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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE TRES ESPECIES DE
HONGOS MACROMICETOS DE CHIHUAHUA

Dra. Quifionez Martinez M', MC. Neida Aurora Martinez Escobedo®, Dr. Francisco Javier Vizquez Gonzdlez *, Dr.
José Valero Galvan®, Dra. Alba Yadira Corral Avitia®, Dr. Emilic Alvarez Pamilla®, v Biol. Jesus Alejandro Najera
Medellin’

Resimen— El aumento en la resistencia microbiana a los antibidticos comerciales ha incrementado una bisqueda
imtensiva de nuevas fuentes para la obtencidn v desarrollo de antibidticos efectivos. Los hongos macromicetos han sido
empleados por diversas culiuras come medicina tradicional, principalmente en el tratamiento de heridas, guemaduras,
llagas v rozaduras, v podrian ser una fuente alternativa para el desarrollo de nuevos Girmacos. EI objetive del presente
estudio fue evaluar la sctividad antimicrobiana de extractos etandlicos v metandlicos de las especies Astracus
hygrometricus, Laccaria lecorte v Lycoperdon perfamum, colectados en los bosgues de Chihwabua. La actividad
antimicrobi Tue evaluada contra ires microsrganismos patdgenos mediante la téenica de difasiin en disco de Kirby -
Bauer. Los resultados mostraron gue bos extractos de las tres especies de hongos macromicetos exhibieron zonas de
inhibicidon que van desde 4.5 — B.215 mm contra Strepiococens agalactine v Candida sp. Se evidencia que ks especies
estudipdas pueden ser empleados como agentes antimicrobianos.

Patabras clove—Actividad antimicroblana, extractos, hongos macromicetos, Sierra Tarahumara

Introduccidn

Las enfermedades infecciosas representan una de las mayores amenazas a nivel mundial, causado por la aparicion de
resistencia a antibidticos en microorganismos que anteriormente eran susceptibles (Wright, 2010). Dentro de las
enfermedades infecciosss, las infecciones dermatolagicas constituyen un problema de salud piblica ya que se estima
que entre 30-70% de la poblacion mundial sufre al menos un tipo de enfermedad en la piel (Hay etal. 2014). Las
bacterias v hongos son considerados de los microorganismos més comunes causantes de infecciones dermatologicas.
Entre los patégenos bactenianos que dan lugar a diversas infecciones de la piel se encuentran Staphylococcus aureus
vy Streptococens del grupo B (Betahemolitico) {Riain, 2003). Asi mismo, numerosas especies de hongos provocan
una amplia gama de infecciones dermatologicas en humanos, siendo las especies del género Candids de las mas
frecuentes (Surcowan & Mahomoodally, 20170

En este sentido los hongos macromicetos (HM) pueden ser empleados para propositos terapéuticos debido a que
producen una amplia vanedad de componentes bioactivos en la defensa contra bacterias, virus e insectos (Leyva et
al. 2013), actuando come agentes antimicrobianos. Especificamente en la Sierra Tarahumara de Chihuahua se
conocen alrededor de 450 especies de HM, dentro de las cuales existen especies que han sido reportadas por poseer
caracteristicas medicinales v alimenticias, tal es el caso de dsiraeus kygrometricus v Lycoperdon perfamm cuyos
carpoforos se usan contra problemas de acné, asi como para aliviar el dolor e hinchazon por quemaduras v
cortaduras (Quifionez-Martinez & Garza-Ocafias, 2005). Asi mismo, los carpofores de Laccaria faccata presentan
importancia alimenticia al ser especies apreciadas por su valor nutnimental (Quifionez-Martinez et al. 2014). No
ohstante, existen pocos estudios que den base v evidencia cientifica a dicho conocimiento tradicional, por ello el
ohjetivo de la presente investigacion fue evaluar la actividad antimicrobiana, compuestos fendlicos y actividad
antioxidante de las cuatro especies de HM de Chihuahua anteriormente mencionadas mediante la obtencion de
extractios etandlicos y metandlicos.
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Descripeion del Metodo
Colecta de los carpaforos de los especies
Las especies de hongos que se utilizaron para este estudio fueron: A. fvgrometricus (Pers) Morg., L. laccata
Scop. Fr. v L. perfatum Pers. Los carpaforos de dichas especies se colectaron en los bosques del municipio de
Bocoyna, Chihuahua, durante los meses de agosto v septicmbre los afios 2017 y 2018, Posteriormente se trasladaron
al Laboratorio de Biodiversidad del ICB-UACI, donde se comobord su identificacion y se resguardaron hasta su uso.

