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Articulo Original RESUMEN

Orlglnal Article Objetivo: Se evalu6 la actividad antimicrobiana de un extracto crudo de B. bassiana y dos fracciones del
) mismo contra bacterias de importancia clinica.
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Meétodos: El micelio de cepa B. bassiana se remojé en metanol durante una semana, después se evaporo
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en un rotovapor a 45°C aplicando vacio. El extracto metanélico se hizo pasar con dos fases moéviles
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para obtener una fraccion A y B. La fracciones A, B y el extracto crudo C se evaluaron contra las cepas
Financiamiento Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella tiphy, Pseudomonas aeruginosa 'y Aci-

) e . netobacter baumannii con la técnica de microdilucion en placa.
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Resultados: En la fraccién A se observé un efecto antimicrobiano contra Salmonella typhi, Pseudomonas

Agradecimiento aeruginosa 'y Acinetobacter baumannii el crecimiento bacteriano alcanzé el 70, 60 y 83 % respectivamente.
Secretaria Investigacion y Posgrado y La fraccién B causé un efecto antimicrobiano en Klebsiella pneumoniae, S. typhi, P. aeruginosa 'y A. bau-
al Centro de Nanociencias y Micro y mannii con un crecimiento bacteriano del 62, 58, 41y 7 % respectivamente. Y El extracto crudo no caus6
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inhibicién del crecimiento en A. baumannii, pero para el resto de la bacterias hubo un crecimiento del 56
al 88 %.

Nacional.

Conclusiones: Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno que produce diferentes metabolitos con
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Accepted: 02.08.2019 actividad insecticida, citotoxica, antifingica, antibidtica y antiviral. Este es el primer estudio de los efec-

tos antimicrobianos de un extracto metanodlico del hongo entomopatégeno B. bassiana contra cepas bac-

terianas de importancia clinica.
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ABSTRACT

Objective: The antimicrobial activity of a crude extract of B. bassiana and two fractions thereof against

clinically important bacteria was evaluated.

Methods: The mycelium of strain B. bassiana was soaked in methanol for a week, then it was evaporated
in a rotovap at 45 ° C applying a vacuum. The methanolic extract was passed through two mobile pha-
ses to obtain a fraction A and B. Fractions A, B and crude extract C were evaluated against the strains
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella tiphy, Pseudomonas aeruginosa and
Acinetobacter baumannii with the plate microdilution technique.

Results: In fraction A an antimicrobial effect against Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa and Acine-
tobacter baumannii was observed, bacterial growth reached 70, 60 and 83% respectively. Fraction B caused
an antimicrobial effect in Klebsiella pneumoniae, S. typhi, P. aeruginosa and A. baumannii with a bacterial
@gaerﬁﬁ‘\()en S growth of 62, 58, 41 and 7% respectively. And the crude extract did not cause growth inhibition in A.

.. . o
LICENSE 3.0 UNPORTED. baumannii, but for the rest of the bacteria there was a growth of 56 to 88%.
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Conclusions: Beauveria bassiana is an entomopathogenic fungus
that produces different metabolites with insecticidal, cytotoxic,
antifungal, antibiotic and antiviral activity. This is the first study
of the antimicrobial effects of a methanolic extract of the entomo-
pathogenic fungus B. bassiana against bacterial strains of clinical
importance.

Keywords: Pathogenic bacteria; Beauveria bassiana; Antimicro-
bial.

