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Resumen

Durante los ultimos siglos, las especies del complejo Ganoderma lucidum se han utilizado en la medicina tradicional china. “Lingzhi”
ha sido usado en Asia por sus propiedades anticancerigenas, inmunomoduladoras, antivirales y antibacterianas. Teniendo en cuenta
un micelio aislado de un cultivo vivo etiquetado como la cepa G. sichuanense Gc73, el objetivo de este estudio es determinar las
Concentraciones Inhibitorias Minimas (CIM) a las que se usa el caldo de cultivo de G sichuanense cepa Gc73 suplementado con
tiamina para inhibir diferentes cepas de bacterias, tanto sensibles como resistentes a la estreptomicina. Dicho caldo de cultivo tras ser
centrifugado, filtrado a través de una membrana de poro de 0,22 um o separado por peso de < 3.000 Daltons, demostro la sinergia con
PAs contra diferentes cepas de bacterias. Los resultados muestran un efecto antibacteriano frente a los Bacillus subtilis ATCC (ATCC;
Manassas, VA, EE. UU.) 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Staphylococcus aureus ATCC 51811, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 y Micrococcus luteus ATCC 9341. Las cepas fueron probadas en concentraciones de 2.5 a 50 pl del caldo de cultivo
suplementado con tiamina por cada ml de caldo Muller Hinton. Incluimos seis cepas de Salmonella spp., previamente aisladas de
carne cruda y se utilizo la técnica de electroforesis para determinar la presencia de péptidos antimicrobianos. Los resultados mostraron
que estos péptidos solo pueden identificarse en muestras frescas del extracto.

Palabras clave: Cultivo micelial, fraccionamiento, susceptibles, estreptomicina

Abstract

During the last centuries, species of the Ganoderma lucidum complexhave been used in traditional Chinese medicine. "Lingzhi" has
been used in Asia by their anticarcinogenic, immunomodulatory, antiviral and antibacterial properties. Taking into account a
mycelium isolated from a live culture labeled as cepa G. sichuanense Gc73, the aim of this study is to determine the Minimum
Inhibitory Concentrations (CIM) at which the culture of G. sichuanense cepa G¢73 broth supplemented with thiamine inhibits different
strains of bacteria, both susceptible and resistant to streptomycin. Said culture broth after being centrifuged, filtered through a 0.22 um
pore membrane or separated by weight of <3,000 Daltons, showed synergy with PAs against different strains of bacteria. The results
show an antibacterial effect against Bacillus subtilis ATCC (ATCC; Manassas, VA, USA) 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538
and Staphylococcus aureus ATCC 51811, Enterococcus faecalis ATCC 29212 and Micrococcus luteus ATCC 9341. The strains were
tested. in concentrations of 2.5 to 50 pl of the culture broth supplemented with thiamin for each ml of Muller Hinton broth. We
included six strains of Salmonella spp., previously isolated from raw meat, and the electrophoresis technique was used to determine the
presence of antimicrobial peptides. The results showed that these peptides can only be identified in fresh samples of the extract.

Keywords: Mycelial culture, fractionation, susceptible, streptomycin.
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Introduccion

El complejo Ganoderma Ilucidum es un hongo
usado extensamente como producto natural con un
alto valor medicinal (Wang y Ng, 2006). Se usa
como una panacea contra enfermedades cronicas
como hepatopatias, nefritis, hipertension, artritis,
insomnio, bronquitis, asma, diabetes y cancer
(Baby et al., 2015), asi como en la prevencion (Jiao-
Jiao et al., 2021).

En estudios con G lucidum se identificaron
hidroquinonas y triterpenoides que inhiben el
crecimiento de bacterias resistentes a meticilina,
entre las que se encuentran algunas cepas de
Staphylococcus aureus, a dichas sustancias se les dio
el nombre de ganomicinas (Ofodile et al., 2011). La
investigacion sobre G.  lucidum incluye las
estructuras moleculares de sus componentes
bioactivos obtenidos del micelio y del cuerpo
fructifero tales como polisacaridos, triterpenoides,
immunoproteinas y nucledsidos (Mojsoska y
Jenssen, 2015). En un trabajo con medio de cultivo
micelial filtrado con papel, el grupo de Sarnthima
et al., (2017) reporto actividad antibacterial contra
cepas patdgenas de Staphylococcus epidermidis y
Pseudomonas aeruginosa, aunque también mostrod
efecto leve contra: S. aureus, B. subtilis, B. cereus y
E. coli al determinar proteinas y fenoles del medio
de cultivo para G. lucidum G2 cultivado durante
dos semanas. También el grupo de Cilerdzi¢ et al.,
(2016) encontrd actividad contra casi todas las
bacterias probadas y donde S. typhimurium fue la
mas sensible al extracto etanolito de cultivo
micelial de G. lucidum BEOFB 433.

