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Antimicrobial capacity of fungal isolates on Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, and Escherichia coli

Capacidad antimicrobiana de aislados fungicos sobre las bacterias Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli.

M. Arias?, J. Guzman?, J. Quintero?, V. Rincon?, N. Zapata?

Abstract: The antibiotic resistance by microorganisms causing various diseases is an emerging problem. Their bacteria ability
to use different response mechanisms towards antibiotics has caused high impact public health problems. Therefore, strategies
such as a mixture of active compounds or synthesis of new molecules have been evaluated. However, these have failed to
overcome the problem. Therefore, alternative studies have been carried out, such as the use of bacteriophages, antibodies, gene
editing with CRISPR CAS9, synthetic peptides, and molecules obtained from organisms such as plants and fungi. As a
contribution to these alternative studies, this work evaluated the inhibitory capacity of basidiomycete fungi isolated from Santa
Elena-Antioquia and their extracts on the growth of Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, and Escherichia coli.
For this purpose, co-cultures were performed between each species of bacteria and three fungal isolates, finding that the A2
isolate showed the most significant capacity to inhibit bacterial growth. A submerged culture of A2 was performed, its biomass
was obtained, dried, and ethanolic and organic extracts were made, from which the minimum inhibitory concentration was
evaluated following the CLSI guides, finding inhibition percentages of up to 80 % in both extracts.
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Resumen: La problematica emergente de resistencia a antibiéticos por parte de los microorganismos causantes de varias
enfermedades, debido a su capacidad de usar diferentes mecanismos de respuesta, esta generando problemas de salud publica.
Por lo cual, se han evaluado estrategias como mezcla de compuestos activos o sintesis de moléculas nuevas, no obstante, estas
han fallado en sobrellevar la problemética. Por lo anterior, se han realizado estudios alternativos, como el uso de bacteriéfagos,
anticuerpos, edicion genética con CRISPR CAS9, péptidos sintéticos y moléculas obtenidas de organismos como plantas y
hongos. Como contribucién a estos estudios alternativos, en este trabajo se evalud la capacidad inhibitoria de hongos
basidiomicetes aislados de Santa Elena - Antioquia y sus extractos, sobre el crecimiento de las bacterias Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli. Para esto se realizaron co-cultivos entre cada especie de bacterias y tres
aislamientos de hongos, encontrando que el aislamiento A2 mostré la mayor capacidad de inhibir el crecimiento de las bacterias.
Se realiz6 un cultivo sumergido de A2, se obtuvo su biomasa, se sec0 y se realizaron extractos etandlicos y organicos, a partir
de los cuales se evalu6 la concentracion minima inhibitoria siguiendo las guias del CLSI, encontrando porcentajes de inhibicion
de hasta 80% en ambos extractos.

Palabras clave: Hongos, antimicrobianos, extractos, cultivo biotecnoldgico

1. INTRODUCCION

El mercado de los antibidticos a nivel mundial representa un mercado de 40 mil millones de doélares, cifra reportada para el
2016 (1,2). Sin embargo, durante las tltimas décadas se ha venido presentando un problema que tiene en un alto grado de alerta
a las entidades gubernamentales por un tema en especifico, la creciente resistencia microbiana (3), por el uso inadecuado y
abuso de los antibidticos, lo cual se ha calculado ha causado la muerte de 700 mil personas para el afio 2016 (2,4,5). Al mismo
tiempo, lamaltiple desercion de grupos farmacéuticos en el desarrollo de moléculas antibi6ticas innovadoras, por la priorizacion
de otras lineas de investigacion como el cancer, ha contribuido a la creciente problematica de resistencia (2,4,6). Esta es una
problematica que al no combatirse a tiempo puede comprometer la salud mundial, la seguridad alimentaria y la economia de las
futuras generaciones. El gobierno del Reino unido estima que, si no se controla la resistencia antimicrobiana, para el afio 2050
las infecciones por bacterias resistentes causaran 10 millones de muertes anuales sobrepasando la mortalidad del cancer, ademas
del gran impacto a la economia con cifras que alcanzarian los 100 mil millones de délares al afio (6). Colombia no es ajena a
esta problemaética, puesto que se ha superado el 30% de infecciones por bacterias resistentes en el 2015, cuando la tasa promedio
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era del 17%, es decir se tiene un 13% de incremento de infecciones por bacterias resistentes segin un informe de la OCDE
(Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico) (7)

