris. Esto, a pesar de que Kosanic et al. (2012)
reportan que otros liguenes del género Umbilicaria si presentan actividad

antibacteriana y antifungica.

En relacidn a esto, destaca lo publicado por Paudel et al. (2010), quienes reportan la
actividad antibiotica de R. terebrata sobre Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus,
informando ademas que dicha actividad se debe a la presencia de acido usnico,
reconocido previamente por su efecto antibacteriano sobre bacterias Gram positivas
(Ingdlfsdéttir, 2002). Por otro lado, Bhattarai et al. (2013) reportan la presencia en S.

alpinum de una pseudodepsidona con efecto antibidtico sobre B. subtilis y S. aureus.

A pesar de que la gran mayoria de los reportes en la literatura de actividad antibi6tica
de extractos de liquenes son descripciones de actividad sobre bacterias Gram
positivas, existen también reportes de actividad antibidtica sobre bacterias Gram
negativas. En este sentido, Shrestha et al. (2014) estudiaron la actividad antibiética de
34 liquenes obtenidos de Norteamérica contra las bacterias S. aureus sensible a
meticilina, S. aureus resistente a meticilina (SARM), P. aeruginosay E. coli, reportando
la gran mayoria de ellos actividad de amplio espectro, tanto en sus extractos

metandlico como acetonico.

Es importante mencionar que el Unico trabajo a la fecha que ha evaluado la actividad

antimicrobiana de extractos de liquenes sobre A. baumannii es la publicacion de
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Sokmen et al. (2012), en la que se evalla la actividad antibacteriana de los liquenes
Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf var. furfuracea y Evernia prunastri sobre distintas
bacterias, entre ellas A. baumannii. Por lo tanto, no es posible realizar comparaciones

de los resultados actuales con publicaciones anteriores.

Uno de las posibles explicaciones de por qué sélo 2 liquenes presentaron actividad
antimicrobiana contra las cepas de A. baumannii incluidas en este estudio, puede
residir en el hecho de que los extractos totales se obtuvieron usando metanol, ya que
la investigacion estaba enfocada en obtener e identificar metabolitos secundarios de
liguenes, los que son caracteristicamente poco polares. Esto implica que potenciales
compuestos antimicrobianos polares (como péptidos o carbohidratos) que hubiesen
estado en los liquenes quedan excluidos de este estudio, por lo que no se puede

descartar la posibilidad de que estén presentes en S. alpinum o U. antarctica.

En este sentido, también es importante mencionar que buena parte de la literatura en
liquenes describe actividad antibiética fundamentalmente contra bacterias Gram
positivas, lo que implica que S. alpinum o U. antarctica pudieran tener efecto inhibitorio
del crecimiento de otras bacterias distintas a A. baumannii. De hecho, Vartia (1973)
reporta que al menos la mitad de los liquenes estudiados a la fecha presentan actividad

antimicrobiana.

Finalmente, podemos mencionar que se trata del primer reporte de actividad

antibacteriana por parte de extracto de H. lugubris.
4.2. Objetivo 2: Identificar las fracciones de extractos totales de liquenes
antarticos responsables de la actividad antibacteriana sobre cepas

clinicas de A. baumannii multirresistentes a los antibioticos.

Los resultados obtenidos en relacién a la actividad antimicrobiana que poseia la

fraccibn metandlica sobre A. baumannii, concuerdan con lo reportado en trabajos
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anteriores (Shrestha y St. Clair, 2013; Srivastava et al, 2013), en cuanto a que en varios
de ellos la fraccion metandlica del extracto total del liquen estudiado tiene efecto

antibiético sobre bacterias seleccionadas.

En publicaciones anteriores (Molnar y Farkas, 2010) se constatan variaciones en qué
fraccion del extracto total liguénico presenta actividad antimicrobiana, dandose casos
en los que més de una fraccion presenta efecto antibacteriano. Por ejemplo, Paudel et
al. (2008) reportan que el extracto metandlico de 5 liquenes antarticos presentan
actividad antibacteriana, fundamentalmente sobre bacterias Gram positivas. Por otro
lado, Rankovi¢ y Misi¢ (2007) reportan que los extractos etandlico, acuoso y etilacetato
de 2 liquenes (Alectoria sarmentosa y Cladonia rangiferina) presentan efecto
antifangico de amplio espectro, siendo mayor el efecto de la fraccidn etandlica.
Adicionalmente, Srivastava et al. (2013) reportan que, en 2 liquenes estudiados, todas
las fracciones obtenidas (acetdnica, etandlica y metandlica) presentaron afecto
antibiético contra B. cereus y S. aureus.