Algunas especies del género Ganoderma se han
reportado con multiples propiedades medicinales
en humanos como anti-VIH, anticancer,
antibacteriales, antihipertension, antinflamatorias,
antioxidantes, hepatoprotectoras e
mmunomoduladoras, entre otras (Paterson 2006;
Mshigeni et al., 2009; De Silva et al., 2012; Tan y
Vanitha, 2004; Jong y Birmingham, 1992; Wasser y
Weis, 1999, Cilerdzi¢ et al., 2016). Podria decirse
que las aproximadamente 486 especies del género
Ganoderma (He et al., 2022) contienen sustancias
bioldgicamente activas fundamentalmente
triterpenoides y polisacaridos, considerados criticos
para sus efectos benéficos (Isaka et al., 2013). Los
polisacaridos de alto peso molecular obtenidos de

ANO 11 NUMERO 21
156 - 166

cultivo micelial presentan efectos antiobesidad y
de modulaciéon de la microbiota en ratones
(Chang et al., 2015). Segtn el grupo de Vazirian
et al., (2014) se han realizado pocos estudios
sobre el efecto antibacteriano de los compuestos
purificados de G. lucidum y se propone que el
efecto obtenido a partir de extractos crudos es
resultado de la mezcla de distintas sustancias
extraidas, dado que las formas aisladas no
reflejan el mismo potencial.

La suplementacién con tiamina muestra su
importante contribucion cuando se evalua en
optimizacion de medios de cultivo micelial en
Ganoderma lingzhi para obtener polisacaridos
actividad antioxidante (Si et al., 2019). Esta
suplementacioén de cultivo ha recibido una gran
atencion como alternativa prometedora y
reproducible en la produccion eficiente de
micelio, sustancias bioactivas y metabolitos
(Sanodiya et al., 2009; Suhnel ez al., 2009). En
estudios con G identificaron
hidroquinonas y triterpenoides que inhiben el
crecimiento de bacterias resistentes a meticilina,
entre las que se encuentran algunas cepas de
Staphylococcus aureus, a dichas sustancias se les
dio el nombre de ganomicinas (Ofodile et al.,
2011). La investigacion sobre G. lucidum incluye
las estructuras moleculares de sus componentes
bioactivos obtenidos del micelio y del cuerpo
fructifero tales como polisacaridos,
triterpenoides, inmunoproteinas y nucleosidos
(Mojsoska y Jenssen, 2015).

Las poliaminas (PAs) Putrescina (Pu),
Espermidina (Spd) y Espermina (Spm) son
pequenas moléculas alifaticas policationicas, de
bajo peso molecular, ubicuas e importantes para
el crecimiento celular normal y su contenido se
regula mediante biosintesis, transporte 'y
degradacion (Igarashi y Kashiwagi, 2010). Las
proteinas que conforman los sistemas de
transporte de las PAs estan bastante
caracterizadas en bacterias mediante el modelo de
E. colii implicadas en la importacion y
exportacion de las mismas (Dong-Hun et al.,
2018). Sin embargo, también se han aplicado
como agentes antibacterianos dado que sus
porciones policationicas que desestabilizan a los
polisacaridos de la membrana externa de
procariontes. Ademas, de la lipofilicidad de la

lucidum  se

ENERO - JUNIO 2024 @
ISSN: 2448-5225



Feucea

cadena de PAs y presentar un efecto sobre las
porinas inhibidoras de la penetracion de quimicos
toxicos (Choi y Lee, 2019), dado que pueden unirse
a las regiones internas, cargadas negativamente de
dichas proteinas y desencadenar el cierre del canal.
El mismo grupo de investigadores ha desarrollado
complejos de PAs conjugadas con Cloranfenicol,
encontrando mejores resultados no sélo en los
sistemas de transporte transmembranal, sino
también en la incorporacion del antibiotico al
ribosoma y mejorando su eficiencia.