Dentro del desarrollo de diferentes estrategias adicionales para la inhibicion del crecimiento de bacterias y hongos patégenos
en general, existen algunos estudios en vias de desarrollo, como lo son la terapia de fagos y anticuerpos con selectividad hacia
cepas especificas, los probidticos de facil disponibilidad, y unas de las estrategias, a la cual quiere contribuir esta propuesta de
investigacion, la blisqueda y obtencion de metabolitos antimicrobianos y antiflngicos, como las bacteriocinas y péptidos
antimicrobianos los cuales presentan un amplio espectro de actividad al igual que una alta especificidad hacia diferentes cepas
patdgenas (8). Uno de los estudios en este tema que ha sido satisfactoriamente llevado a la industria, es el péptido P-113,
desarrollado por Pacgen Lifescience, con indicacién para la candidiasis oral, a su vez el péptido AP 138, desarrollado por
Adenium Biotech, indicado para implantes con infeccion de S. aureus resistente a la meticilina (MRSA). Sin embargo, basados
en la literatura y con la constante investigacion acerca de nuevos compuestos antimicrobianos, se hace evidente la necesidad
imperativa de profundizar mas en la busqueda de estrategias que contrarresten el problema de la resistencia a antibidticos (9).

Debido al rapido surgimiento de la resistencia bacteriana a los antibiéticos convencionales, la necesidad de soluciones esta
aumentando vy la estrategia principal es encontrar nuevos agentes antimicrobianos, que potencien la actividad de los ya
existentes. Esto puede lograrse adicionalmente utilizando terapias combinadas, la mayoria de estas son duales, pero las
combinaciones de tres, cuatro o mas también pueden ser eficiente, por ejemplo: A) antibiético + agente antimicrobiano natural
(aceite esencial, extracto de planta, bacteriéfago, péptido antimicrobiano, etc.), B) antibidtico + compuesto individual aislado
de agente antimicrobiano natural, o C) la combinacién de dos 0 mas compuestos aislados de agentes naturales antimicrobianos
naturales (10), otra alternativa es encontrar compuestos que se comporten como multi-target, es decir, utilizando varios
mecanismos de accion, logrando asi destruir al microorganismo, en este caso a la bacteria, desde diferentes puntos de su
estructura o metabolismo y no solo desde un Unico punto, puesto que asi es como las bacterias han presentado resistencia a lo
largo del tiempo.

Por todo lo anterior, y teniendo en cuenta la diversidad con las que cuenta Colombia, potencialmente origen de nuevas moléculas
con actividad antimicrobiana pendiente de exploracion, cual en esta investigacion se quiso contribuir con la busqueda de
microorganismos con posibles actividades antimicrobianas, en particular de la biodiversidad en Antioguia, Colombia. Para esto,
se realizaron aislamientos de tres hongos basidiomicetes en Santa Elena, Antioquia, a partir de los cuales se realizaron co-
cultivos entre ellos y las bacterias Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli; posteriormente, a
partir del aislamiento con la mayor capacidad inhibitoria de crecimiento se realizaron cultivos sumergidos y extractos etanélicos
y organicos a partir de los cuales se tomaron varias concentraciones para evaluar su capacidad inhibitoria siguiendo los
protocolos del CLSI para la técnica de microdilucidn, encontrando porcentajes de inhibicién de hasta el 80 % y desde el 45 %
en la mayoria de casos al usar concentraciones de 800 ppm. Este estudio contribuye al conocimiento de una de las cepas aisladas
de suelo Antioquefio que demostré una significativa capacidad inhibitoria de crecimiento de las bacterias evaluadas.