La habilidad de los hongos filamentosos de crecer en me-
dios simples y econémicos asi como su capacidad de pro-
ducir un amplio rango de metabolitos ha llamado el interés
para produccion en la biotecnologia®. Las moléculas de-
rivadas de estos hongos representan el 25 % de las drogas
aprobadas por la FDA (Administracion de alimentos y
medicamentos de USA) desde los afios 1981 al 2014@. Los
hongos producen importantes metabolitos secundarios
que han impactado a la sociedad, como son los antibidticos
(penicilina y pleorumutilina)®, medicamentos para bajar
el colesterol (lovastatina y compactina) e inmunosupreso-
res (dcido micofendlico y ciclosporina), asi como también
moléculas con efectos carcindgenos, toxinas letales, fungi-
cidas industriales, hormonas y psicotropicos®. Beauveria
bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin [Sordariomycetes:
Hypocreales] es un hongo entomopatégeno con un ran-
go de mas de 700 insectos hospederos por lo que ha sido
ampliamente utilizado en todo el mundo para el control
de insectos plagas®®. Diversos estudios han reportado la
produccion de diferentes moléculas con actividad toxicas
como la bassiacridina que ha demostrado actividad insec-
ticida contra Locusta migratoria y Schistocerca gregaria®, y
efecto citotoxico en células de cancer de mama®®. La ospo-
reina con actividad antiftiingica, antibiética y antiviral®®®.
La beauverolida causa alteraciones en el citoesqueleto en
larvas de Galleria mellonella, muestra actividad contra la
calmodulina (proteina acidica intracelular) y proteinas in-
munomoduladoras®”. La bauvericina con actividad in-
secticida, antimicrobial, nematicida y citotéxica, su efecto
insecticida ha sido evaluada en larvas de zancudo, moscas
y escarabajos (820, Tenellin se ha reportado como inhibidor
en la actividad ATPasa de la membrana de los eritrocitos

de mamiferos®>

). La ciclosporina una molécula con acti-
vidad inmunopresora, antinflamatoria, antifingica, anti-
parasitica®?. Y por altimo la basianolida con actividad
insecticida, antimicrobial, antiplasmodial y citotoxica®?).
En los dltimos afios se ha dado mucha importancia la re-
sistencia antimicrobiana y de drogas en el drea de salud en
todo el mundo. El surgimiento de cepas patégenas resis-
tentes despierta el interés de cientificos que buscar nuevas
alternativas como nuevos agentes antimicrobianos®. Cada

afio mueren alrededor de 25,000 pacientes en Europa por
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infecciones de bacterias resistentes a drogas y un poco mas
de 63,000 pacientes cada afio adquieren una infeccién por
bacterias en hospitales en los Estados Unidos®". El objetivo
de este trabajo fue evaluar los efectos antimicrobianos de
un extracto metandlico y dos fracciones del mismo del hon-
go Beauveria bassiana contra 6 cepas patégenas oportunistas
de importancias nocosomial: Staphylococcus aureus, Escheri-
chia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella tiphy, Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumannii.

MATERIALES Y METODOS
Extraccion metanodlica de Beauveria bassiana.

La cepa ARSEF 1149 de Beauveria bassiana fue proporcio-
nada por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (Ithaca, N.Y.). Las conidias se cultivaron en 10 ma-
traces de 500 ml conteniendo 100 ml de medio Czapec-Dox
a 26°C, 160 rpm durante 14 dias. Posteriormente el micelio
fue separado del medio utilizando filtros de papel What-
man® del # 1y 125 mm. EI micelio se remojé con 400 mL
de metanol en un matraz de 1 L durante una semana, y des-
pués se recuperd el metanol mediante filtracién y se evapo-

ro en un rotovapor a 45°C aplicando vacio.

Cromatografia en columna de vidrio del extracto me-
tanélico.

El extracto metandlico fue disuelto en Acetato de etilo y
colocado en una columna de vidrio de 24mm por 250mm
empacada con silica gel 230-400 de malla y activada con
Acetato de etilo. Las fases moviles fueron CH,OH/CH,CI,
(10:90) para la fraccion A, C,H,O,/ C.H, (20:80) para la frac-
cién B y un extracto crudo C sin cromatografia. La fase mo-
vil fue evaporada y los residuos fueron almacenados a 5°C.

Ensayo de actividad antimicrobiana.

Le técnica que se emple6 fue la de microdilucion en pla-
ca. Las cepas que se trabajaron fueron Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneu-
moniae (ATCC 13883) Salmonella tiphy (ATCC 9842), Pseu-
domonas aeruginosa (ATCC 9027) y Acinetobacter baumannii
(aislado clinico). A partir de un cultivo bacteriano de 18 h,
se ajustaron los inéculos de 100 pl al tubo 0.5 de la escala
de Mc Farland en caldo Mueller-Hilton (MHB). Para las 2
fracciones y el extracto que se evaluaron, se prepar6 una
solucion stock de 2000 pg/ml; los extractos se solubilizaron
en buffer salino de fosfatos (PBS). Se realizaron diluciones
seriadas de los extractos en medio MHB para obtener con-
centraciones finales de 500, 250, 125 y 62.5 microgramos por
mililitros. Quedando concentraciones de DMSO en los ren-
gos de10% a 1.25 %. Los controles empleados fueron medio

MHB sin inoculo y medio MHB con antibiético (ampicilina
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8 ng/ml). Las placas de 96 pocillos se incubaron a 37°C por
20 h y se realiz¢ las lecturas de absorbancia a 595nm.