El objetivo de este estudio es determinar las
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CIM) a las
que el caldo de cultivo suplementado con tiamina
de la cepa G sichuanense Gc73 (Cabarroi-
Hernandez et al., 2023) inhibe diferentes cepas de
bacterias, ya sean susceptibles y resistentes a la
estreptomicina después de centrifugar, filtrar a
través de una membrana de poros de 0,22 um o
separar por peso molecular <3,000 Daltones, asi
como el sinergismo con PAs contra distintas cepas
de bacterias. Debemos mencionar que no existen
reportes con este tipo de suplementacién en el
cultivo micelial, asi como la probable presencia de
péptidos antimicrobianos en dicho caldo de cultivo
del hongo.

Materiales y Métodos
Cepas Bacterianas Utilizadas

En este experimento se utilizaron las siguientes
cepas certificadas: Bacillus subtilis ATCC (ATCC;
Manassas, VA, USA) 6633, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Micrococcus luteus ATCC 9341,
Staphylococcus  aureus ~ ATCC 51811 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538. Ademas, se
manejaron seis cepas de Salmonella spp,
previamente aisladas de carne cruda, reportadas
por Martinez-Chavez (2015) como resistentes y
susceptibles a estreptomicina.

Ensayo Antimicrobial

Se utilizé el método de dilucién. Inicialmente, se
cultivaron las bacterias en tubos con 3 ml de caldo
soya tripticasa (BD Bioxon, M¢éxico) y se
incubaron a 35 °C 20 a 24 h, durante tres dias. Las
colonias de bacterias fueron resuspendidas hasta
alcanzar una turbidez igual a un estandar de 0.5 de
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absorbancia de la escala de McFarland (0.5 ml de
cloruro de bario (Cl,Ba) y 9.5 ml de acido
sulfurico (H,SO,), en un tubo estéril y se
homogenizaron por agitacion durante 5 mins. Se
tomo lectura en el espectrofotometro (Jenway
6405, Reino Unido) a 625 nm de longitud de
onda y se obtuvo una lectura de absorbancia de
0.08 a 0.13, que equivale a 1.5 x 108 UFC/ml).
Usando un asa de inoculacion se pasaron las
bacterias a tubos que contenian caldo de cultivo
de G. sichuanense cepa Gc73 (Cabarroi-
Hernandez et al, 2023) suplementado con
tiamina, en diluciones seriadas 1:2, mezclado con
caldo Muller Hinton (BD Difco, Francia) con un
volumen total de 1 ml. Los tubos se incubaron a
35 °C durante 20 a 24 h, despu¢s de dicho tiempo
se seleccionaron aquellos tubos que no
presentaban turbidez para inocularse en placas de
agar sangre, en las pruebas confirmatorias. Tubos
con estreptomicina a 1,240 pg/ml de
Estreptomicina (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis,
Mo) se usaron como control.

