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DESARROLLO CIENTIFICO EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

ANALISIS MICOQUIMICO Y POTENCIAL TERAPEUTICO DE PLEUROTUS OSTREATUS
Jhenifer Daniela Carrillo Lara, Rubén Octavio Méndez Marquez, Patrocinio del Pilar Miranda
Delgado, Rosalinda Gutiérrez Hernandez, Claudia Araceli Reyes Estrada.

Universidad Auténoma de Zacatecas “Fransisco Garcia Salinas”.

RESUMEN

Los hongos comestibles pueden ser una alternativa terapéutica para infecciones causadas por
bacterias, debido a sus propiedades farmacoldgicas reportadas; un ejemplo de éstos son los
basidiomicetos que han demostrado ser relevantes en la produccién de metabolitos secundarios.
Nuestro objetivo fue determinar la actividad antibacteriana de extractos de Pleurotus ostreatus. Se
obtuvieron tres extractos mediante el uso de: Metanol (M), Cloroformo (C) y Agua (A); mezclando en
diferentes proporciones: Extracto 1) 3(A):1(M):1(C), Extracto 2) 2(M):2(C):1(A), y Extracto 3) A,
mediante un procedimiento a base de secado y macerado, posteriormente se realizaron pruebas
colorimétricas para la identificacion de metabolitos secundarios. El analisis micoquimico evidencio
para el extracto acuoso la presencia de alcaloides, azlcares reductores, flavonoides, quinonas y
saponinas; para el extracto 1 se evidenciaron alcaloides, azucares reductores, cumarinas,
flavonoides, glucédsidos cardiacos y quinonas; y para el extracto 2 solo se identifico la presencia de
alcaloides. La actividad antibacteriana se evalué mediante difusion en placa por medio del método
de Kirby-Bauer.

INTRODUCCION

La amplia resistencia bacteriana es un fenémeno que tiene por caracteristica la ineficacia del
tratamiento farmacoldgico contra el microorganismo, generada principalmente por el uso inapropiado
de antibiéticos (Fuentes, 1993).

En la actualidad, la Organizacién Mundial de la Salud, reporta al menos 12 familias de bacterias que
han sido catalogadas como multirresistentes, entre las sefaladas se incluyen Gram negativas como
Pseudomonas aeruginosa'y Escherichia coli, y Gram positivas como Staphylococcus aureus (OMS,
2017).

Los hongos macromicetos comestibles han demostrado ser un alimento con alto valor nutricional, lo
que les confiere importantes aplicaciones medicinales (Valencia del Toro et al., 2008; Cohen R. et
al., 2002), una aplicacion relevante es la actividad antibacteriana, que se le atribuye a la produccion
de compuestos organicos llamados metabolitos secundarios, que tienen funciones de mecanismo
de defensa contra plagas y enfermedades y pueden ser una alternativa para la obtencién de nuevos
biofarmacos (Valencia del Toro et al., 2012).

En la actualidad, las especies de Pleurotus han demostrado tener un importante potencial
farmacolégico, por ejemplo: efecto antimicrobiano, antiviral e hipoglucemiante, ademas de participar
en procesos de la modulacién del sistema inmune, prevencion de la hipertensién arterial y procesos
inflamatorios (Gregori et al., 2007).

TEORIA

Enfermedades bacterianas

El organismo humano mantiene una relacién estable con diversos microorganismos, lo cual
constituye la microbiota normal, esto debido a que se encuentran adaptados. La microbiota normal
habita en superficies externas como la piel y superficies internas, por ejemplo el tracto intestinal
(Ingraham, 1998). La microbiota es indispensable para el correcto crecimiento corporal, el desarrollo
de la inmunidad y la nutricién (Icaza, 2013).

La homeostasis del organismo humano tiene como finalidad mantener la salud a través de
respuestas adaptativas, sin embargo cuando se genera un desequilibrio homeostatico, ya sea por
caracter intrinseco o extrinseco, el organismo se ve afectado por enfermedades (Hardy, 1979), sin
embargo algunos de los desencadenantes pueden ser diferentes agentes etiologicos, ya sea por
virus, hongos, parasitos o bacterias.

En particular las Bacterias son microorganismos con caracteristicas que las diferencian de otros
organismos celulares, son extremadamente pequefas, en su mayoria presentan diametros que van
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desde los 0.5 a 1.0 ym, se caracterizan por su facil crecimiento y reproduccién, ya que utilizan los
nutrimentos del ambiente en el que se localicen (Garcia, 2004).

