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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
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RESUMEN: En este trabajo se evalu6 la
actividad antibacteriana de los exudados
producidos por cinco cepas del hongo
entomopatégeno Hirsutella citriformis, asi
como por filtrados de cultivo liquido, y se
probaron contra siete cepas bacterianas
patbgenas. Las cepas fungicas se
cultivaron en medio de agar papa dextrosa
adicionado con extracto de levadura al 1%.
Después de 30 dias de incubaciéon a 25°C
se recolectaron los exudados con jeringas
estériles y se conservaron en congelacion
hasta su uso. Para la preparacion de los
filtrados de cultivos, se inocularon las
cepas fungicas en caldo papa dextrosa y
se incubaron en agitacion a 250 rpm y 25°C
durante 7 dias, posteriormente se filtraron
con gasa Yy filtros Millipore de 0.22 pm de
tamafo de poro para obtener liquido libre
de micelio. Por otra parte, se sembraron
las especies bacterianas en cajas con agar
nutritivo o agar infusién cerebro-corazén,
después de los cual se colocaron discos
de papel filtro estériles impregnados con
25 microlitros de cada exudado y/o filtrado
de cultivo sobre los cultivos bacterianos
sembrados y se incubaron a 37°C durante 24
a72 horas 0 mas. Los resultados obtenidos
indicaron que el exudado producido por las
seis cepas fungicas inhibi6é al menos a una
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especie bacteriana probada, con rangos de inhibicion desde 0.5 a 2 mm destacando la cepa
Quintana Roo que causé 2 mm de inhibicién del crecimiento de Salmonella sp y la cepa
fungica mutante 53-10 que presentd 1.5 mm de inhibicién contra Klebsiella pneumoniae. En
los resultados de filtrados de cultivo, 4 cepas fungicas mostraron inhibicion del crecimiento
de al menos una especie bacteriana, destacando el filtrado de la cepa de Colima que mostro
inhibicion de mas de 10 mm contra L. monocytogenes y B. subtilis, mientras que la cepa
fangica de Yucatan mostré inhibicién de 2 mm contra B. cereus 'y L. monocytogenes.

INTRODUCCION

La mayoria de las sustancias antimicrobianas y en particular los antibi6ticos, son
compuestos quimicos producidos especialmente por hongos, bacterias, algas, liquenes
y actinomicetos. A principios del siglo XX se descubre el primer antibidtico producido
por hongos (penicilina) y posteriormente han seguido descubriéndose gran cantidad de
sustancias antibiéticas como cefalosporinas, acido fusidico, anfotericina B, cloranfenicol,
kanamicina, eritromicina, neomicina, tetraciclinas, novobiocina, vancomicina, etc. Los
hongos no solo producen sustancias antimicrobianas, sino que también son capaces
de producir toxinas de gran importancia debido a la posibilidad de su utilizacion como
plaguicidas, los mismos poseen baja toxicidad en humanos, elevada accién insecticida y
no necesitan requerimientos especiales para su empleo, en comparacion con el uso directo
de las cepas sobre los cultivos como ocurre con los hongos entomopatégenos. Ademas
producen una amplia gama de metabolitos secundarios que exhiben una gran variedad
de actividades: insecticidas, antibacterianas, antifingicas, anticancerigenas, antioxidantes
y antivirales, y se han sugerido como posibles candidatos para el desarrollo de nuevos
agentes bioactivos (Isaka et al. 2005; Pedras et al. 2002; Wang y Xu, 2012).

Entre los hongos entomopatdgenos se encuentra el género Hirsutella del cual se
tiene reportes de que produce sustancias de interés microbiol6gico. Entre las sustancias
reportadas para este género se encuentran las hirsutelinas producidas por Hirsutella
thompsonii (Mazet, 1992) las cuales cuentan con actividad contra insectos ocasionando
la muerte de los mismos; los hirsutelones producidos por H. nivea cuya actividad inhibe
a Mycobacterium tuberculosis (Isaka et al. 2005); las oosporinas reportadas por Rosas-
Acevedo et al. (2003) que disminuyen la ovoposicion de acaros como Tetranychus urticae;
también se encuentran los exopolisacaridos reportados por Li et al. (2010) que son
producidos por cepas de Hirsutella sp. con capacidad inhibitoria contra diversas bacterias
Gram positivas y negativas pero sobre todo inhiben a Bacillus subtilis.