Analisis Estadisticos.

Los resultados fueron analizados con un ANOVA y prueba
de comparacién multiples de Tukey, con el paquete estadis-
tico SPSS 24.

RESULTADOS

Los efectos causado por las fracciones A, B y el extracto cru-
do C contra la cepa S. aureus muestra que existe diferencias
significativas en los tratamientos (F: 21.126. gl: 14 y P<0.05).

120
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Donde el extracto C con la dosis de 500 y 250 pg/ml mues-
tra un % de crecimiento bacteriano del 72y 56 % respectiva-
mente segiin el analisis de comparacién mdaltiple, mientras
que los demads tratamientos no muestran disminucién de

crecimiento. Ver Figura 1.

Para el caso de la cepa E. coli muestra que existe diferen-
cias significativas en los tratamientos (F: 292.96 gl: 14 y P <
0.05). Donde el extracto C con todas sus dosis muestra un
% de crecimiento bacteriano de un 89 % segtn el analisis de
comparacion mdaltiple, mientras que las fracciones A y B no

muestran disminuciéon en el % de crecimiento bacteriano.

Ver Figura 2.
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Figura 1: ANOVA del % de Crecimiento bacteriano y prueba Tukey de la cepa S. aureus. Letras diferentes tiene

diferencias significativas.
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Figura 2: ANOVA del % de Crecimiento bacteriano y prueba Tukey de la cepa E. coli. Letras diferentes tiene diferen-

cias significativas.
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Para la cepa k. pneumoniae muestra que existe diferencias
significativas en los tratamientos (F: 357.15 gl: 14 y P < 0.05).
Donde el extracto C en la dosis 62.5, 125 y 250 pg/ml mues-
tra un % de crecimiento bacteriano hasta del 85% segun el
analisis de comparacién mdaltiple. Ver Figura 3.

Para el caso de la cepa Salmonella tiphy muestra que existe
diferencias significativas en los tratamientos (F: 422.33 gl:
14 y P <0.05). La fracciéon Ay B con dosis 500 ng/ml tiene
un % de crecimiento bacteriano del 70 y 58 %, y el extracto
C en todas sus dosis hasta un 89%. Ver Figura 4.

Para la cepa P. aeruginosa existen diferencias significativas
en los tratamientos (F: 18.94 gl: 14 y P < 0.05). Donde la

fraccion A en dosis 500 pg/ml muestra un % de crecimiento
bacteriano del 60 %, la fraccion B de 500 y 250 pg/ml del
41y 72 %, y el extracto crudo C en las dosis 500 y 250 pg/
ml del 79 % segtn el anélisis de comparacion multiple. Ver
Figura 5.

Y por ultimo la cepa A. baumannii muestra que existe dife-
rencias significativas en los tratamientos (F: 19.91 gl: 14 P <
0.05). Donde la fraccién A en todas sus dosis muestra un %
de crecimiento bacteriano hasta un 85 % y la fraccion B en la
dosis 500 pg/ml casi nula del 7 %. Ver Figura 6.
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Figura 3: ANOVA del % de Crecimiento bacteriano y prueba Tukey de la cepa k. pneumoniae. Letras diferentes tiene

diferencias significativas.
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Figura 4: ANOVA del % de Crecimiento bacteriano y prueba Tukey de la cepa Salmonella tiphy. Letras diferentes

tiene diferencias significativas.

172

Ars Pharm. 2019; 60(3): 169-176



Evaluacion antimicrobiana de un extracto metandlico de Beauveria bassiana contra bacterias patégenas de importancia nosocomial

P aeruginosa
120
9
efg 9
100 fg fa efg
a0
o
2
2
£
3
£ s0
-
E
#
a0
20
a
° | | |
A B c Medi Inecul Ampicili
@250 pgiml @125 pgiml 0 mezsugm ° @Contral RS

Figura 5: ANOVA del % de Crecimiento bacteriano y prueba Tukey de la cepa P. aeruginosa. Letras diferentes tiene

diferencias significativas.
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Figura 6: ANOVA del % de Crecimiento bacteriano y prueba Tukey de la cepa A. baumannii. Letras diferentes tiene

diferencias significativas.