A este respecto, es interesante constatar que, a diferencia de lo reportado en
publicaciones anteriores, ninguna de las otras fracciones presentdé actividad
antibacteriana, lo que podria hablar de una menor variedad de compuestos

secundarios presentes en los liqguenes estudiados.

4.3. Objetivo 3: Cuantificar la actividad antibacteriana de compuestos puros
obtenidos de las fracciones antes mencionada sobre cepas clinicas de A.

baumannii

El compuesto encontrado, atranol, es un benzaldehido derivado de los dépsidos y es
un preservante usado de larga data en la industria cosmética, siendo obtenido
fundamentalmente del liquen Evernia prunastri (L.) ARCH. (Rastogi et al., 2004),
aunque también ha sido descrito en el liquen Stereocaulon vesuvianum (Caccamese

et al., 1986). Este compuesto es reconocido como un potente alérgeno (Rastogi et al.,
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2004), por lo que la Comision Europea propuso en 2014 su prohibicion de los productos

cosmeéticos (Comision Europea, 2014).

Respecto a la literatura previa en cuanto a actividad antibacteriana de atranol, Nomura
et al. (2012) publicaron un estudio en el que se analizan diversos compuestos
obtenidos de E. prunastri, entre ellos atranol, en relacion a su actividad antibacteriana
sobre diversas cepas del género Legionella. Ellos encontraron que la CMI de este
altimo compuesto estaba entre 53,3 y 128 pg/ml y que su CMB estaba entre 117,3 y
234,7 ug/ml, lo que implica una actividad bactericida.

Los resultados del estudio anterior concuerdan con lo encontrado en este estudio, ya
que no solo las CMI para A. baumannii fueron similares a lo descubierto por Nomura
et al. (2012 para Legionella, si no que también la actividad antibiética fue caracterizada

como bactericida.

En general, si se compara con otros trabajos de compuestos de origen liquénico con
actividad sobre bacterias Gram negativas, la actividad antibacteriana de atranol se
puede catalogar de moderada-baja, o que también ocurre al comparar con los
resultados obtenidos con compuestos sobre bacterias Gram positivas. De hecho,
Ingolfdottir (2002) menciona la alta efectividad de acido Usnico sobre bacterias Gram
positivas, registrando CMI entre 4 ug/ml (para Streptococcus pyogenes y Enterococcus
faecalis) y 16 pg/ml (para Enterococcus faecium), siendo similar a lo reportado en la
misma publicacidn para bacterias anaerobias, con CMI de 2 pg/ml (Propionibacterium

acnes) a 8 pg/ml (Bacteroides ruminicola ssp brevis).

Por otro lado, destaca lo publicado por Nishanth et al. (2015), quienes establecen que
el 4cido protocetrarico proveniente del liquen Usnea albopunctata tendria elevada
actividad bactericida contra bacterias Gram negativas (con CMI entre 0,5y 16 pg/ml),
pero moderada a baja contra bacterias Gram positivas (con CMI entre 32 y 64 pg/ml).
Esto ultimo es similar a lo que ocurre con el antibiético colistin, lo que sugeriria (al

menos en parte) un blanco asociado a estructuras propias de las bacterias Gram
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negativas como la membrana externa, aunque los autores del estudio no abordan un
eventual o demostrado mecanismo de accion.

Es importante mencionar ademas que, segun una revision de Shrestha y St. Clair
(2013), solo 50 de los aproximadamente 1050 metabolitos secundarios de liquenes
reportados a la fecha han sido ensayados para evaluar su efecto antibiético, por lo que

aun queda mucho por investigar en este topico.