Hirsutella citriformis es un hongo que al igual que las otras especies de este género
produce gran variedad de exudados cuando se le cultiva en diferentes medios de agar
(Pérez-Gonzalez 2015) y de los cuales solo se conoce que algunos son proteinas (exudados
café rojizo y amarillo claro) y uno de ellos es un exopolisacarido (exudado cristalino) por

lo cual en este trabajo se tiene como objetivo determinar la actividad antimicrobiana que

Explorando a vida em uma jornada pelas ciéncias bioldgicas Capitulo 5

62



pudieran presentar algunos exudados y filtrados de cultivo liquido de cepas mexicanas de
H. citriformis contra algunas bacterias Gram positivas y negativas de importancia médica,
como Bacillus cereus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae y Salmonella sp.

ANTECEDENTES

Se ha encontrado que la prevalencia de organismos patégenos humanos resistentes
a los antibidticos es cada vez mayor, pero el descubrimiento y desarrollo de nuevos
antibi6ticos que controlen estos microorganismos es mucho mas lento. La resistencia
bacteriana es uno de los retos clinicos mas grandes que hoy prevalecen porque va
limitando la prescripcion de antibiéticos que hasta hace poco eran eficaces. La importancia
del reto radica en dos variables, la primera es que cada vez mas microorganismos
patégenos establecen elementos de adaptacion a los antibidticos que incrementan las
tasas de resistencia en todo el mundo. La segunda es que en las Ultimas dos décadas el
desarrollo de nuevos antimicrobianos ha sido muy limitado debido a que muchas companias
farmacéuticas priorizaron su campo de investigacion en el desarrollo de medicamentos
para la atencion de enfermedades crénico-degenerativas. En la actualidad persisten las
enfermedades infecciosas, asi como la resistencia bacteriana ante los antibiéticos. Por eso
se considera un reto clinico la busqueda de nuevos farmacos semisintéticos y sintéticos
que tengan efecto sobre microorganismos resistentes, inhibiendo su crecimiento o que
eviten los mecanismos de resistencia.

Con el descubrimiento del hecho de que los hongos mataban insectos, siempre se
crey6 que se debia a que producian sustancias cuya efectividad dependia de su toxicidad y
a pesar de que se ha reportado un elevado nimero de metabolitos secundarios producidos
por los hongos entomopat6genos, en solo una pequefia fraccion de las especies y géneros
conocidos, éstos han sido examinados y caracterizados. Los mismos son generalmente
mas pequenos que el tamano promedio de las macromoléculas biolégicas. Algunos pueden
ser de estructura organica simple, pero con frecuencia son compuestos de estructura un
poco mas compleja, muchos de ellos son toxinas peptidicas ciclicas y lineales, las que
se derivan de otros metabolitos primarios, en algunos casos con estructuras inusuales y
acompanadas ocasionalmente de procesos de biosintesis especificos (Diaz et al. 2006).

Se ha reportado la presencia de sustancias antibiéticas de naturaleza peptidica
excretadas por diferentes hongos entomopatégenos como es el caso de Paecilomyces
lilacinus el cual excreta en condiciones alcalinas una sustancia toxica denominada
paecilotoxina (Isogai et al. 1992). De igual manera, se ha reportado la produccién de
antibiéticos en diferentes especies del género Verticillium (Lépez-Llorca, 1993).

Ha sido reportado que diferentes especies del género Hirsutella al ser cultivadas en

fermentaciones sumergidas producen metabolitos que incluyen una variedad de proteinas
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de bajo peso molecular los cuales presentan actividad contra insectos y acaros. La toxina
mejor caracterizada es producida por H. thompsoniila cual es una proteina, la hirsutelina A
(HtA), la cual se ha aislado y secuenciado (Liu et al. 1995; Boucias et al. 1998).