Pruebas de Susceptibilidad Bacteriana

El reto consisti6 en realizar pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana basados en las
recomendaciones del CLSI para determinar la
CMI (Concentracion Minima Inhibitoria), con
algunas modificaciones, es decir sin evaluar el
efecto de las diluciones del antibidtico, y como
control positivo se prob6é un tubo con 1,240
ug/mL de Estreptomicina, asi mismo en otro tubo
se probo la viabilidad de las bacterias
colocandolas sin antibiético y sin caldo de cultivo
sumergido. Las bacterias enfrentadas al caldo
total de cultivo sumergido suplementado con
tiamina de G. sichuanense cepa G¢73 (Cabarroi-
Hernandez et al., 2023), se inocularon en tubos de
13x100 mm que contenian 3 ml de caldo Mueller-
Hinton (MH) esterilizado, y que previamente se
les adicionaron volumenes correspondientes a 10
diluciones seriadas 1:2 de la solucién del caldo de
cultivo sumergido suplementado con tiamina de
G. sichuanense cepa Gc¢73 (Cabarroi-Hernandez
et al., 2023). Mismo que se recibid de forma
liquida a partir de los cultivos desarrollados en el
Laboratorio de Biotecnologia del Departamento
de Botanica y Zoologia, pertenecientes al Centro
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Universitario de  Ciencias  Biologicas vy
Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara.
El caldo se utiliz6 completo, asi como sus distintas
diluciones y para distintos procesos de separacion:
mediante filtracion con membrana de 0.22 p de
tamafio del poro; centrifugado a 2,500 rpm
durante/10 mins y mediante una separacion en
cartuchos AMICON (Millipore, Francia) que
permiten separar las moléculas a partir de 3,000
Daltones. Después de cultivar las bacterias se
mezclaron con el caldo de cultivo sumergido,
durante 24 hrs a 35 °C. Para estimar las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) se procedid a
realizar la comparacion de turbidez con la escala de
Mc. Farland a los tubos con las cepas que se
utilizaron en el reto, posteriormente se inoculo las
bacterias en tubos que contenian el caldo de cultivo
sumergido diluido 1:2, utilizando un tubo para
cada una de las 10 concentraciones. Se
homogenizaron las bacterias por agitacion en
vortex (Genie) durante unos segundos, se
incubaron a 35°C por 24 hrs. Se comprobd el
crecimiento bacteriano en los tubos de caldo MH
por su turbidez y se consider6é inhibicion del
crecimiento en aquellos tubos que no presentaban
dicha turbidez. De dichos tubos se sembraron las
“posibles” bacterias en agar sangre en las pruebas
de confirmacion de los resultados.

Cultivo en Agar Sangre o Prueba Confirmatoria

De los tubos en donde se colocd el indculo, mas el
caldo total del cultivo sumergido suplementado
con tiamina de G sichuanense cepa Gc73
(Cabarroi-Hernandez et al., 2023), y que no
presentaron turbidez después de la incubacion, se
oculo, con el método de estriado, una alicuota en
agar sangre (BBL Becton Dickinson, México) en
placa de Petri. El cultivo en agar sangre se incubo a
35 °C durante 20 a 24 h para confirmar si existe o
no la presencia de bacterias. De tal manera que los
resultados obtenidos mostraron las cantidades del
caldo de cultivo sumergido en el que se encuentra
inhibicion total del crecimiento bacteriano.

Sinergismo con Poliaminas

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se
realizaron siguiendo algunas recomendaciones del
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CLSI para determinar la CMI de las bacterias al
medio del cultivo sumergido suplementado con
tiamina de G. sichuanense cepa Gc¢73 (Cabarroi-
Hernandez et al.,, 2023). Para este reto se
utilizaron tubos de 13x100 mm con 3 ml de caldo
Mueller-Hinton (MH) en condiciones de
esterilidad. Se prepararon diluciones seriadas 1:2,
a partir de una diluciéon al 20% del caldo de
cultivo MH con la solucion del medio de cultivo
sumergido suplementado con tiamina de G.
sichuanense cepa Gc73. En los grupos en que se
adiciono las PAs: Pu, Spd y Spm se uso la
concentracion de 1,240 pg/mL, combinadaslas
tres PAs o independientes en tubos aislados.

Electroforesis para Péptidos Antimicrobianos

La separacion electroforética se llevd a cabo de
acuerdo al método descrito por Laemmli (1970)
en geles de poliacrilamida al 7.5% y 10% con un
espesor de 0.8 mm, se prepararon segun
instrucciones del fabricante Mini Protean 3®
(BioRad®, Hércules). El proceso se llevo a cabo
por 1 h en amortiguador de corrida (25 mM Tris,
192 mM glicina, 0.1% SDS, pH 8,3) a un voltaje
constante de 100 V, utilizando marcadores
preteiiidos de 2 a 150 KDaltones de peso
molecular (BioRad®), en cada corrida
electroforética, para estimar el peso de las
bandas. Para la visualizacion de las proteinas
purificadas se tifieron los geles con azul de
Coomassie coloidal siguiendo el protocolo
descrito  por  Neuhoff et al, (1998).
Posteriormente se sumergio los geles en una
solucion de acido acético 10% y glicerol 5% para
su conservacion.