4.4. Objetivo 4: Determinar la efectividad como desinfectante de compuestos
puros sobre superficies abiéticas, contaminadas con cepas clinicas de A.

baumannii multirresistentes a los antibiéticos

Los resultados obtenidos con atranol descartan su utilidad como desinfectante, al
menos para la cepa estudiada y para las dosis ensayadas. Si se comparan estos
resultados con la literatura conocida, se pude apreciar que Mgretrg et al. (2009)
obtienen una reduccion de 4 logaritmos de la poblacién de bacterias del género
Legionella usando etanol al 70%, con un tiempo de contacto de 5 min, siendo este
resultado similar a lo obtenido con etanol al 70% e hipoclorito de sodio al 0,5% al ser
ensayado contra cepas MDR de A. baumannii. Respecto de esto ultimo, llama la
atencién que el resultado obtenido con hipoclorito de sodio al 0,5% (una reduccién de
la poblacion bacteriana mayor a los 5 logaritmos con un tiempo de contacto de 5
minutos), contrasta con las recomendaciones habituales de las guias clinicas, en
cuanto a que se requieren por lo menos 15 minutos (lo que demora la solucion en
secarse) para que hipoclorito logre ejercer su accion bactericida; sin embargo,
consistente con lo observado por Bloomfield et al. (1993), quienes obtuvieron
disminuciones mayores a los 6 logaritmos en la poblacion bacteriana en superficies de
acero inoxidable usando hipoclorito de sodio. De todas formas, la alta efectividad de
hipoclorito iria en linea con lo observado al realizar las CMI y CMB con inoculo
aumentado, donde se aprecia que al ser la CMI de 0,1% m/v se avala la
recomendacion de usar hipoclorito a concentraciones entre 0,1 y 0,5%. Sin embargo,

en el trabajo de Mgretrg et al. antes mencionado se constata que a los 5 minutos de
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tiempo de contacto el hipoclorito sélo producia una disminucion de 1 logaritmo en la
poblacion de Legionella, lo que como ya mencionamos contrasta con lo obtenido en

nuestro trabajo.

Una de las explicaciones a estos resultados insatisfactorios podria estar en que atranol
presentaria un mecanismo de accion lento, algo que ya se ha descrito con otros
compuestos antimicrobianos como los beta-lactamicos. A este respecto, Ahmad y
Viljoen (2015) reportan que la combinaciéon de plata con el aceite esencial de
Cymbopogon presentan un potente efecto bactericida que tarda al menos 6 horas en
producir un descenso de poblacion de 3 logaritmos tanto para E. coli como para S.
aureus, mostrando que algunos bactericidas potentes pueden tener un mecanismo de
accion lento. Esta situacién también ha sido descrita para A. baumannii, ya que
Sampson et al. (2012) lograron establecer que antibidticos “rapidos” vy
reconocidamente bactericidas como las polimixinas requieren al menos 30 min para

disminuir la carga bacteriana de 108 a 10° ufc/ml.

Respecto a lo mencionado en el parrafo anterior, es interesante constatar que, en las
condiciones estudiadas, tanto el tiempo de contacto como la dosis de atranol juegan
un rol en el nivel de disminucion de la carga bacteriana logrado por este compuesto,
por lo que se podria teorizar que al prolongar el tiempo de contacto mas alla de los 30
minutos se podria obtener una mayor disminucion de la carga bacteriana; sin embargo,
esto seria poco practico para su uso como desinfectante, ya que la rapidez de accion
se considera un atributo deseable de los mismos.

La hipétesis anterior se ve reforzada por el hecho de que a los 30 min, la correlacion
entre concentracion de atranol y diminucion logaritmica de la carga bacteriana tiene
un comportamiento de tipo logaritmico, lo que sugiere que a ese tiempo de contacto
llega un punto en que el aumento de la concentracién de atranol no permite una mayor
desinfeccién. Esto implicaria que, independiente de la concentracion de atranol, se

requiere de un tiempo de contacto mayor a 30 minutos para alcanzar una disminucion
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de la carga bacteriana de al menos 3 logaritmos. Empero, en las condiciones
ensayadas, el tiempo de contacto no fue un mejor predictor de efecto bactericida que
la concentracion de atranol, ya que para algunas de las concentraciones ensayadas
del compuesto el prolongar el tiempo de contacto no incremento la disminucién en la

carga bacteriana de los discos de acero inoxidable.