Tratamiento de las muesiras

Los carpoforos se limpiaron, se congelaron a -80 *C, ¥ con ¢l fin de elininar por completo el agua de las
muestras se sometieron a un proceso de lofilizacion mediante la sublimacién del hielo y en condiciones de vacio.
Una vez liofilizadas las muestras s¢ pulverizaron en un procesador de alimentos hasta obtener un polve fing,
posteriormente se almacenaron en bolsas de plistico con su debida etiqueta v se resguardaron a -20 *C hasta su uso.

Extraccion de las muesiras para determinacion de la capacidad antimicrabiana

Los extractos para determinar la capacidad antimicrobiana se prepararon usando 10 g de los hongos pulverizados
los cuales se extrajeron con 200 mL de los solventes etanol ¥ metanel durante 24 h por separado. Posterionmente,
para romper las paredes celulares v liberar el contenido de las eélulas, se sonicaron, en un bafio ultrasonico durante
30 min (Bala et al. 2011). Las muestras se centrifugaron durante 10 min para su sedimentacion a una velocidad de 3
(00 rpm, se decantd el sobrenadante y para concentrar el extracto se evapord el solvente hasta sequedad bajo presion
reducida con ayuda de un rotavapor. Finalmente, el polvo obtenido se re-disolvié en el solvente a una concentracion
de 50 mg'mL y se esterilizé con un filtro membrana de 0.22 pm (Giri et al. 20012). Los extractos se almacenaron &
hasta su uso en las pruchas.

Microorganismas ¥ condiciones de crecimiento

Los microorganismos seleccionados para las pruebas de actividad antimicrobiana fueron: Staphylococcus areus,
Streptococcus agalactiae y Candida albicans, los cuales se donaron por el Departamento de Microbiologia de la
UAC]. Dependiendo de las exigencias nutritivas de los microorganismos, estos se sembraron en distintos medios
selectivos de cultivos sélidos. En este caso 5 aurens se sembrd en Agar Mueller-Hint, 5. agalatize en Agar Infusion
Cercbro y Corazon y . albicans en Agar Dextrosa y Papa. Las bacterias se incubaron (SHEL LAB, 5L) a 37 *C por
24 hy la levadura a 28 °C durante 24 a 48 h. Posteriormente, se transfirieron a diferentes caldos de cultivos, &,
aureus v O, albicans se inocularon en Caldo de Soya Tripticaseina y 5. agalactiae en Caldo Infusion Cerebro y
Corazon, los cuales se incubaron empleando las mismas condiciones previamente mencionadas. Una vez obtenidas
las cepas, se ajustaron a una turbidez equivalente 0.5 en la escala de McFarland (10° UPC/mL) usando una solucidn
de cloruro de sodio al 0.9% v a una longitud de onda de 625 nm con ayuda de un espectrofotémetro.