Resultados y Discusion
Actividad antibacterial

Los efectos antibacteriales del caldo de cultivo
sumergido de G. cepa Gc73
representados en la Figura 1, se probaron contra
las cepas patogenas gram positivas Bacillus
subtilis ATCC (ATCC; Manassas, VA, USA)
6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y
Staphylococcus aureus ATCC 51811,
Enterococcus  faecalis  ATCC 29212, 'y
Micrococcus luteus ATCC 9341, y presentaron su

sichuanense
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efectividad a partir de una concentracion de 50 pl,
en todas las cepas de prueba. Este resultado es
similar al encontrado por Albino et al., (2007), en
el cual investigd el efecto antimicrobiano por el
método de micro dilucion del extracto australico
de G. lucidum, que mostro susceptibilidad de cepas
como Bacillus cereus ATCC 11778, Echerichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 'y Staphylococcus aureus ATCC 25923.
También coincide con lo reportado por Zuluaga et
al., mismo que menciona que existe actividad
antibacterial del extracto etanolico de G. lucidum
sobre una bacteria Gram positiva como S. aureus y
una Gram negativa como E. coli (Zuluaga et al.,
2007). La actividad parece depender del tipo de
moléculas aisladas en cada método de separacion.
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Figura 1. Se muestra la CMI obtenida cuando se reta a las cepas
bacterianas ATCC contra el caldo de cultivo sumergido completo de G.
shuanenses cepa Gc73, segiin se menciona en la seccion de metodologia.

En la figura 2 se presenta la reproducibilidad de los
resultados para Enterococcus faecalis ATCC 29212
y Staphylococcus aureus ATCC 6538, como se
observo para el experimento de caldo de cultivo
sumergido suplementado con timina crudo, con 50
ul del extracto filtrado con membrana de 0.22 pm
de diametro de poro (Millipore, Francia). Pero no
asi para B. subtilis ATCC 6633 y M. luteus donde
aumento la CIM al doble de concentracion con 25
pL y 50 pL, respectivamente. Es interesante la
disminucién de la cantidad del caldo de cultivo
micelial para S. aureus ATCC 51811. Ademas, este
tipo de tratamiento logra una CIM a 25 ul del
caldo de cultivo sumergido suplementado con
tiamina, filtrado para las cepas de Bacillus subtilis
ATCC 6633 y Staphylococcus aureus ATCC 6538.
Dado que los distintos métodos de separacion
retiran algun(os) compuesto(s) que sinergisa(n) con
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los retenidos y se requiere de mayor cantidad para
lograr el efecto, o bien, que exista cierta
especificidad de los compuestos en el caldo micelial
hacia ciertos componentes celulares de S. aureus
ATCC 51811.
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Figura 2. Se muestra la CMI obtenida cuando se reta a las cepas
bacterianas ATCC contra el caldo de cultivo sumergido de G.
sichuanense cepa Gc73 filtrado mediante membrana de nitrocelulosa
con 0.22 pm de diametro de poro.

Sin embargo, para Micrococcus luteus ATCC 9341,
donde la CIM se elevo al doble, respecto al caldo de
cultivo sumergido total suplementado con tiamina,
o sea 50 puL de volumen del caldo Muller Hintom
(BD Difco, Francia), donde se llevo a cabo el reto
bacteriano con el filtrado del caldo de cultivo
sumergido de G sichuanense cepa  Gc73
suplementado con tiamina y que se obtuvo después
de pasarlo por una membrana de 0.22 um de
diametro de poro (Millipore, Francia). Los
resultados obtenidos nos permiten especular sobre
la posibilidad de la existencia de moléculas con
cierta especificidad para Micrococcus luteus y no
para las otras bacterias probadas en este trabajo.