Por otro lado, para algunos antimicrobianos esta descrito que la carga bacteriana juega
un rol en la eficacia del compuesto, tal como lo publican Udekwu et al. (2009) para la
bacteria S. aureus. Este grupo de investigacion demostrd que para algunos antibiéticos
como daptomicina pasar de un indéculo inicial 10° bacterias a un inéculo de 108
bacterias implicaba que el antibiético dejara de ser bactericida y pasara a ser
bacteriostatico a dosis equivalentes a la CMI. Ellos especulan que un factor clave en
esta situacion seria la relacion Ao/D, es decir, la cantidad de moléculas de antibi6tico
por bacteria afectada, lo que implicaria que, a mayor indculo inicial, menor cantidad de
antibiotico por bacteria y por ende menor efectividad de la misma dosis, lo que podria
ser un factor clave en tratamiento de infecciones con alta carga bacteriana, misma
situacion que segun Bulitta et al. (2010) se daria igualmente con colistin y P.
aeruginosa. Este tltimo grupo de investigacion (Bulitta et al., 2009) establece la misma
conclusién respecto a ceftazidima sobre P. aeruginosa, especulando que otro factor a
considerar seria la expresion de vias de sefializacién del tipo Quorum sensing que
aumentarian la resistencia de las bacterias a los antibioticos. También se describe la
existencia de este efecto indculo en relacion a la resistencia a beta lactamicos, ya que
en cepas productoras de beta lactamasas de espectro extendido (BLEE) el mayor
in6culo se asocia a elevacién de la CMI para cefalosporinas de tercera generacion
(Thomson y Moland, 2001).

A este respecto, cabe destacar que el indculo inicial en los ensayos de CMI por
microdilucién en caldo (como se describe tanto en la norma CLSI como en el protocolo
descrito por Michels et al.) es de aproximadamente 5x10° ufc/ml, mientras que el

incéculo inicial en el ensayo de Bloomfield et al. (1993) es de 10° ufc/ml, lo que podria
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explicar la disparidad de resultados entre los ensayos de superficie y la determinacion
de CMI y CMB. Esta aseveracion queda demostrada al realizar las CMI/CMB con
in6culo aumentado para la cepa A-496 (misma usada en los ensayos de desinfeccion
en superficie), presentandose un aumento de 250 a 1000 pg/ml en la CMI (2 diluciones
de diferencia) y de 250 a 2000 pg/ml en la CMB (4 diluciones). Sin embargo, este
“efecto indculo” descubierto no explicaria por qué a una dosis equivalente a 1y 2 veces
la CMB para 10° ufc/ml (es decir, 2000 y 4000 pg/ml) la disminucién de la poblacién
con un tiempo de contacto maximo de 30 minutos fue apenas cercana a 1 logaritmo,
ni que no hubiera diferencias estadisticamente significativas al comparar el descenso
de poblacién a 2000 y 4000 pg/ml a cualquiera de los 2 tiempos de contacto ensayados.

Debido a la poca actividad como desinfectante en el experimento anterior con inéculo
puro, se decidié no incorporar el factor “material organico” para analizar la actividad
desinfectante del compuesto atranol. Dado que tal como lo demostraron Hammer et al.
(1999) al investigar el efecto de aceites esenciales de la planta del té sobre bacterias
tanto Gram positivas como Gram negativas en presencia de 1% de materia organica

se observa una disminucion de la eficacia bactericida de estos productos.

4.5. Objetivo 5: Determinar la capacidad de los metabolitos para desagregar la
biopelicula formada por cepas clinicas de A. baumannii multirresistentes

a los antibiodticos.

Recientemente, se ha reportado que existe una gran variabilidad entre las diversas
cepas de A. baummannii en cuanto a su capacidad de formacion de biopelicula (De
Breij et al., 2010; Gopal et al., 2014; M’hamedi et al., 2014), siendo estos datos de la
literatura similares a los hallazgos experimentales de la tesis, los que arrojaron desde
aislados con muy baja produccion de biopelicula a aislados con abundante produccion
la misma. La situacién anterior tendria varias posibles explicaciones, siendo una de
ellas el nivel de hidrofobicidad de la superficie de las bacterias (M’hamedi et al., 2014).