2. METODOS

2.1 Microorganismos y condiciones de cultivo.
La cepa de la bacteria Staphylococcus epidermidis ATCC® 14990, se adquiri6 a través de la empresa Microbiologics ®. Los
cultivos de Escherichia coli y Staphylococcus aureus fueron donados por la Facultad de Veterinaria y Zootecnia. Los cultivos
se mantuvieron en cajas con Miller Hinton incubados a 37°C durante 48 horas. Los aislamientos utilizados para evaluar la
capacidad antimicrobiana fueron obtenidos en el Parque Arvi, sector el Tambo.
Se obtuvieron cultivos sélidos axénicos en agar PDA a partir del micelio del hongo, al pasar 15 dias se realizaron cultivos
liquidos del hongo tomando 5 cuadros de 1x1 cm y agregandolos a 150 mL de medio de cultivo con harina de trigo (11) (Harina
de trigo 50 g/L, NaNO3 80 mg/L; KH2PO4 30 mg/L; MgS04.7H,0 20 mg/L;KCI 10 mg/L, pH 5,520,1). Los matraces fueron
incubados a 100 rpm, 25+1°C en oscuridad.
La biomasa y el caldo de cultivo se filtraron, la biomasa se llevo a un horno de secado a 70°C hasta peso constante.

2.2 Preparacion de extractos
Se obtuvo 8 gramos de biomasa seca, la cual se macero y se distribuy6 en: 4 gramos para el extracto etanélico usando 100 mL
de etanol absoluto y 4 gramos para el extracto organico usando 100 mL de aceite de girasol puro. Las mezclas se mantuvieron
en oscuridad, durante 15 dias, temperatura ambiente, con agitacion regular.

2.3 Preparacion de las soluciones de trabajo

Se utilizd Vancomicina como control positivo para la comparacién del porcentaje de inhibicion sobre las bacterias. Las
concentraciones finales trabajadas en el plato se pueden observar en la tabla 1.

Para seleccionar el rango de concentraciones a evaluar se siguieron los pardmetros de resistencia y susceptibilidad para cada
uno de los antibidticos reportados en el suplemento M100- S23 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Sin
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embargo, para los extractos se utilizé un rango de concentraciones superiores al no conocerse el potencial inhibitorio de los
mismos (12).

Tabla 1. Concentraciones (ppm)

Extractos Vancomicina
4000 80
3600 60
3200 40
2800 20
2000 10
1600 5
1200 2,5
800 1

2.4 Determinacion de la actividad inhibitoria del crecimiento

Los indculos se prepararon haciendo una suspension directa en caldo Mueller-Hinton, de una colonia aislada de uno de los
cultivos en agar y se incubaron durante 36 horas en agitacion a 150 RPM y 37°C. La suspension se ajusto a una absorbancia
de 0.08 para lograr una turbidez equivalente a 0.5 en la escala de McFarland, equivalente a 1 a 2 x 108 unidades formadoras de
colonias (UFC/mL). Posteriormente, los indculos fueron diluidos en los platos a una absorbancia de 0.04 (13).

El célculo de la actividad antimicrobiana se determin6 mediante la obtencién del porcentaje de inhibicion del crecimiento para
cada concentracion del extracto proteico, utilizando la siguiente Ecuacion:

Absorbancia del control X Absorbancia del extracto

% inhibicion = x100

Absorbancia del control

Las graficas de inhibicion se calcularon mediante el programa Graphad Prism 6.0, realizando una regresion no lineal entre el
porcentaje de inhibicion y el logaritmo de la concentracion (14).

3. RESULTADOS

3.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

Se obtuvieron cultivos en agar axénicos a partir de tres hongos basidiomicetes, a partir de los cuales se realizaron co-cultivos
con las bacterias. Adicionalmente, el cultivo en medio liquido se realiz6 con facilidad y se obtuvo una densidad significativa de
micelio después de 5 dias (Figura 1).