Evaluacidn antimicrobiana mediante el método de dijusicn en dizsco

La evaluacion de la actividad antimicrobiana por el métedo difusion en disco (Kirby Bauer, 1969) fue
determinada siguiendo la metodologia propuesta por Kalyoncu et al. (2010), modificada. Para ello, se impregnaron
discos {6 mm de diametro) de papel filiro (Whatman®. Mo. 1) con los extractos v se dejaron secar hasta la completa
evaporacion del solvente, para evitar alguna interferencia residual que pudiera sesgar los resnitados. Las superficies
de las placas se inocularon usando | pl de los microorganismos, previamente ajustados a una turbidex equivalente
al (1.5 en la escala de McFarland { 10° UFC/mL) con ayuda de un hisopo estéril. Los discos se aplicaron firmemente a
la superficie de la placa (4 discos por placa), posteriormente 1as placas se pre incubaron a 4 “C durante 6 h, para
permitir una difusion uniforme del extracto sobre el agar. Pasado el iempo, para las bactertas, las placas se
incubaron a 37 °C por 24 h y para la levadura, a 28 *C durante 24-4% h. La activided antimicrobiana se evalud
midiendo el didmetro de la zona de inhibicidn. Se usaron como controles negativos los solventes de extraccion y
como controles positivos el antibidtico comercial eritromicina de 250 mg (More Pharma, Pharmaceutical Company)
por ser un antibidtico que exhibe mayor actividad frente a bacterias gram positrvas { Lovmar et al. 2006) y
clotrimazol 2% (Genomma Lab®) para la levadura, debido a que es un agente antifingico que actia sobre la
membrana citoplasmatica. Los experimentos se realizaron por duplicado.

Evaluacidn antimicrobiana medianie la concentracion minima inhibitoria

La actividad se llevd a cabo empleando la metodologia descrita por Padilla (2012), modificada para esta
investigacion. En una primera etapa se prepard 1 mL de caldo de cultivo con el extracto respectivo. Posteriormente
se agregd | pl de los microorganismos, previamente ajustados a una turbidez equivalente a 0.5 (10° UFC/mL) en la
escala de McFarland, v se mcubaron por 24 ha 37 °C para las bacterias v a 28 °C durante 24 a 48 h para la levadura.
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En una segunda etapa, transcurrido el iempo de incubacién se sembrd 1 pL de la muestra de manera homogénea
en placas con diferentes medios de cultivo: 5. aureus se sembrd en Agar Muoeller-Hinton, 8. agalatiae en Agar
Intusién Cerebro y Corazon ¥ C. albicans en Agar Dextrosa y Papa. Posteriormente se incubaron bajo las
condickones antes mencionadas. Finalmente, se contabilizd el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) en
cada placa. Para los testigos se realizaron distintas diluciones para cada microorganismo: 8. aureus ¥ 8 agalactiae
s¢ diluyeron 1:1000, donde 1 pL de los microorganismos se inocularon en %99 pL del caldo nutritive y O alhicans
se diluyd 1:100, donde 1 pL del microorganismo se inocularon en %9 pl del caldo nutritivo. Todos los experimentos
s¢ realizaron de manera independiente por triplicado.

Andlisis estadistico

Todos los resultados mostrades son la media + el error estindar. Se asumid que los datos seguian una
distribucion normal segin lo determinade por la prucha de normalidad de Shapiro-Wilk (p={0.05). Los efectos de los
extractos en los microorganismos se analizaron utilizando un analisis de varianza de una via (ANOVA) para
determinar si existia diferencias significativas (p<0.035) seguido de una prucba miltiple de medias de Tukey. Este
analisis se llevd a cabo usando los softwares IBM SPSS Swatistics 20 v GraphPad Prism 8.1.2.

Los resultados mostrados para las prucbas de ICM son la media £ ¢l emor estandar. Para el porcentaje de
inhibicion se obtuvo la media de las UFC y s¢ analizd mediante la couacion 12

9% Inhibicidn = [%}x ron Ecusacitn {1}

Donde UFC, corresponde al nimero de UFC de los testigos, es decir los microorganismos inoculados solamente
en el caldo de cultive v UFC, se refiere al nimere de UFC obtenidas mediante la adicion de los extractos. El
porcentaje de inhibickon mide la capacidad de inhibir ¢l crecimiento del mimero de UFC por pante de los extractos.
Los datos s¢ analizaron utilizando los softwares Microsoft Excel 2017 y GraphPad Prism 8.1.2.