Sin embargo, los resultados a la fecha en la bibliografia cientifica internacional no han
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sido concluyentes. Por otro lado, existe bibliografia contradictoria en cuanto a la
correlacion entre capacidad de formacion de biopelicula y el nivel de resistencia a
antibiéticos de los aislados de A. baumannii (Longo et al., 2014). A este respecto, cabe
destacar que no hubo diferencias estadisticamente significativas en la producciéon de
biopelicula al separar los aislados entre sensibles y resistentes a colistin, de lo que se
podria inferir que, para los aislados estudiados, el mecanismo de resistencia a colistin
no ejerce un efecto deletéreo en la formacion de biopelicula, algo ya esbozado
previamente en algunos trabajos (Duarte et al., 2016), aunque va en sentido contrario

a lo visto en otros trabajos (Dafopoulou et al. (2016).

El benzaldehido ensayado (atranol) presenta actividad inhibitoria dosis-dependiente
de la formacién de biopelicula a concentraciones subinhibitorias. Esto va en linea con
lo reportado por Francolini et al. (2004), quienes muestran que otro compuesto de
origen liguénico (acido Usnico) disminuye la formacion de biopelicula en S. aureus y
en P. aeruginosa. Esto es reforzado por lo publicado por Pompilio et al. (2013), quienes
reportan que las concentraciones sub-inhibitorias tanto de acido Usnico como de
atranorina inhiben la adhesion y formacion de biopelicula de S. aureus, siendo este
efecto dosis-dependiente. Sin embargo, nuestro experimento no fue capaz de
demostrar que este efecto sea estadisticamente significativo para todos los aislados
de forma individual, salvo para el aislado A-417. Por otro lado, destaca el hecho de
gue no todas les cepas se comportaron igual en presencia de atranol, ya que algunas
de éstas presentaron una disminucion de la formacién de biopelicula en presencia del
compuesto, mientras otras aumentaron la produccion de biopelicula, un fenémeno que
también ha sido descrito en otras publicaciones con otros antibiopeliculicidas (Nait

Chabane et al., 2014). Lo anterior podria deberse hipotéticamente a:

a. El compuesto presenta, en algunas cepas, actividad potenciadora de la formacion
de biopelicula mediante un efecto agonista de alguna via de sefalizacion
bacteriana, siendo el Quorum sensing una de las posibilidades, pudiendo ser en

este caso el compuesto un mimeético de acil-homoseril-lactonas (AHL) (Kalia, 2013).
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Esta hipotesis se plantea factible considerando que se ha demostrado el rol que
las AHL juegan en la formacion de la biopeliculas de A. baumannii (Anbazhagan
et al., 2012; Longo et al., 2014).

b. El compuesto actia como fuente de carbono para algunas de las cepas. Esta
alternativa es factible, ya que se ha visto que la cepa A. baumannii ATCC 19606
es capaz de usar fuentes de carbono alternativas para su crecimiento (Mara et al.,
2012).

Interesantemente, al agrupar todos los aislados en un solo grupo, si se logran obtener
diferencias estadisticamente significativas para el efecto inhibitorio de atranol sobre la
formacion de biopelicula, fundamentalmente al comparar la maxima concentracion
ensayada (125 pg/ml) con el control positivo, lograndose una disminucion aproximada
de un 50% de la formacion de biopelicula. Esto puede tener relacién con lo descrito en
algunas publicaciones en cuanto a la variabilidad de los datos obtenidos por el método
de cristal violeta de medicion de biopeliculas, lo que implicaria que se requiere un
namero elevado de muestras para obtener valores con significancia estadistica. Esta
situacién haria a este compuesto un candidato interesante para su uso en dispositivos
médicos y de esta forma evitar la colonizacién de los mismos, siendo este efecto
ademas comparable con lo obtenido con otras sustancias prometedores como galio
(Runci et al., 2015) y virstatina (Nait Chabane et al., 2014), aunque algo menor que lo
obtenido por Szczepanski y Lipski (2014) con aceites esenciales, ya que estos ultimos
logran inhibiciones superiores al 90% a dosis maximas, siendo ademas este efecto
dosis dependiente (similar a los resultados obtenidos con atranol). De todas formas,
faltarian estudios en modelos vivos (por ejemplo, catéteres venosos en ratones) para