Figura 1. Aislamiento “A2” seleccionado para evaluacién cuantitativa.
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El aislamiento seleccionado para la determinaci6n cuantitativa de la actividad inhibitoria de crecimiento de las bacterias es un
hongo basidiomicete de lamelas libres, esporada café violaceo, anillo presente, trama regular, hifas septadas y con presencia de
fibulas. Habito solitario sobre tierra cerca de pinos.

Por su adaptabilidad y rapidez de crecimiento en los medios de laboratorio sélido y liquido se presume que no se trata de un
aislamiento micorricico sino posiblemente saprofito.

A partir de los cultivos sumergidos se obtuvo un total de 8 gramos de biomasa seca a partir de 450 mL de cultivo, a partir de
los cuales se prepararon los extractos etanélicos y organicos.

3.2 Evaluacion cualitativa de la actividad inhibitoria del crecimiento

Figura 2. Co-cultivos del aislamiento A2 sobre las bacterias.

El micelio del aislamiento A2 demostré un mayor cubrimiento del medio Mueller Hinton, designado para favorecer el
crecimiento de las bacterias, adicionalmente, los cultivos bacterianos mostraron una mayor contencion al estar expuestos a este
hongo, los cultivos en linea se observaron mas secos y menos densos, en particular las bacterias S. aureus y S. epidermis fueron
mas susceptibles a la exposicion como se puede apreciar en la figura 2.

3.3 Determinacion de la actividad inhibitoria del crecimiento

Para determinar la dosis EC50 y los porcentajes de inhibicién de los extracto, se utilizaron concentraciones amplias en rangos
altos (800-4000 ppm), debido a que este estudio constituye la primera aproximacion hacia la determinacion de la dosis minima
inhibitoria de los extractos de este aislamiento. Sin embargo, fue posible observar como una de las dosis EC50 superiores del
extracto etandlico (Tabla 2), fue para S.aureus, a diferencia del extracto organico (Tabla 3), cuya dosis EC50 mas alta fue para
el microorganismo E.coli.

Tabla 2. Dosis EC 50 Extracto etanélico

DOSIS EC 50 (mg/L)

S. aureus S. epidermidis E. coli

55251 2,4 2443 1. 6,6 26681 0,0

Valor p 0,05

Tabla 3. Dosis EC 50 Extracto organico
DOSIS EC 50 (mg/L)

S. aureus S. epidermis E coli

3092 1 2.4 2931 1 6.6 3199 + 0,0
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Valor p 0,05

De acuerdo a las dosis EC50 obtenidas el microorganismo que demostré mayor susceptibilidad fue el S. epidermis, en particular
se observo una mayor susceptibilidad de este al usar el extracto etandlico. Para S. aureus el extracto con la menos dosis EC50
fue el organico y para E. coli fue el etandlico. (Tablas 2y 3).

Extracto etanodlico

100 - _ _
-»- S. epidermis
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Figura 3. Evaluacion del extracto etandlico normalizado por el logaritmo de la concentracion vs el % de inhibicion
para cada S. aureus, S. epidermidis, E.coli.

Como se evidencia en la Figura 3, el extracto etandlico mostrd buenos porcentajes de inhibicidon sobre los diferentes
microorganismos. Sin embargo, S. epidermidis requirié una concentracién mas elevada (3000 ppm aprox.) para llegar a un
porcentaje de inhibicion superior al 50%.

Extracto organico
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Figura 4. Evaluacion del extracto organico normalizado por el logaritmo de la concentracion vs el % de inhibicion
para cada S. aureus, S. epidermidis, E.coli.

En la Figura 4, se pudo evidenciar que el comportamiento de los microorganismos en el extracto orgénico arrojé valores de
inhibicion de més del 50 % desde la concentracion més baja a la cual se expuso, en este caso en comparacion con los extractos
etandlicos se observd como para la bacteria S. epidermidis se obtuvo el mayor porcentaje de inhibicion desde la concentracion
maés baja, comparado con E. coli para la cual se obtuvo un porcentaje de inhibicion menor.
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Comparaciones totales
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Figura 5. Se presenta un conglomerado de la eficiencia de los extractos tanto etandlico como organico para los
diferentes microorganismos.