Comentarios Finales
Resumen de resultados
Los resultados de la evaluacion antimicrobiana mdican que los extractos presentan moderada actividad
antimicrobiana, comparado con los controles positivos los cuales fueron més potentes en la respuesta de mhibicion
{Cuoadro 1 v 2).

Los extractos obtenidos tuvieron una respuesta de inhibicion contra 8. agalactiae v C. albicans a una
concentracion de 50 mg/mL. Esto podria atribuirse a la presencia de compuestos bioactivos extraibles con solventes
polares, tales como fenoles, tanines, alcaloides y lipidos polares que tienen potencial antimicrobiano { Adhikar et al.
2018).

Promedio zonas de inhibicidn (mm)

Especie 8. aureus 5. agalactiae Candida sp.
Astraeus kygrometricus - 579017+ 4.540.29=
Laccaria laccata - 6434038 -
Lycaperdon perlatum - 8.25+0.25¢ -
Entromicina 13.5+0.20% 19375047 -
Clotrimazol - - 13.540.28°
Solventes - - -

Cuadro 1. Actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos de cuatro especies de hongos macromicetos de
Chihuahua. Letras diferentes indican diferencias significativas, segin la prucha de Tukey HSD (p=0.05). — Mo
inhibicion.
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Especie

Astraeus hygrometricus

Laccaria laccata
Lyveoperdon perlanim

Entromicina
Clotrimazol
Solventes

Promedio zonas de inhibicion (mm)

5. anrens 5. agalactiae
- 6.58+0.31°
- 6.2540.47¢
- 5.7540.25
13.540. 000 19.375+0.474

Candida sp.

13.580.28"

Cuadro 2. Actrvidad antimicrobiana de los extractos metanalicos de cuatro especies de hongos macromicetos de
Chihuahua. Letras diferentes indican diferencias significativas, segin la prucba de Tukey HSD (p=0.05). — Mo

inhibicion.

Lo resultados evaluados mediante el método de la CMI1 muestran que todos los extractos registraron inhibicion
de los microorganismos en distinias concentraciones {3.75 a 10 mg) (Cuadro 3. 4 v 5), a diferencia del metodo de
difusion en disco, lo cual coincide con otros estudios gue reportan una mayor cfectividad del método de dilucidn en
caldo en comparacion con el de difusion en disco al momento de evaluar la actividad antimicrobiana de extractos
fingicos (Hlcba et al. 2016). El método de difusion en disco como su nombre lo indica depende en gran medida de
la capacidad de difusion de las sustancias presentes en los extractos (Ren et al. 2014). dando como resultado poca
movilidad de los compuestos en ¢l agar a causa de su baja solubilidad o alta masa molecular.

Volumen Concentracion Etanol Inhihicidn Metanol Inhibicidn
extracto (ul.) Extracto (mg) {%a) {%a)
Astraeus hygrometricus
1061 5 61 1 957 120531654 WS
125 625 21.7411.1 Q5.9 65. 74207 a9
150 1.5 o 100 1.0+1.0 wa
175 B75 - - 1] 108
2040 10 - - - -
Laccaria laccata
1061 5 G645 344068 3 TH.3 163100420022 941
125 625 18. 7488 Q5.9 1526.0:TE3.6 9.4
150 7.5 13407 Q5.9 51.3£1.8 a9
175 B75 i 100 160426 a9
2040 10 - - Ji] 10
Lycaperdan perlatum
1061 5 141.7+34.2 Q5.9 15869 _3+237.8 943
125 625 40.0+5.7 Q5. g 153.3447.2 wa
150 7.5 i 100 373446 e
175 175 1] 100 3334117 e
2041 10 - - 1] 100
Testigo
Dilucion - 2E0333 3+38407.2
1: 10040

