Actividad antibacteriana de extractos hexanicos de cepas de Pleurotus djamor
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Antibacterial activity of Pleurotus djamor hexanic extracts

Abstract. Antibacterial activity of hexanic extracts from four Pleurotus djamor (white and
pink varieties) strains was evaluated against bacterial strains of Bacillus subtillis,

Staphylococcus aureus, Enterobacter agglomerans, Shigella dysenteriae, Yersinia
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enterocolitica, Klebsiella rhinoescleromatis, and K. pneumoniae. The antibacterial activity
was determined by the disk diffusion method of Kirby Bauer, with 1.5 x 10° CFU / mL of
bacterial concentration. After 16 to 18 h of incubation, white variety strains (IE200 and 1E201)
presented higher antibacterial activities than pink variety basidiomes (ECS127R and RP),
developed inhibition halos with diameters from 12+0.5 to 25.6=1.2 mm and 8.3+0.3 to
22.6+1.4 mm, respectively.
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Resumen. Se evalué la actividad antibacteriana en extractos hexdnicos de carpéforos de
cuatro cepas de Pleurotus djamor (variedades blanca y rosa) contra las bacterias Bacillus
subtillis, Staphylococcus aureus, Enterobacter agglomerans, Shigella dysenteriae, Yersinia

enterocolitica, Klebsiella rhinoescleromatis y K. pneumoniae. Dicha actividad se determiné

/

por la técnica de difusion en disco de Kirby Bauer, con una concentracion de 1.5 x 10°
UFC/mL. Después de 16 a 18 h de incubacion, las cepas variedad blanca (IE200 e IE2001)
presentaron mayor actividad bacteriana que los basidiomas de la variedad rosa (ECS127R y
RP), desarrollando halos de inhibicién con diametros de 12+0.5 a 25.6 =1.2 mm y de
8.3+0.32a22.6x1.4 mm, respectivamente.
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El uso medicinal de los hongos superiores tiene una gran
tradicion en el sureste asiatico, mientras que en el hemisferio
occidental su utilizacion farmacoldgica se ha incrementado
significativamente a partir de las Glltimas décadas. En Estados
Unidos, el valor comercial de los macromicetos medicinales y
sus derivados fue de 1.2 billones de dolares en 1991, y se
estimo6 en 6 billones de dolares para el afio de 1999 (Chang,
1996; Wasser et al., 2000). Actualmente, entre el 80 y 85 % de
todos los productos medicinales derivados de los hongos
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provienen de los cuerpos fructiferos, los cuales son
producidos comercialmente o colectados de manera silvestre
(Lindequist ef al., 2005). Aun asi, el nimero de especies de
macromicetos investigados es relativamente baja,
considerando el conocimiento del gran potencial de los
micromicetos para la produccion de farmacos, la experiencia
en el uso etnomedicinal de los hongos superiores y la
capacidad ecologica de estos organismos para producir
metabolitos secundarios bioactivos (Barros et al., 2007). Lo

anterior permite asumir que los hongos superiores
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representan un gran potencial para la produccion de
biofarmacos.

De los géneros hasta ahora estudiados, destacan las
actividades antitumorales y efectos inmunomodulatorios del
género Ganoderma (Zhang, et al., 1994; Wang et al., 2000;
Wasser, 2002). Con respecto al género Pleurotus, se ha
informado del efecto hipoglucémico de extractos acuosos de
P. pulmonarius (Badole et al., 2006; 2007), mientras que P.
ostreatus reduce la incidencia del tamano de placas
arterioscleroticas en conejos (Bobek y Galbavy, 1999).

Ankle (1989) y Brizuela et al. (1998), reportaron que
la actividad antibacteriana de hongos del género Pleurotus se
debe a compuestos de tipo acetileno; mientras que Iwalokun
et al. (2007) indicaron que los extractos organicos de P.
ostreatus tuvieron actividad sobre bacterias Gram positivas y
Gram negativas, sefialando a terpenoides y compuestos
fenolicos como los responsables del efecto antibacteriano.

Dada la importancia que ha tenido en Latinoamérica
el cultivo de Pleurotus y especificamente del complejo P.
djamor (Ancona et al., 2005; Cedano et al., 1993; Gaitan
Herndndez y Salmones, 1999; Loépez Coba et al., 2005;
Salmones et al., 2004), el objetivo de este trabajo fue
investigar las propiedades antibacterianas de cuatro cepas de
esta especie.

Los cuerpos fructiferos recién cosechados de las
cepasde P. djamor1E200 e IE201 (cepas blancas, donadas por
el Instituto de Ecologia A.C., Xalapa) y ECS127R y RP (cepas
rosas, donadas por el Colegio de la Frontera Sur A. C.,
Tapachula), fueron cortados y deshidratados a temperatura
ambiente por 48 horas, después fueron molidos y 100g de
cada muestra se extrajeron en Soxhlet con 150 mL de hexano
durante 24 h. Cada uno de los extractos se filtr6 y concentré a
presion reducida, y se les practicd un analisis preliminar
fitoquimico siguiendo la metodologia propuesta por
Dominguez (1988)y Harborne (1984).