Realizando una consolidacion de los resultados obtenidos en de los dos extractos, se evidencia en la Figura 5, que la mayoria
de los microorganismos versus los extractos tanto etan6lico como orgénico obtuvieron un rango de porcentajes de inhibicion
de aproximadamente del 50 - 80%, pero como se puede ver en la Figura 3, el que Unico microorganismo que sale de esta
tendencia es S. epidermidis al exponerse al extracto etanolico.

Control antibiotico
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Figura 6. Se evidencia el control realizados con el antibiético Vancomicina en los diferente microorganismos

En cuanto al control realizado con el antibiético vancomicina, se pudo observar que todos los microorganismos estudiados
responden a este, sin embargo, lograr porcentajes de inhibicién significativos con E. coli, se requirié concentraciones mas
elevadas de la Vancomicina (Figura 6).

4. DISCUSION

Partiendo de los grandes problemas sanitarios que se podria provocar por la resistencia bacteriana y el desinterés de las grandes
farmacéuticas en la busqueda de nuevas moléculas, lo cual agudiza el inminente problema sanitario que tendremos a futuro, se
ha logrado despertar un interés de diferentes grupos de investigacion en una bisqueda constante desde la biodiversidad de
sustancias y/o compuestos que tengan la capacidad de inhibir el crecimiento microbiano, respaldado por un profundo reporte
bibliografico respecto a la virtud que tienen los hongos basidiomicetos de producir y/o secretar gran variedad moléculas por su
alto potencial de biosintesis, lo cual fue fundamental para realizar este estudio, encontrando resultados éptimos de los extractos
por medio etandlico y organico de la biomasa del hongo basidiomicete denominado A2, donde se logré demostrar y determinar
la capacidad inhibitoria del crecimiento sobre los aislados trabajados de S. aureus, S. epidermidis, E.coli. indicando el poder
inhibitorio que tienen estos extractos que aln se encuentran en fase experimental (15).

En la actualidad, varios estudios han logrado evidenciar la presencia de metabolitos en la naturaleza con una alta actividad
antimicrobiana, en especial en plantas pero los grandes retos tecnoldgicos, econémicos e impacto sobre el medio ambiente se
descarto para este estudio. Centrando la atencion al reino fungi por la alta factibilidad econdmicay tecnolégica que se encontraba
disponible para desarrollarlo, adicionalmente se contaba con el conocimiento para realizar los aislamiento y replicaciones en
los medios de cultivo. Fuera de que se ha evidenciado que los metabolitos antimicrobianos obtenidos de esta clase de hongos
se han ido clasificando y agrupando respecto a la naturaleza quimica, en correlacién a la actividad biologica donde se tiene
conocimiento de la presencia de metabolitos secundarios ricos en terpenos. En especial, en sesquiterpenos, que a su vez se ha
relacionado bibliograficamente con actividad antimicrobiana. Por otro lado, también se han encontrado diterpenos con una
estructura que no se ha identificado en otras especies, asimismo se ha evidenciado que dicha estructura tiene una fuerte actividad

@@@@ Copyright (c) 2020, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.
BY NC SA



Productos Naturales, Investigacion y Perspectivas en Latinoamérica

antibacteriana. De la misma forma se han relacionado con otros metabolitos secundarios como los compuestos fenolicos, acido
fenil glucosido sustituidos, quinonas y purinas que también cuentan con buena actividad antimicrobiana (15,16).

De los resultados obtenidos, se puede evidenciar que los extractos fueron beneficiosos ya que pudieron inhibir los diferentes
microorganismos a los cuales se estaban enfrentando, como ya se ha mencionado algunos de estos fueron mas susceptibles a un
tipo de extracto que al otro, lo cual muestra que posiblemente existan metabolitos alli que favorezcan la actividad antibittica
contra ciertos tipos de cepas. En cuanto a la EC50, esta arroj6 valores elevados puesto que las concentraciones a las cuales se
hizo este andlisis también fueron superiores a lo normal, esto abre una puerta para seguir con el estudio de estos extractos y asi
determinar una EC50 quiza con una concentracién menor.