corroborar esta proyeccion de los resultados.
Respecto a la actividad sobre biopeliculas ya formadas, es importante realzar que la

concentracion minima para erradicar biopeliculas fue sélo entre 4 y 8 veces mayor a

la CMI, lo que es comparable a colistin, que por su efecto detergente presenta buena
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actividad antibiopeliculas (Naparstek et al.,, 2014), y muy superior a los
carbapenémicos, que requieren dosis >1000 veces mayores a la CMI (Wang et al.,
2016), situacion que fue corroborada también en nuestro laboratorio con el aislado A-
417 en la etapa de calibracidon de los experimentos. Este aspecto hace que atranol sea
un buen candidato para eliminar biopeliculas de superficies y objetos de uso clinico.
Sin embargo, hay 2 elementos que juegan en contra de esta posibilidad:

a. En el caso de las superficies clinicas, no logro disminuir en al menos 1000 veces
la carga bacteriana de la superficie de discos de acero con in6culo de 108 ufc/ml,
ni a los 5 ni 30 min de tiempo de contacto, lo que habla de un mecanismo de

accion lento (ya discutido mas arriba).

b. En el caso de su potencial uso como recubrimiento de dispositivos médicos
(dado ademas su capacidad de inhibir la formacion de biofilm a concentraciones
subinhibitorias), atranol esta previamente descrito como alérgeno al ser usado
como preservante de cosméticos (Rastogi et al., 2004). Sin embargo, otros
materiales ampliamente usados en clinica (como el latex) también son
alérgenos ampliamente reconocidos, por lo se requieren mayores
investigaciones para determinar si esta situacion seria un real impedimento para

una aplicacion clinica real.

58



5. CONCLUSIONES

Nuestros resultados permiten comprobar la hipotésis planteada, debido a que:

1. De los liquenes estudiados, Himantormia lugubris y Ramalina terebrata presentan

actividad antibacteriana contra Acinetobacter baumannii:

2. La mayor actividad antibacteriana de Himantormia lugubris esta concentrada en la

fraccion metandlica. Ademas, esta actividad es de tipo bactericida.

3. Lafraccion metandlica antes mencionada presenta un compuesto puro de la familia
de los benzofuranos, que tiene actividad antibiotica de tipo bactericida, con CMI en
el rango de 125 a 250 pg/ml y CMB en el rango de 250 a 500 pg/ml para los 8

aislados multirresistentes de A. baumannii.

4. Adicionalmente atranol presenta, a concentraciones subinhibitorias, actividad
antagonista de la produccion de biopelicula de algunas cepas XDR de A. baumannii,
obteniéndose reducciones en la formacion de biopelicula mayores a 33%, y que

son comparables a otros compuestos descritos en la literatura cientifica.

5. Este compuesto presenta ademas actividad desagregante de biopelicula a
concentraciones entre 4 y 8 veces la CMI, lo que es igual o0 mejor que muchos
antibiéticos disponibles en el mercado.

6. El compuesto, a las concentraciones ensayadas, presenta pobre actividad como
desinfectante de superficie, produciendo una reduccion de la poblacion bacteriana
menor a 4 logaritmos. Sin embargo, esta actividad es estadisticamente significativa

y directamente afectada por el tiempo de contacto y la dosis ensayada.
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PROYECCIONES

Realizar ensayos de eficacia antibacteriana en modelo de Galleria mellonella, lo

gue ademas permitiria determinar la eventual toxicidad del compuesto.

Realizar ensayos en modelos animales mamiferos, empleando atranol como
recubrimiento de dispositivos médicos y determinar su eficacia como prevencion
de infecciones asociadas a los mismos.