Los cepas bacterianas Gram positivas usadas en el

bioensayo fueron: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus

(ATCC 12398, denominada S. aureusl) y S. aureus
aislamiento clinico (CINVESTAV- IPN, denominada como S.
aureus2); mientras que las cepas Gram negativas
correspondieron a FEnterobacter agglomerans (ATCC
27155), Shigella dysenteriae (INDRE B2188), Yersinia
enterocolitica, Klebsiella rhinoescleromatis y K. pneumoniae
(ATCC 13884) Las cepas fueron donadas por el laboratorio
Microbiologia de las FES-Cuautitlan, y por el laboratorio de
Bacteriologia de la FES-Iztacala, UNAM.

La actividad anatibacteriana se evalu6 siguiendo el
método de difusion en agar en disco de Kirby-Bauer
(Koneman et al.,2004). Cajas de Petri con agar Miiller Hinton
fueron inoculadas con una suspension celular cuya turbidez se
igualé con la del tubo 0.5 de la escala de turbidez de
McFarland, equivalente a 1.5X10° UFC/mL (Bailey y Scott,
2004). Sobre las cajas se colocaron discos de papel filtro (6
mm de diam.) impregnados con 20 pL de cada uno de los
extractos de hongos, previamente resuspendidos en hexano
(400 mg/mL). Discos impregnados so6lo con hexano sirvieron
como control negativo y discos comerciales con 30 pg de
cloranfenicol como control positivo, posteriormente las cajas
se incubaron a 35° C durante 16 a 18 h. El diametro de los
halos de inhibicion se midi6 en mm incluyendo el didametro
del disco. Cada ensayo se realiz6 por quintuplicado y los datos
se analizaron con un ANOVA de uno y dos factores para
detectar diferencias entre los halos obtenidos por los extractos
de las cepas de Pleurotus, asi como, entre el efecto inhibitorio
provocado en las bacterias utilizadas. Para identificar
diferencias estadisticas entre extractos hexanicos y/o
bacterias se utilizo la prueba, a posteriori, de comparacion de
medias de Duncan.

Se obtuvieron valores de extractos hexanicos en el
intervalo de 10.19-16.55 mg extracto/g hongo seco, los cuales
fueron mayores que los valores de 3.32 a 3.40 mg/g,
reportados por Iwalokun et al. (2007), para los extractos

etéreoy acetonico de P, ostreatus.

Tabla 1. Analisis preliminar fitoquimico de extractos de
las cepas de P. djamor

Cepas

I 1
GrupoQuimico™  ypo00  [E2001 ECSI27R RP

Alcaloides (Mayer) - - - -
Azlcares + + + +
Cumarinas - - - -
Flavonoides ++ + + +
Quinonas - - - -
Saponinas - - - -
SesquiterpenLactonas + + + +
Taninos - - - -

1 . . . -
Presencia ( + 6 ++ [para color mas intenso]) o ausencia (-) del
grupo quimico.

En la Tabla 1 se presentan los resultados del
preliminar fitoquimico de los extractos crudos, se detectaron
azucares, flavonoides y sesquiterpenlactonas; para los
extractos organicos de P ostreatus se ha reportado la
presencia de azlcares, terpenoides, taninos, glucosidos, asi
como, compuestos fenolicos (Iwalokun et al., 2007). Con
respecto a este trabajo se observan similitudes en la presencia
de azucares y terpenoides, sin embargo, aunque los
compuestos fendlicos incluyen al grupo de los flavonoides,
estos autores no detectaron su presencia.

En la Tabla 2 se muestran los resultados de los halos
de inhibicion generados por los extractos hexanicos de los

carp6foros de las cuatro cepas de Pleurotus. Se presentaron

diferencias estadisticas en los diametros alcanzados por los
extractos de las cepas blancas 1E200 e IE201 (F,=16,
p<0.0001 y F =40, p<0.0001 respectivamente) en las 8
cepas bacterianas, formandose tres grupos y teniendo un
mayor efecto toxico contra E. agglomerans y K. pneumoniae,
en esta ultima bacteria muy cercano al halo de inhibicion
obtenido por el antibidtico cloranfenicol. La inhibicién de
crecimiento se presentd tanto en bacterias Gram postivas
(G+) como Gram negativas (G-). La cepa blanca IE200
presentd los mayores halos de inhibicién contra todas las
cepas bacterianas trabajadas, incluso con la especie K.
pneumoniae duplicé la inhibicion obtenida por la cepa IE201,
por lo que independientemente de que ambas cepas sean de la
misma especie, el efecto antibacteriano fue diferente en cada
una de ellas. Sera necesario determinar la concentracion
minima inhibitoria para tener la certeza de que existe un
mayor efecto toxico de los componentes que se encuentran
presentes en los extractos de ambas cepas, asi como, la
elucidacion de los compuestos quimicos presentes en ambos
extractos. También se obtuvieron diferencias significativas en
los halos de inhibiciéon provocados por los extractos
hexanicos de los carpoforos de las cepas rosas ECS127R y RP
(F;=66.6, p<0.0001 y F,;=33.7, p<0.0001,
respectivamente), no obstante, inicamente presentaron halos