En relacion a la literatura M.J. Alves et al nos indica que los compuestos mayormente involucrados en la actividad inhibitoria
derivan de procesos de extraccion con mayor proporcion de compuestos fendélicos, en algunos incluso se obtienen metabolitos
de los cuerpos fructiferos, lo que se traduce en una rica cantidad de metabolitos. Esto no siempre puede ser beneficioso en una
investigacion, puesto que aunque se cuente con extractos mas puros que finalmente derivan en una EC50 de valores bajos como
lo indican gran parte de articulos revisados, a la hora de realizar una experimentacion que nos permita aproximar dichos
compuestos a un uso beneficioso en humanos o animales, para la realizacién de formulaciones y demas procesos, es necesario
la eliminacion de las matrices de extraccion que en algunos casos resulta complejo o de dificil consecucién. Por tanto, en nuestra
investigacidn se recurre a extractos etanolicos y organicos que sean de facil separacidn de fases y al mismo tiempo demuestren
actividad apreciable. Por otro lado, gracias a la buena actividad antimicrobiana de los hongos utilizados, se confirma a la cepa
de s. epidermis como la més susceptible a estos, incluso en el pasado se venia demostrando esto con experimentaciones que
involucran hongos de la especie boletus edulis, donde se habian realizados extractos aceténicos y metandlicos en cuerpos
fructiferos de los que se obtuvo una EC50 baja, gracias a la concentracion de metabolitos extraida (17-19).

Aunque no se tiene certeza del nivel de resistencia con los que cuentan las cepas bacterianas trabajadas se logra evidenciar que
ya cuentan con esta, dado que la vancomicina no alcanza una inhibicién dentro del rango de 95-99% que seria lo esperado para
esta formulacidn farmacéutica y la concentracidn utilizada. No obstante, al momento de comparar el extracto etanélico que
preliminarmente parece presentar mejor eficiencia en el porcentaje de inhibicién en las tres cepas bacterianas [ver Figura 3] que
alcanzan valores cercanos al de la vancomicina en la inhibicién. Ademas, cabe resaltar que en ambos extractos se utilizé unas
concentraciones mas altas en PPM frente a la vancomicina. Sin embargo, siempre se garantiz6 que el volumen utilizado en el
ensayo no fuera a generar una muerte por presién osmética.

En otras palabras, los resultados arrojados por el estudio son datos preliminares que muestra la buena capacidad de inhibir el
crecimiento de estos extractos obtenidos del hongo basidiomicete denominado “A2” que precisan de ser corroborados por otros
andlisis que tenga mayor sensibilidad y en una blisqueda de la concentracién minima inhibitoria, fuera de establecer los posibles
metabolitos que estan relacionados en el proceso inhibitorio. Agregando, se deben realizar otros ensayos, en especial uno
conjugado entre los dos extractos para analizar la capacidad inhibitoria sinérgica.

5. CONCLUSIONES E IMPLICACIONES SOCIALES

Las evaluaciones cualitativas y cuantitativas de la capacidad inhibitoria de los aislados fungicos y sus extractos sobre los
aislamientos clinicos de S. aureus, S. epidermidis y E.Coli, permitieron determinar que habia un reconocible potencial
antimicrobiano, esto a partir de la seleccion del aislamiento que en los co-cultivos mostrd mayor actividad inhibitoria,
denominado “A2”. Se realizd un cultivo sumergido del aislamiento y posteriormente los extractos etanélicos y organicos
realizados a partir de la biomasa seca del aislamiento mostraron porcentajes de inhibicion de hasta el 80% . Ademas, se pudo
observar que el aumento del porcentaje de inhibicion es proporcional al aumento de la concentracién, sin embargo, se requieren
evaluaciones posteriores ampliando el rango de concentraciones. Finalmente, se establece que es necesaria una posterior
caracterizacion taxonémica del hongo basidiomicete “A2” y de los metabolitos implicados en su accion antimicrobiana. Se
dejan bases para futuras investigaciones basadas en este aislamiento fungico.
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