Cuadro 3. Concentracion Minima Inhibitona y porcentaje de inhibicion de los extractos etanclicos ¥ metanolicos

contra N, aurens
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Volumen Concentracion Porcentaje Porcentaje de
extracto (pl.)  Extracto (mg) Etanol de Metanol Inhibicidn
Inhibicidn
Astraeus hygromeiricus
25 1.25 467T6.0+230.2 #1.9 4228 (14594 837
50 25 3297449 9.7 3580.7+799.2 B6.2
75 375 BOHHLG g $12.34622 968
1) 5.0 A (LA LR 17409 999
125 6.25 0 100 o 100
150 7.5 - - - -
Laccaria laccata
25 1.25 6505 3+£287.3 T4.49 B8 7+963.0 641
50 25 237.0+56.0 9.l 4961 3£514.8 RO
75 375 11.3+2.4 WY 1128.3+540.1 5.6
10 5 4010 @ 73403 999
125 6.25 1] 100 37212 999
150 7.5 1] 100 13209 999
175 10 - - 0.0 100
Lyecaperdan perlatum
25 1.25 1E94.0£121.3 927 S918.7£300.6 77.2
50 25 126.0+11.6 9.5 4406.7+306.4 LERY
75 375 B.7+27 @ 16492.402.0 U934
104 5 53403 wa 136 999
125 6.25 2.0HLG @y 4006 99.9
150 7.5 000 100 o 100
Testigo
hlucion 25966.T2667.3
1:104

Cuadro 4. Concentracion Minima Inhibitona y porcentaje de inhibicion de los extractos etanélicos ¥ metanolicos

contra . albicans

Volumen Concentraciion Etanol Porcentaje de Metanal Porcentaje de
extracto (plL)  Extracto (mg) Inhibicidm B Inhibiciin
Astraens Rygrometricus
50 25 GYGE.0+13.9 5.8 15408 013205 973
75 375 0 1080 2745 3+2731.3 99.5
100 5 0 1K) 0 100
Laccaria laccata
50 15 b3 =5146.5 YRR 24933 3+1204.7 95T
75 375 Tl=1.0 9499 5467.3+2575.5 G4,
1000 5 0 10K 0 100
Lycoperdon periatum
50 15 158773419903 7.2 29E13.38954.7 B48
75 3.75 0 10D 3127.7+2403.2 99.4
1000 5 0 10K 0 100
Testigo
Dilucion - SE1666.7+33TR5.3 SH1666.T+I3THSS
110400

Cuadre 5. Concentracion Minima Inhibitoria ¥ porcentaje de mhibicion de los extractos etanolicos vy metanalicos

contra . agalactiae.

Conclusiones

Las especics de hongos macromicetos { HM) evaluadas presentaron actividad antimicrobiana, la cual vana
dependiendo el solvente, método empleado y el microorganismo probado, destacando 4. hvgrometricus v L.

ISEN online 1346-3351
Vol. 12, No. 8, 2020
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perlatm. Lo gue promueve a dichas especies como una fuente importante para la obtencion de compuestos con
actividades farmacoligicas. Especialmente como agentes para tratar las infecciones dermatologicas (debido al uso
que le dan algunos habitantes de la Sierra Tarahumara). Los resultados mostraron que bos extractos de A,
hygrometricus. L. laccata y L. perlanim exhibieron zonas de inhibicion que van desde 4.5 — 8.25 mm contra 5.
agalactioe v C. afbicans. En cambio, mediante la CMI se observa que las cuatro especies de macromicetos lograron
la inhibicion de 5. aurens, 8. agalactiae v . albicens con valores entre 3.75 - 10 mg-

El método optimo para evaluar la actividad antimicrobiana fue a través de la téenica de la concentracion minima
inhibitoria (CMI), va que permitio la correcta difusion de los compuestos extraidos, haciendo posible la
identificacion de la capacidad mhibitoria de las coatro especies de HM.

Recomendaciones

Es importante la identificacion de los compuestos bioactivos responsables de las actividades
antimicrobianas y antioxidantes ¢n las cuatro especies de HM, ya que pueden participar en la produccion de nuevos
antibidticos y hacer frente a las enfermedades ongmadas por el estrés oxidativo.
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