Farmacologia antimicrobiana

Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias son tratadas con una serie de medicamentos
llamados antibioticos, sustancias quimicas que tiene diferentes origenes, el natural o biolégico:
obtenidos de cultivos de microorganismos como bacterias u hongos; y el semisintético: a partir de
un nucleo basico de agentes obtenidos de formas naturales, con modificaciones quimicas para
mejoras de actividad, espectro de accion, disminucién de efectos adversos, etc. (Pardes, et al,
2004).

La penicilina fue descubierta por Alexander Fleming en 1928, al estudiar cultivos de bacterias que
presentaban estados de lisis, debido a la contaminacion de un hongo filamentoso llamado Penicillium
notatum, resultando uno de los principales antibi6ticos en la historia (Lozano, 1998).

Resistencia bacteriana en México

La resistencia bacteriana es un fenbmeno que tiene por caracteristica una refractariedad parcial o
total de los microorganismos al efecto del antibiético, generado principalmente por usos inapropiados
(Fuentes, 1993).

La multirresistencia representa un reto terapéutico que deja pocas posibilidades para el tratamiento
de estas infecciones, ya que los mecanismos que utilizan las bacterias para defenderse de los
antibiéticos estan en constante evolucion (Tafur, 2008).

La resistencia antimicrobiana en paises como México resulta alarmante, algunos de los factores que
deben ser considerados para abordar ésta problematica son, la ausencia de cuerpos regulatorios
que controlen eficazmente el uso y la venta de antimicrobianos y la automedicacion (SSA-INSP,
2015). Algunas de las bacterias con farmacoresistencia que se han reportado en México se muestran
en las tablas 1y 2 al igual que los medicamentos hasta el momento evaluados.

Tabla 1. Resistencia antibi6tica de bacterias Gram Negativas presentes en México.

BACTERIA RESISTENCIA REFERENCIA
Escherichia coli Colistina (Sanchez et al. 2014)
Novobiocina
Doxiciclina
Pseudomonas Amikacina (Ortiz et al. 2007)
aeruginosa Ciprofloxacino

Gentamicina

Tabla 2. Resistencia antibidtica de bacterias Gram Positivas presentes en México.

BACTERIA RESISTENCIA REFERENCIA
Staphylococcus Meticiclina (Miranda, 2011)
aureus Eritromicina (Velazquez-Guadarrama
Ciprofloxacino etal 2010)

Productos naturales y su potencial uso antimicrobiano

La integracion del uso de productos naturales en la terapéutica tiene no solo una base histérica, sino
que ambas comparten una base quimica, radicada en la estructura de los principios activos,
independientemente de que sean de origen natural o sintético. Una cantidad importante de farmacos
empleados actualmente en la terapéutica de las enfermedades deriva de productos naturales de
manera directa o indirectamente, ya que muchos de los principios activos fueron aislados de las
plantas para posteriormente ser sintetizados en laboratorio. Se han estudiado diversos tipos de
compuestos que a partir de diversos mecanismos de accion realizan su efecto terapéutico.

Esta gran variedad de compuestos producidos en la naturaleza se ve reflejada en cerca de 23,000
metabolitos secundarios microbianos conocidos, el 42% los producen hongos, 32% actinomicetos y
el resto son producidos por bacterias (Lazzarini et al., 2000).

Estudios recientes demuestran que el género Pleurotus encierra especies comestibles de elevado
valor nutricional, destacadas por sus propiedades medicinales (Morris, 2012).
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En la actualidad, el género Pleurotus ha confirmado tener un importante potencial farmacolégico, por
ejemplo: efectos antioxidantes, antivirales, antimicrobiano, participacién en la modulacién del
sistema inmune y actividad hipoglucemiante, entre otras (Gregori et al., 2007).

Los hongos macromicetos han demostrado tener produccion de una amplia gama de productos
naturales, mismos que le confieren las propiedades medicinales (Valencia del Toro, 2012). Algunos
de los compuestos bioactivos con propiedades antibidticas reportadas a partir de Pleurotus spp.
segun estudios realizados por Cohen y colaboradores en 2002, son los polisacaridos y para
Pleurotus ostreatus con actividad antioxidante se ha reportado compuestos fendlicos, flavonoides y
[B-carotenos (Robaszkiewicz et al., 2010).