de inhibicién contra las bacterias E. agglomerans, S. aureus'y

Tabla 2. Diametros de los halos de inhibicion presentados por las bacterias en contacto con los extractos hexanicos

de las cepas de P. djamor

Halo de inhibiciéon (mm)'

Bacteria [E200  IE2001 ECSI27R  RP Cloranfenicol
E. agglomerans 23.340.3° 22.6+1.4% 14.040.5° 14.6+0.8° 43.640.3
B. subtilis 14.040.0° 10.3+0.8° - - 31.840.8
S. aureusl 12.040.5* 9.6+0.3° 8.3+0.3° 10.640.3° 29.640.3
S. aureus? 14.040.5° 93+0.3* 7.0+0.0° 7.3+03° 26.040.5
Y. enterocolitica 12.640.3* 8.3+0.3% - - 31.040.5
K. pneumoniae 25.641.2° 12.0£0.5° - - 29.0£0.0
K. rhinoescleromatis 16.043.2° 9.6+0.8% - - 25.640.8
S. dysenteriae 18.3+0.3° 16.0£0.5° 9.3+0.3° 9.6+0.3° 21.340.3

'Promedio de cinco repeticiones. * el error estandar de la media (ESM). Las letras diferentes indican diferencias estadisticas

significativas (Duncan, p<0.05).
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S. dysenteriae. Los diametros de los halos de inhibicion de las
cepas rosas fueron menores a los obtenidos con las cepas
blancas. De nuevo, se presentd una mayor inhibiciéon de
crecimiento bacteriano en E. agglomerans.

El ANOVA de dos factores indico diferencias
estadisticas significativas para el factor hongo (F,;=822.6,
p<0.0001) y el factor bacteria (F,,=131.5, p<0.0001). EI
extracto hexanico de los carpdforos de la cepa IE200 presentd
el mayor efecto inhibitorio del crecimiento de bacterias G(+)
y (G(-). También, se determind que las bacterias mayormente
afectadas por los extractos hexanicos utilizados fueron E.
agglomeransy S. dysenteria.

En estudio previo realizado con extractos etéreos y
acetonicos de P. ostreatus se reportaron halos de inhibicion
para las bacterias B. subtilis y S. aureus de 7.1-7.8 mmy 7.0-
7.5 mm, respectivamente y para K. pneumoniae entre 7.0-7.1
mm (Iwalokun ef al., 2007), mientras que para los extractos
hexanicos utilizados en este trabajo se obtuvieron valores de
10.3-14.0 mm y 7.0-14.0 mm, para B. subtilis y S. aureus,
respectivamente, destacandose una mayor inhibicion con las
cepas blancas; mientras que para K. pneumoniae los halos de
inhibicion variaron de 12.0 a 25.6 mm. Estos resultados
colocan a las cepas IE200, IE201 como fuentes potenciales de
compuestos bioactivos.

Como era de esperarse, el antibidtico cloranfenicol
presentd mayores halos de inhibicion que los extractos
hexanicos de los hongos, considerando que los compuestos
activos puros tienen mayor actividad antibacteriana que los
extractos crudos.

El preliminar fitoquimico mostr6 la presencia de
flavonoides y sesquiterpenoides en los extractos hexanicos de
las cuatro cepas trabajadas, los flavonoides han sido
reconocidos como metabolitos secundarios responsables de
la actividad antibacteriana de extractos de los basidiomicetos
comestibles Lactarius deliciosus, Sarcodon imbricatus and
Tricholoma portentosum (Barros et al., 2007). La cepa IE200

presentd una respuesta mdas intensa a la prueba para

flavonoides que las demas cepas (Tabla 2), lo que podria
relacionarse con el mayor halo de inhibicion presentado por
esta cepa contra todas las bacterias utilizadas.

Finalmente, considerando que los terpenoides
aislados de hongos han sido implicados como el
fitoconstituyente responsable de su actividad antibacteriana
(Tacobellis et al., 2005; Iwalokun et al., 2007), asi como los
sesquiterpenoides guaiana aislados de los cuerpos fructiferos
del género Lactarius (Anke et al., 1989), es probable que la
presencia de sesquiterpenlactonas en los extractos hexanicos
de los carpdforos de las cepas de Pleurotus contribuyan en la
actividad antibacteriana encontrada, sin embargo, serd
necesario llevar a cabo la elucidacion de los compuestos

presentes en dichos extractos.
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