Los resultados de la concentraciéon Minima inhibitoria indi-
caron que la fraccién B mostro actividad contra A. baumanii

a una concentracion de 500 pg/ml.

DISCUSION

Extractos de hongos como especies de Aspergillus y Pe-
nicillium producen metabolitos con efecto de actividades
antimicrobial hacia bacterias patégenos tales como Sta-
phylocuccus aureus, Salmonella enterica serovar Typhimurion
y Pseudomonas aeruginosa®. Yogabaanu y colaboradores®),
2017 muestran efectos antimicrobiales de extractos crudos
de 3 hongos Atradidymella sp., Pseudogymnoascus sp., y Pe-
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nicillium flavigenum contra Pseudomonas aeruginosa deter-
minando los efectos por metabolitos secundarios. Géneros
como Penicillium sp., con extractos metanélicos logran ais-
lar metabolitos antimicrobiales contra P. aeruginosa®. En
otros estudios con diferentes hongos como Cephalotrichum
microsporum y Fusarium solani también con extractos y se-
paracién por cromatografia logran aislar metabolitos con
efectos antimicrobiales contra cepas patdgenas®?3. Asi
también se han extraido compuestos de hongos endéfitos
como es el caso del metabolitos lasiodiplodin extraido de
Botryosphaeria rhodina con actividad antimicrobiana®. Y
recientemente hongos de ambientes marinos con una gran
variedad de metabolitos con actividad bioldgicas®®
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Para nuestro estudio del extracto metanélico de Beauveria
bassiana muestra efectos antimicrobiales en la fraccion A
contra Salmonella tiphy, P. aeruginosa 'y A. baumannii de un
% de crecimiento bacteriano de 70, 60 y 83 %. Para la frac-
cién B en k. pneumoniae, Salmonella tiphy, P. aeruginosa 'y A.
baumannii con un % de crecimiento bacteriano del 62, 58, 41
y 7 %. Y por dltimo el extracto crudo C no causa inibicion
A. baumannii, sin embargo en las demas bacterias hay un %
de crecimiento bacteriano de un 88 a un 56 %. Para la frac-
cién B se calcul6 una CMI de 500 pg/ml hacia A. baumannii.
Estas dosis muy por debajo de las reportadas por Shin et
al, 2016 que analizan sustancias antimicrobiales extraidos
de 342 hongos entomopatégenos, donde Beauveria bassiana
muestra actividad antifingica alta contra Botrytis cinerea y
actividad antibacterial contra Bacillus cereus a concentra-
ciones del 1 %. Mientras en otro estudio con purificaciones
parciales de Beauveria bassiana muestran actividad antimi-
crobial hacia microorganismos patégenas pero de plantas
Verticillium dahliae and Phytophthora megasperma®.

Sin embargo no hay antecedentes sobre extracciones meta-
nolicas de Beauveria bassiana con efectos en estos organismo
patégenos de humanos. Solo un metabolito de Beauveria
es reportado con actividad antimicrobial, oosporeina con
efectos antibiético hacia bacterias Gram (+), Spaphylococcus
aureus, Bacillus subtilis y Proteus vulgaris™4D.

CONCLUSIONES

Varias especies de hongos entomopatégenos han mostrado
multiples roles en la naturaleza como endoéfitos, antago-
nistas y promotores en el crecimientos de plantas y es de
importancia el estudio mas a fondo de cada uno de los me-
tabolitos que pudieran intervenir y sus efectos biolégicos.
Para el caso de extracciones metanoélica de Beauveria bassia-
na este es un primer estudio de los efectos antimicrobia-
nas contra las cepas patdgenos oportunistas lo que permite
abrir nuevas investigaciones sobre este tipos de extractos y
los metabolitos que los componen. Se sugiere que realicen
un estudio biodirigido para aislar los componentes bioacti-
vos del fracciones y extracto crudo. La muestra B muestran
selectividad solo a una bacteria.
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