PARTE EXPERIMENTAL

Obtencion de esporomas de Pleurotus ostreatus

Se realizd la siembra y cosecha de setas, con base en la metodologia planteada por Gaitan
Hernandez y colaboradores en el “Manual Practico de cultivo de setas: aislamiento, siembra vy
produccion” en 2006.

Obtencion del extracto de Pleurotus ostreatus

Cosechados los esporomas se realizd la identificacion taxonémica para la corroboracion de la
especie y se llevd a cabo el secado en estufa Felisa Il a 70°C, posteriormente se pulverizé la muestra
y se someti®6 a proceso de maceracion. Se establecieron condiciones experimentales para la
obtencién de tres extractos, utilizando solventes de diferente naturaleza, agua destilada (A), metanol
(M) y cloroformo (C), en los que se usaron las siguientes proporciones:

Extracto no. 1= 3(A):1(C):1(M), Extracto no. 2= 2(M):2(C):1(A) y Extracto no. 3= Acuoso.

Manejo de los extractos naturales

Obtenidos los extractos de Pleurotus ostreatus, se parti6 de las concentraciones madre para la
preparacion de diluciones seriadas (Tabla 3).

Tabla 3. Diluciones realizadas a diferentes extractos. A: Agua, M: Metanol, C: Cloroformo.

Concentracion Dilucio
Extracto Inicial nes
(mg/ml) (mg/ml
)
1 2 3 4
3(A):1(C):1(M) 98.75 49.375 24.68 12.34 6.17
2(A):2(C):1(M) 98.75 49.375 24.68 12.34 6.17
A 23.33 11.66 5.83 -- -

Anélisis Micoquimico

Se sometieron las muestras de extracto obtenidas a una serie de reacciones colorimétricas, para
identificar la presencia de alcaloides, azucares reductores, cumarinas, flavonoides, glucésidos
cardiacos, glucosidos cianégenos, quinonas, saponinas, taninos y sesquiterpenlactonas.

Pruebas de Susceptibilidad

Material biolégico: Se usaron cepas de referencia ATCC, correspondientes a las bacterias Gram
Negativas como Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, y Gram
Positivas como Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Vaciado en placa y extendido: Se tomd con un asa calibrada previamente esterilizada, muestra de
cada bacteria a evaluar, y cada una se inoculé en un tubo con agar para Métodos Estandar, se
incubaron por 24 horas. Posteriormente en 4 tubos con tres mililitros de agua inyectable se le agrego
muestra de los microorganismos para ser ajustados al 0.5 de concentracion en escala de McFarland
(1.5X108 células por mL3) paso que se repitid6 en cada bacteria para la obtenciéon de la misma
concentracion celular; a partir de ésta Ultima preparacion se tomé con un hisopo estéril y se inoculd
por estria masiva en cajas de Petri con agar Mueller Hinton, a las cuales se les agregaron sensidiscos
impregnados de las concentraciones de extracto realizadas y una caja control con diferentes
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antibiéticos. Se incubaron por 24 horas y se observaron para identificar la presencia de halos de
inhibicion.

Escala Nefelométrica McFarland: Los patrones de 0.5 de McFarland fueron utilizados para la
preparacion de los indculos bacterianos, para las pruebas de sensibilidad antimicrobiana, se prepard
la muestra y se observé el cambio de turbidez, en seguida se realizaron lecturas a 625 nm en Jenway
6715 uv/vis Spectrophotometer, de esa manera se inoculé en cada paso la misma concentracion
celular.

RESULTADOS

Obtencién de esporomas de Pleurotus ostreatus

Para la obtencion de los cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus se recolectaron los hongos de la
primera cosecha, los cuales fueron procesados posteriormente (Figura 1).

Figura 1. Esporomas de Pleurotus ostreatus. A y B. hongo en fresco; C. hongo deshidratado.

El analisis taxonémico evidencié las siguientes caracteristicas: basidiomas clitociboides o
pleurotoides, estipitados. Pileo de 50 a 150 mm de didmetro aunque puede alcanzar dimensiones
mucho mayores, infundibuliforme, circular o semicircular, higréfano con superficie himeda, blanca,
blanquecina a color crema, blanco grisaceo o de color café grisaceo a veces con reflejos azulados.
Margen delgado y enrollado del mismo color que el pileo, a veces mas amarillento al envejecer.
Laminas blancas en un principio pasando a crema al madurar, estds son muy decurrentes, muy
juntas y con lamélulas. Estipite de 30 a 120 mm aunque puede alcanzar dimensiones mucho
mayores dependiendo de cuestiones del ambiente, lateral, en su mayoria excéntrico aunque puede
ser central. Contexto de color blanco con algunos tonos crema cuando se moja, correosa y algo dura
en la parte del estipite. Olor y sabor fungicos, a veces algo dulce.