Rosas-Acevedo et al. (2003) encontraron que H. thompsonii secretd metabolitos que
eran acaricidas contra Tetranychus urticae. Prepararon proteinas de exudados derivados
del cultivo s6lido vy filtrados derivados de caldo, los precipitaron con el mismo volumen de
amonio para conservarlos en temperatura subzero. Los precipitados los sometieron a una
centrifugacion mientras que los pellets los disolvieron en un buffer para desnaturalizarlos
con ebullicién. En la cromatografia de columna no encontraron niveles detectables de HtA;
sin embargo, en los bioensayos descubrieron que a mayor concentracién de los exudados,
mayor inhibicién en la ovoposicion de los acaros.

También se ha reportado la produccién de sustancias llamadas hirsutelones en H.
nivea (Madla et al. 2008) con actividad sobre Mycobacterium tuberculosis, y en diversas
cepas de Hirsutella sp. se reporta la produccion de exopolisacaridos con actividad
antibacteriana sobre bacterias Gram positivas como son Bacillus subtilis y Micrococcus
tefragenus (Li et al. 2010). Estos metabolitos se obtienen del cultivo del hongo en medios
liqguidos pero también se ha observado que se producen gotas denominadas exudados
cuando se les cultiva en medios de agar (Cabrera y Lopez, 1977; Samson et al., 1980).

En este trabajo se evalué la actividad antibacteriana presentada por los exudados
y filtrados de cultivo libres de micelio producidos por seis cepas mexicanas de Hirsutella

citriformis Speare contra siete cepas bacterianas patogenas.

MATERIAL Y METODOS

1.-Conservacion y cultivo de las cepas bacterianas y fungicas. Las cepas de
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
sp. y Staphylococcus aureus se conservaron en tubos con agar nutritivo inclinado en
refrigeracion a 4°C y se hicieron resiembras mensuales en el mismo medio.

Por otra parte, se utilizaron tres cepas de H. citriformis, INIFAP-Hir-5 (Quintana
Roo), INIFAP-Hir-2(Yucatan), IB-Hir-2 (Colima) y dos cepas mutantes, denominadas 53-
10 y 103, obtenidas de la cepa silvestre INIFAP-Hir-2 originaria de Yucatan, mutadas de
acuerdo al procedimiento reportado por Cruz-Juéarez et al. (2018) las cuales se mantuvieron
en el medio agar papa dextrosa (PDA) adicionada con 1% de extracto de levadura y Agar
Sabouraud con 0.5% de extracto de levadura.

2. Colectade los exudados. Cada unade las diferentes cepas fungicas se resembraron
en suficientes cajas Petri para poder obtener una cantidad apreciable de exudados. Para
colectar los exudados se observaron los cultivos so6lidos en el estereoscopio, y se colectaron
con mucho cuidado los exudados producidos mediante jeringas de insulina los cuales se
depositaron en tubos conicos de 1.5 ml y se guardaron en congelacion hasta su utilizacién
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en las pruebas de inhibicion.

3. Pruebas preliminares de los exudados. Se hizo una mezcla de todos los exudados
producidos por cada cepa fungica, homogeneizandolos con 1 ml de agua destilada estéril
para recogerlos de la placa, después se impregnaron discos de papel filtro estériles de
1 cm de diametro, con 10 pl de la mezcla de exudados. Posteriormente se sembraron
los cultivos de las diferentes cepas bacterianas en cajas Petri con agar nutritivo o agar
infusion cerebro-corazén, mediante extension con asa de vidrio, se colocaron cuatro discos
de papel filtro en cada caja y se incubaron por 24 horas a 37°C. Cada experimento se hizo
por cuatriplicado. Posteriormente se observaron las placas para determinar las zonas de
inhibicidén producidas.

4.- Pruebas de Inhibicién antibacteriana de cada exudado producido. De acuerdo
a los resultados de inhibicion preliminar, aquellos que presentaron resultado positivo se
analizaron por separado para cada uno de los exudados producidos y se confrontaron con
las diferentes cepas bacterianas, midiendo las diferentes zonas de inhibicién presentadas.