Calde de Cultivo Sumergide Centrifugade
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Figura 3. Se muestra la CMI obtenida en los experimentos, donde se reta a
las cepas bacterianas ATCC contra el caldo de cultivo sumergido de G
sichuanense cepa G¢73 'y que fue centrifugado a 2,500 rpm, durante 10 mins,
para seguir el procedimiento que se menciona en la seccion de metodologia.
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Para la centrifugacion a 2,500 rpm durante 10 mins
(Figura. 3) y que consideramos la técnica de
separacion mas economica entre las probadas aqui
se logran los resultados mas alentadores, ya que
para B. subtilis, S. aereus y M. luteus la CIM
disminuye. Con solo 2.5 ul. para Bacillus subtilis
ATCC 6633y 6 uL para Micrococcus luteus ATCC
9341, ademas de 25 pL en el caso de
Staphylococcus  aureus ATCC 6538 lo que
representa un efecto de CIM con la mitad de caldo
respecto al caldo total (Figura. 1), este ultimo
efecto llama la atencion, dado que en ninguna otra
prueba presentada aqui se logro como con el
sobrenadante del centrifugado. Al retirar las
moléculas de mayor masa se logra un mayor
sinergismo antibacterial entre los compuestos
activos producidos por el micelio de G. sichuanense
cepa G¢73 cultivado en el caldo suplementado con
tiamina.
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Figura 4. Se muestra la CMI obtenida al probar a las cepas bacterianas
certificadas contra el caldo de cultivo sumergido de G. sichuanense cepa
Gc73 y que fue centrifugado para separar las moléculas, a partir de
3,000 “Daltones” de peso molecular.

También se observan resultados muy interesantes
cuando se fracciona el caldo de cultivo micelial
suplementado con tiamina, segun su peso a menos
de 3,000 Daltones (Figura. 4), dado que se obtiene
la CIM con la mitad de la cantidad de dicha
fraccion para S. aereus ATCC 51811 vy
Micrococcus luteus ATCC 9341 a 25 pL, respecto al
caldo centrifugado (Figura. 3). Dado que se
utilizaron las mismas condiciones de centrifugacion
y que los metabolitos secundarios tienen un peso
molecular menor a 900 Daltones (Hadacek y
Bachmann, 2015), aunque los triterpenoides con un
esqueleto base de C30 presentan un peso molecular
que va de 400 a 600 kDa (Wachtel-Galor et al.,
2011) y al retirar las moléculas de mas
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de 3,000 Daltones, se purifican aquellas que
presentan la mayor actividad antibacterial por lo
que se obtiene mejor resultado con la mitad del
volumen para dichas cepas de bacterias, sin
embargo se mantiene la actividad para Bacillus
subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 6538 y
Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Probablemente estamos frente a un fendémeno
similar a los efectos logrados con extractos de
plantas, donde se puede pensar que se genera una
regulacion holistica, que interviene a través de
multiples blancos y mecanismos, y se obtenie asi
eficacia antibacterial. Mas de 100 triterpenos con
su composicion quimica 'y configuracion
molecular se reportan para G. lucidum, de los
cuales mas de 50 se consideran nuevos y unicos
para dicho hongo (Wachtel-Galor et al., 2011).

Caldo de Cultivo Sumergido vs Bacterias Resistentes y/o
Susceptibles a Estreptomicina
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Figura 5. Se muestra la CMI obtenida cuando se reta a las cepas
bacterianas ATCC, asi como aquellas de Salmonella resistentes y
susceptibles a estreptomicina, contra el caldo de cultivo sumergido G.
sichuanense, cepa G¢73 segun se menciona en la seccion de metodologia.

En cuanto a las cepas resistentes a estrptomicina
(Figura. 5) la exposicion del caldo de cultivo
sumergido de G. sichuanense cepa Gc73
suplementado con tiamina se puede apreciar un
efecto antibacterial en todas las cepas de bacterias
probadas. La Figura 5 muestra como las cepas
resistentes a estreptomicina de la especie
Salmonella con asignacién numérica 1190, 1945 y
1650, segiin Martinez-Chavez et al. (2015) inhiben
su crecimiento con 100 ul de caldo de cultivo
sumergido suplementado con tiamina, en 1 ml del
caldo Muller Hintom (BD Difco, Francia)
utilizado para la prueba. De manera similar los
resultados se reproducen para las cepas
susceptibles al antibidtico de prueba, asignadas
con los numeros 1821, 1851 y 1017, segin el
mismo autor, pero con sélo 50 ul del caldo de
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cultivo sumergido suplementado con tiamina.
Ademas, se puede apreciar la reproducibilidad que
confirma los resultados para las cepas certificadas y
que se corrieron junto con ¢l experimento para
cepas resistentes y susceptibles a dicho antibiotico.