Basidiosporas de (7-) 8 -9 (-10) de largo x (2.5-) 3 — 4 (-5) de ancho en pm, hialinas y lisas, puede
llegar a observar material organico. Basidios (30.48-) 35.56 x 43.18 (-45.72) tetrasporicos,
claviformes y largos. Cistidios no observados. Cuticula con presencia de fibulas.

Reaccién inamiloide con Melzer y con KOH al 5% no presenta cambios significantes.

Analisis Micoquimico

El analisis micoquimico evidenci6 para el extracto acuoso la presencia de compuestos alcaloides,
azucares reductores, flavonoides, quinonas y saponinas; para el extracto 3(A):1(M):1(C) se
evidenciaron alcaloides, azucares reductores, cumarinas, flavonoides, glucésidos cardiacos y
quinonas, y por ultimo para el extracto en proporcion 2(M):2(C):1(A) s6lo se identifico la presencia
de alcaloides, como se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4. Resultados del analisis micoquimico.

Micompuesto
(Reactivo)

3:1

Alcaloides (Mayer/Wagner)
Azlcares Reductores (Fehling/Benedict)
Cumarinas (Erlich/NH40H)
Flavonoides (Shinona/NaOH)
Glucésidos Cardiacos (Baljet)
Glucésidos Cianégenos (HCI/Grignard)
Quinonas (NH40OH/H2S04/Borntraguer)
Saponinas (H20/Rosenthaler)
Sesquiterpenlactonas (NH20H-HCI)

Taninos (Gelatina)

Pruebas de Susceptibilidad

Resultados
1 2:2:1
+ +
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -

Acuoso

+

'+

+ + 1

Una vez obtenidos los resultados del analisis micoquimico de los extractos, se realizaron las
pruebas de susceptibilidad en cada una de las cepas bacterianas. Las pruebas en cajas control,
muestran que Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa presentan resistencia a Penicilina y
Ampicilina, sin embargo para Staphylococcus epidermidis se observé resistencia a Oxiclina, y para
Staphylococcus aureus solamente hay sensibilidad a Imipenem, como se pueden observar en la

tabla 5.

Los antibiogramas que se realizaron con las diversas concentraciones de cada extracto, muestran
halos de inhibicién de diametros con un rango de 0.6 a 0.8 cm, o la ausencia total de inhibicion
bacteriana, como se muestraen latabla6y 7.

Tabla 5. Antibiogramas control para bacterias Gram Negativas y Gram Positivas.
S= Susceptibilidad, R=Resistencia.

Gram Negativas

Evidencia
fotografica

Gram Positivas

Evidencia
fotografica

Escherichia coli

Amikacina (AK)
Gentamicina (CN)
CiprofloxacinoCIP)
Penicilina (P)
Ampicilina (SAM)
Imipenem (IPM)

NITAONOHLOn

Staphylococcus
epidermidis

Oxiclina (OX)

L% (Clindamicina(CC)
4 Ceftriaxona (CR)
. Imipenem (IPM)

Meropenem (MEM)
Eritromicina (E)

DOV nao

Pseudomonas aeruginosa

Amikacina (AK)
Gentamicina (CN)
Ciprofloxacino (CIP)
Penicilina (P)
Ampicilina (SAM)
Imipenem (IPM)

(R VP VRO RN

Staphylococcus
aureus

Oxiclina (OX)
Clindamicina (CC)
Ceftriaxona (CR)
Imipenem (IPM)
Meropenem (MEM)
Eritromicina (E)

AAONWAHOAOAD
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Tabla 6. Antibiogramas para bacterias Gram Negativas.

Gram Negativas Extracto 3:1:1 Extracto 2:2:1 Extracto Acuoso

Escherichia coli

Se observa halo de
inhibiciébn sb6lo para extracto
3:1:1 en concentracion

1= [98.75 mg/mL]. Para
extracto 2:2:1 y acuoso, se
puede observar resistencia
bacteriana.

Pseudomonas aeruginosa

Se puede observar que a
cada concentracion de
extracto utilizado, se presenta
resistencia bacteriana.

Tabla 7. Antibiogramas para bacterias Gram Positivas.