Indagar en el mecanismo de accién del compuesto sobre Acinetobacter baumannii.
En vista de que el compuesto es obtenido de un liquen, indagar en cdmo se podria

obtener por sintesis quimica. Por otro lado, ver si es posible modificar el compuesto

para mejorar su potencia.
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ANEXOS

ANEXO 1: Halos de inhibicién promedio (mm) generados por discos de papel filtro de
6 mm de didmetro impregnados con 3 y 6 mg de extracto total de Himantormia lugubris

sobre cepas de A. baumannii

Aislado A. baumannii HL3mg S.D. HL6mg S.D. THF* Meropenem**

A368 11,33 1,53 18,33 0,58 6,00 13,00
A370 8,00 1,73 15,00 0,00 6,00 12,00
A378 13,00 2,00 17,67 153 6,00 14,00
A380 10,00 0,00 12,33 0,58 6,00 13,00
A387 10,33 0,58 17,00 1,00 6,00 14,00
A396 11,00 0,00 17,33 0,58 6,00 14,00
A397 10,67 0,58 14,33 1,15 6,00 13,00
A417 11,00 1,73 17,50 0,71 6,00 14,00
A419 11,33 0,58 18,00 0,00 6,00 13,00
A430 12,00 0,00 18,00 1,00 6,00 14,00
A439 9,67 0,58 13,00 1,00 6,00 10,00
A440 10,00 0,00 15,00 0,00 6,00 13,00
A442 11,33 0,58 15,33 2,08 6,00 10,00
Ad44 10,00 0,00 14,00 1,00 6,00 ND

A446 9,00 0,00 13,67 0,58 6,00 ND

A450 10,67 1,15 17,67 0,58 6,00 12,00
A490 10,00 0,00 13,67 0,58 6,00 13,00
A496 11,00 1,00 17,00 1,00 12,00 8,00
AS500 10,33 1,15 15,67 0,58 6,00 8,00
A503 10,00 1,00 17,33 1,15 6,00 13,00
A507 9,33 0,58 13,67 0,58 6,00 6,00
A511 11,67 0,58 17,33 0,58 6,00 29,00
A512 12,00 0,00 18,33 0,58 6,00 12,00
A523 12,33 0,58 18,00 1,00 6,00 13,00
A527 10,33 1,15 18,67 0,58 6,00 11,00
AS530 10,33 0,58 13,67 1,15 ¢12? 14,00

ND: No determinado. *THF: Tetrahidrofurano (Control negativo), 120 pl/disco. **Control positivo (10

pg/disco). Fuente: elaboracién propia.
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ANEXO 2: Comparacién de actividad de HL sobre cepas de A. baumannii.

Como se aprecia en (A), el promedio de los halos de inhibicién de discos cargados con 3y 6
mg de HL arroja diferencias estadisticamente significativas entre siy contra un control negativo
con THF (solvente) (ANOVA de un factor, p<0,001), mostrando por tanto un efecto
dependiente de dosis. Por otro lado, cuando se hace el desglose por susceptibilidad a colistin,
no existen diferencias significativas en la actividad sobre cepas sensibles y resistentes a
colistin, efecto que se aprecia tanto a con una masa de 3 mg de HL por disco (t de Student, p

= 0,478) (B) como con una masa de 6 mg del mismo extracto (t de Student, p = 0,789) (C).
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Figura A: Actividad antibacteriana promedio del extracto total del liquen Himantormia
lugubris (HL), determinada por el método de difusion en agar, sobre diversos aislados
extensamente resistentes (XDR) de Acinetobacter baumannii, usando 3 y 6 mg de
extracto HL por disco. Se emple6 como control negativo discos con 120 pl de

tetrahidrofurano (THF, solvente). Fuente: elaboracion propia.
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Figura B: Actividad antibacteriana promedio del extracto total del liquen Himantormia
lugubris (HL), determinada por el método de difusion en agar, sobre diversos aislados
extensamente resistentes (XDR) de Acinetobacter baumannii, usando 3 mg de extracto
HL por disco y desglosando los aislados segun perfil de susceptibilidad a colistin.
Fuente: elaboracion propia.
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Figura C: Actividad antibacteriana promedio del extracto total del liquen Himantormia
lugubris (HL), determinada por el método de difusion en agar, sobre diversos aislados
extensamente resistentes (XDR) de Acinetobacter baumannii, usando 6 mg de extracto
HL por disco y desglosando los aislados segun perfil de susceptibilidad a colistin.

Fuente: elaboracion propia.
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