5.-Produccion de cultivos liquidos y filirado de cultivos. Las diferentes cepas fungicas
se cultivaron en medio liquido de papa dextrosa durante un periodo de 7 dias a temperatura
de 25°C y 250 rpm de agitacion. Después del tiempo de incubacién se filtraron a través
de gasa, para separar el micelio, posteriormente se tomaron 10 ml del liquido restante
y se filtraron a través de membrana Millipore de 0. 22 ym de tamafo de poro. El liquido
resultante se guard6 en congelacion hasta la realizacion de las pruebas de inhibicién.

6.- Pruebas de Inhibicion del crecimiento bacteriano por los filtrados fangicos. Se
tomaron 10 pl de los filtrados de cada cepa y se impregnaron discos de papel filtro estériles
de 1 cm de diametro, los cuales se colocaron sobre cada uno de los cultivos bacterianos
inoculados por extension. Se incubaron por 24 -72 h 0 en algunos casos hasta 6 dias
a 37°C. Posteriormente se observaron las placas para determinar y medir las zonas de
inhibicién producidas. Cada experimento se realizd por cuatriplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las pruebas preliminares al menos un exudado producido por cada una de las
tres cepas silvestres y dos mutadas de Hirsutella citriformis produjeron inhibicion bacteriana
de al menos una cepa patégena con rangos de inhibicion de 0.5 a 2 mm, con excepcion
de la cepa mutante 103, cuyos exudados no causaron ninguna inhibicién contra las cepas
probadas. Como se muestra en la Tabla 1, el exudado producido por la cepa H. citriformis
de Quintana Roo produjo la mayor inhibicion contra Salmonella sp de 2 mm, seguida de la
cepa H. citriformis mutante 53-10 que caus6 1.5 mm de inhibicién contra K. pneumoniae.
Los exudados producidos por las restantes cepas probadas produjeron 0.5 mm de inhibicién
contra las cepas bacterianas probadas, excepto los exudados producidos por la cepa
mutante 103, que no produjo ninguna inhibicién; mientras que el exudado producido por la
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cepa de Yucatan ocasiond la inhibicién de la cepa de E. coli solamente.

Cepa L. monocy B. B. E. Salmonella K pneumoniae Tiempo
fangica  togenes subtilis  cereus coli

Colima 0.5 - 0.5 0.5 0.5 - 48 h
Yucatan - 0.5 - - 48 h
Mutante 0.5 0.5 - 0.5 0.5 15 48 h
53-10

Q. Roo 0.5 - - - 2 - 48 h

Tabla 1. Inhibicion antibacteriana (mm) presentada por exudados obtenidos en cultivo sélido de varias
cepas de Hirsutella citriformis mexicanas.

Enlas pruebas de inhibicidén contra diversas cepas de bacterias patdbgenas, mostradas
en la Tabla 2, los filtrados de cultivo liquido libres de micelio mostraron resultados diversos
donde la mayor inhibicién que se registr6 fue con el filtrado de la cepa de H. citriformis
de Colima, de 10-15 mm contra L. monocytogenes, despues de 6 dias de incubacion,
mostrando inhibicion desde las 48 h y aumentando progresivamente con el paso del tiempo.

Cepa fungica L. B. B. Salmonella E. K Tiempo
monocytogenes  subtilis cereus  sp coli pneumoniae
Colima 2 4 1.5 1 1 1 48 h
Yucatan 2 2 2 0 48 h
Mutante - 1 4 1 - - 48 h
53-10
Mutante 103 1 1.5 1.5 0 - - 48 h
Colima 5-10 5-7 2 1 1 1 72
Yucatan 2-3 2 2 1 - 72
Mutante - 1 1 1 - - 72
53-10
Mutante 103 3 1.5 2 0 - - 72
Colima 10-15 10 2 1 1 - 6d
Yucatan 2-3 2 2 0 1 - 6d
Mutante - 1 4 1 - - 6d
53-10
Mutante 103  4-5 2 2 0 - - 6d

Tabla 2. Inhibicién antibacteriana (mm) presentada por filtrados de cultivos de varias cepas mexicanas
de Hirsutella citriformis.