Gram Positivas Extracto 3:1:1 Extracto 2:2:1 Extracto Acuoso

Staphylococcus epidermidis

Se aprecian halos de

inhibiciéon con la

concentracion
1=198.75 mg/mL] y 3=
[24.68mg/mL] para extracto
3:1:1, sin embargo para
extracto 2:2:1 y acuoso
se presenta resistencia
bacteriana.

Staphylococcus aureus

Se aprecia que a las
concentraciones 1= [98.75
mg/mL] de extracto 3:1:1
y1=[23.33 mg/mL] de extracto
acuoso se presentan halos de
inhibicion. Para extracto 2:2:1
no se observa actividad.
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Analisis comparativo de extractos usados en pruebas de susceptibilidad

En los resultados obtenidos para las pruebas control de susceptibilidad, el antibiético con mayor
alcance antibacteriano es el Imipenem, mostrando mayor inhibicién en la bacteria P. aeruginosa y
S. epidermidis, seguidas de E. coliy por ultimo S. aureus.

Extracto 3:1:1

* Las bacterias con mayor susceptibilidad al extracto 3:1:1 fueron E. coli, y S. epidermidis a todas
las concentraciones utilizadas.

» Para S. aureus, s6lo se observoé inhibiciéon a 3 de las concentraciones utilizadas.

» Para P. aeruginosa, se observa inhibicion bacteriana de menor mm.

Dichos datos pueden observarse en la grafica no. 1.

Pruebas de susceptibilidad bacteriana por método Kirby-Bauer con extracto
3:1:1 de Pleurotus ostreatus

€
S 50
- 45 —
S 40
2 35
L 30
g 25
° 20
s 13
Q 2
< 98.75 49.37 24.68 12.34 6.17 mg/l Control:
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml ’ g IMIPENEM
EE. coli(3:1:1) 9 8 8.5 8 8.5 35
@ P. aeruginosa (3:1:1) 1.5 1 1 46
S. epidermidis (3:1:1) 9 8 7 7.5 5 46
S. aureus(3:1:1) 8 0 4 3.5 0 13.5

Concentraciones de extracto de Pleurotus ostreatus
Grafica 1. Analisis comparativo para extracto 3:1:1 con cepas bacterianas de referencia.
Extracto 2:2:1
 Para E. colila concentracién con mayor actividad es 24.68 mg/ml, con 8.5 mm de inhibicion.

* S. epidermidis tuvo un comportamiento similar para todas las concentraciones usadas.
Como se puede observar en la gréfica 2.
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Pruebas de susceptibilidad bacteriana por método de Kirby-Bauer con
extractos 2:2:1 de Pleurotus ostreatus

T
E 50
© 45 i
8 40 !
3 35 -
< 30 |
S 25
§e) 20
ﬁ 15
5 10
c
° | ] [ L] L]
e e e Ua s & LI
98.75 mg/ml 49.37 mg/ml | 24.68 mg/ml 12.34 mg/ml. 6.17 mg/mi OOk
/2 M. =2/ mg o mg =>4 mg /S mg IMIPENEM
EE. coli (2:2:1) 7.5 8 8.5 8 8 35
@ P. aeruginosa (2:2:1) 0 0 0 4 0 46
S. epidermidis (2:2:1) 4 4 4 4 0 46
S. aureus(2:2:1) 0 0 0 0 0 13.5

Concentraciones de extracto de Pleurotus ostreatus

Grafica 2. Analisis comparativo para extracto 2:2:1 con cepas bacterianas de referencia.

Extracto Acuoso:

*Se muestra actividad similar para E. coli a todas las concentraciones.

+S. aureus muestra inhibicion bacteriana a las 3 concentraciones usadas.

*P. aeruginosa, muestra inhibicion a dos concentraciones y S. epidermidis a una.
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Como se puede observar en la grafica 3.

Grafica 3. Analisis comparativo para extracto acuoso con cepas bacterianas de referencia.

CONCLUSIONES

De acuerdo al analisis micoquimico, la presencia de compuestos bioactivos como los alcaloides y
flavonoides favorece sus efectos antibacterianos.

Las pruebas de susceptibilidad muestran halos de inhibicion bacteriana de diversas magnitudes,
demostrando que no hay crecimiento del microorganismo, de ésta manera se comprueba el potencial
antibacteriano de los extractos de Pleurotus ostreatus.

Es fundamental dar continuidad a esta clase de estudios para contar con un mayor conocimiento
sobre los principios activos que puedan estar presentes en hongos basidiomicetos y su posible
utilizacién en el campo de la nutricién y la farmacologia principalmente.
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