Figura 6. Efecto del sinergismo del caldo de cultivo micelial de G.
sichuanense cepa Gc73 con las Poliaminas: Putrescina, Espermidina y
Equmﬁna, con la CMI para cepas de bacterias utilizadas en las pruebas
previas.

En general se espera que los constituyentes
quimicos de hongos difieran entre especies del
mismo género (Loyd et al., 2018). Segin reportes
previos dichas moléculas en este tipo de cultivo
corresponden a alcaloides, terpenoides y de
naturaleza fenolica (Ofodile er al, 2011; Yihuai et
al., 2003; Ofodile, 2006), asi como algunos
metabolitos secundarios que inclusive muestran
efecto contra Pseudomonas aeruginosa resistente a
antibioticos sintéticos como lo mencionan
(Demain, 2009). El cultivo sumergido incrementa
la produccion de acido ganodérico utilizando
distintas estrategias de desarrollo (Baby et al.,
2015) y el trabajo de Djide et al. (2014) muestra la
actividad antibacterial de los triterpenoides en el
cuerpo fructifero de G. lucidum. Es importante
enfatizar en los resultados que sugieren un efecto
sinérgico entre triterpenoides y compuestos
esteroides, ademas de los obtenidos con extractos
crudos independientemente del tipo de cultivo de
G. lucidum (Vazirian et al, 2014). También
exopolisacaridos de G applanatum muestran
actividad antibacterial contra Staphyloccoccus
aureus 'y Vibrio fischeri a partir de cultivo micelial,
lo que incrementa la gama de sustancias con dicha
actividad (Osinska-Jaroszuk et al., 2014).

A partir de 200, 100, 50, 25, 12.5 y 2.5 uLL de medio
de cultivo del hongo, en un mL de caldo MH, asi

como la adicion de 1,240 pg/mL de las tres PAs se
desarrollaron las pruebas de susceptibilidad.
Staphylococcus aureus ATCC 51811 y 6538, asi
como  Enterococcus fecalis ATCC 29212
mostraron ser susceptibles a 50 puL/mL de caldo
MH. Ademas, se puede observar que presenta
susceptibilidad Bacillus subtilis ATCC6633 a 12.5
y Micrococcus luteus ATCC 9341 a 25 ul de
medio de cultivo sumergido, respectivamente. Asi
mismo, podemos observar en la Figura 6 que la
adicién de PAs inhibe desde los 2.5 ul de medio
de cultivo sumergido, pero a concentraciones de
50 y 100 pl de medio de cultivo sumergido no se
inhibe el crecimiento para Enterococcus fecalis
ATCC29212, y no es hasta 200 pL/mL de caldo
MH que se logra su total inhibicion.

Los resultados son congruentes con estudios
previos realizados por nuestro grupo de trabajo,
excepto para Enterococcus fecalis ATCC29212,
probablemente debido a que sintetiza una enzima
homologa a N-acetiltransferasas del metabolismo
de PAs, que tiene como sustrato a las mismas
PAs y les confiere mayor virulencia en mutantes
de dicha especie (Martini et al., 2015).

Cuadrol. Sinergismo del caldo de cultivo para Ganoderma sichuanense

cepa Gc73 (50 pL/mL de medio Muller Hilton) con las PAs Putrescina,
Espermidina y Espermina a 1,240 pg/mL de medio Muller Hinton.