También la mutante 103 mostré inhibicion de 4-5 mm después de 6 dias de
incubacion, aumentando paulatinamente desde las 48 horas. De hecho, casi todos los
filtrados de cultivos mostraron inhibicién, contra L. monocytogenes, excepto los filtrados
de la cepa mutante 53-10. En las pruebas contra B. subtilis, de igual manera, el filirado de
la cepa de H. citriformis de Colima mostr6 la mayor inhibicion de 10 mm después de 6 dias
de incubacién, también aumentando con el paso del tiempo de incubacién. En segundo
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lugar, los filtrados de la cepa de Yucatan mostraron inhibicion de 2 mm contra B. subtilis
sin embargo, la zona de inhibicion no aumenté al transcurso del tiempo. Contra la misma
bacteria, los filtrados de cultivos de las cepas mutantes mostraron minima inhibicion de
1-2 mm después de 6 dias de incubacion. Los resultados de inhibicién contra B. cereus
fueron variables para los distintos filtrados donde se mostr6 la mayor inhibicion de 4 mm
presentada por la cepa mutante 53-10, a los 6 dias de incubacion, los restantes filtrados
presentaron de 1-2 mm de inhibicion. Las pruebas contra Salmonella sp presentaron bajos
niveles de inhibicion de 1 mm solamente con los filtrados de las cepas de Colima y la
mutante 53-10, a cualquier tiempo de incubacién, los restantes filtrados de cultivos no
mostraron inhibicién. En las pruebas contra E. coli, solamente los filtrados de las cepas
de Colima y de Yucatan presentaron una leve inhibicion de 1 mm en 48 horas o mass de
incubacion. Por Ultimo, contra K. pneumoniae, solo el filtrado de la cepa de Colima presentd
minima inhibicion de 1 mm después de 48-72 h de incubacion.

Se han reportado diversos metabolitos producidos por cepas de Hirsutella sp en
cultivos liquidos, tales como la la hirsutelina A (HtA), la cual se ha aislado y secuenciado
por Liu et al. (1995) y Boucias et al. (1998). Del mismo modo han sido caracterizadas
varias sustancias de tipo exopolisacaridos con actividad antibacteriana sobre bacterias
Gram positivas como son Bacillus subtilis y Micrococcus tetragenus (Li et al. 2010). Estos
metabolitos se obtienen del cultivo del hongo en medios liquidos, como fue nuestro caso,
solo que a diferencia de este ultimo autor, los filtrados de cultivos presentaron inhibicion,
aunque minima, contra bacterias Gram negativas como E. coli o Salmonella sp, mientras
que las mayores inhibiciones obtenidas de filirados de cultivos de cepas de Hirsutella
citriformis mexicanas fueron contra L. monocytogenesy B. subtilis que son bacterias Gram
positivas y en esto concuerdan con resultados de Liu et al. ( 2010) contra este tipo de
bacterias.

En nuestro caso seria interesante caracterizar el tipo de sustancias que ejercen esta
inhibicion por lo cual, en un trabajo posterior esto podria realizarse con el fin de encontrar
nuevas sustancias antibiéticas que pudieran utilizarse en el control de diferentes especies
patdégenas causantes de enfermedades en humanos y animales debido a que existe una
resistencia incrementada hacia los antibiéticos usualmente utilizados. Por eso se considera
muy importante la busqueda de nuevos farmacos semisintéticos y sintéticos, o que deriven
de plantas o microorganismos que tengan efecto sobre bacterias resistentes, inhibiendo su

crecimiento o que eviten los mecanismos de resistencia.
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Fig. 1. Cultivos de L. monocytogenes mostrando la inhibicion causada por filtrados de cultivo de H.
citriformis IB-Hir 2 (Colima), asi como B. subtilis también con filirado de cultivo de H. citriformis de
Colima y por altimo cultivo de L. monocytogenes con filtrado de la cepa mutante 103 de H. citriformis.
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