Penicilina 150 Putrescina

. Espermidinal,2 Espermina
Bacterias pg/ mL

1240 pg/mL 40 pg/mL 1,240 pg/mL

Bacillus subtilis 6633 No crece crece No crece No crece

Staphylococcus aureus

51811 No crece

No crece crece No crece

Staphylococcus aureus

6538 No crece

No crece crece No crece

Enterococcus faecalis

N
20212 0 crece crece crece Crece

Micrococcus luteus 9341 No crece No crece No crece No crece

Para probar el sinergismo de sustancias ubicuas y
con actividad antibacterial como las PAs. Se usé de
manera individual 50 pL/mL de medio de cultivo
de G. sichuanense de la cepa Gc¢73. En el Cuadro 1
se pueden observar los resultados correspondientes
y que sugieren un sinergismo muy marcado para
Micrococcus luteus ATCC9341, dado que las tres
PAs en forma individual inhiben su desarrollo. No
asi para el resto de las cepas en estudio y
especificamente para Putrescina. En el caso de
Espermidina y Espermina parece existir un efecto
sinérgico para todas las cepas, y nuevamente
exceptuando a Enterococcus faecalis ATCC 29212.
A este respecto el grupo de Igarashi en 1977 utilizd
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sistemas libres de células a partir de Micrococcus
luteus para estudiar el efecto de las PAs en la
degradacion del ARN por la polinucledtido
fosforilasa donde observo que Espermina se une
mas al acido ribonucleico que a la enzima y donde
sugiere que el fendmeno puede ser muy similar in
vivo (Igarashi et al., 1977). Asi mismo, Micrococcus
luteus 'y otras bacterias usadas como modelos
permitieron demostrar la interaccion de las PAs
con el DNA para su condensacion (Deng et al.,
2000) lo que podria explicar nuestros resultados en
dicha cepa. Para el caso de Enterococcus faecalis se
ha descubierto una mutante que permite asociar el
incremento de su virulencia con el metabolismo de
las PAs, lo que parece aumentar su resistencia al
sinergismo propuesto aqui (Martini et al., 2015).

Sinergismo Antibacteriano de medio de cultivo #/&. sichuanense y PAs
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Figura 7. Fotografia del gel bidimensional especifico para determinar la
presencia de péptidos antimicrobianos en el extracto de G. sichuanense
cepa Gc73, entre otras muestras que se corren de rutina en el
laboratorio de péptidos naturales del Dr. Alfonso E. Islas Rodriguez.

La técnica de electroforesis para determinar la
presencia de péptidos antimicrobianos permitid
identificar bandas (Figura. 7) en muestras frescas,
no asi en muestras congeladas durante 30 dias
(datos no presentados). Sin embargo, el efecto del
caldo de nuestro interés contra las bacterias
perdura aun después de meses de almacenamiento,
por lo que se puede descartar dicha actividad so6lo
para péptidos antimicrobianos. Ademas, la
inestabilidad in vivo se considera la principal
objecion para su uso farmacéutico, entre otras
desventajas como su actividad hemolitica cuando
se intenta usarlos de manera sistémica, lo que
limita su aplicacién por la via topica solamente
(Arenas et al., 2016).

Las pruebas con el liofilizado del caldo de cultivo
sumergido de G sichuanense cepa Gc73
suplementado con tiamina mostraron resultados
negativos al efecto antibacteriano (datos no
presentados). Esto se puede explicar debido a la
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disminucion en el contenido de agua que altera las
interacciones moleculares, lo cual provoca que se
pierda el efecto antibacteriano mostrado por el
caldo liofilizado, esta aseveracidén coincide con lo
publicado por Suhnel et al. (2009). Otra
explicacion para este fendmeno la menciona
Valentdo y col. (2002) quien demostré que el
cambio de concentracién, mediante la liofilizacion,
puede llevar a resultados contradictorios, por
egjemplo, en la capacidad antioxidante de
sustancias de origen natural.

En el presente trabajo se desarrollaron pruebas de
efecto antibacterial del caldo de cultivo total y
fraccionado por distintas y faciles técnicas de
separacion en cepas de bacterias ATCC y cepas
resistentes 'y susceptibles a estreptomicina
colectadas de muestras de carne que se expende
comercialmente (Martinez-Chavez et al., 2015),
ademas se corrio en gel de electroforesis para
separar péptidos obteniendo
bandas que podrian corresponder a dichas
moléculas y que muestran su estabilidad solo al
poco tiempo de su congelacion. Queda para
estudios posteriores la caracterizacion de las
sustancias  bioactivas asociadas al efecto
antibacterial, asi como el efecto de la
suplementacion con tiamina en el cultivo micelial.

antimicrobianos

Conclusiones

Los resultados obtenidos sugieren al caldo de
cultivo de G. sichuanense cepa G¢73 suplementado
con tiamina como una fuente de agente(s)
antibacterial(es). Dado que, dicho caldo de cultivo
se produce en cantidades industriales para su
comercializacion, al elaborarlo a gran escala puede
presentar reproducibilidad aceptable y debido a
las evidencias obtenidas en el presente trabajo.
Ademas, el sinergismo observado con PAs sugiere
la participacion de éstas en la incorporacion de
sustancias provenientes de Ganoderma.
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