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RESUMEN

Uno de los principales problemas que enfrenta la comunidad cientifica en la actua-
lidad, es la aparicién cada vez mds frecuente de cepas bacterianas patdgenas resis-
tentes a los antibidticos y antimicrobianos existentes, porque dichos gérmenes tienen
la capacidad, bajo determinadas circunstancias, de hacerse inmunes a tales agentes
quimicos; por tanto, es necesaria la busqueda de nuevos agentes antibacterianos.
Para este propdsito, una buena fuente puede provenir de los insectos sociales, los
cuales han desarrollado como estrategia de supervivencia la produccién de agentes
bactericidas para proteger sus colonias. Este trabajo se centr en determinar si ciertas
hormigas que se adaptaron a los 4mbitos urbanos, tienen esta actividad. Para ello, se
capturaron hormigas de los géneros Crematogaster sp. y Solenopsis sp., que se some-
tieron a procesos de extraccidn por maceracion, obteniéndose extractos etandlicos
totales, muy poco hidrosolubles, los cuales se evaluaron a diferentes concentraciones
sobre cepas de bacterias Gram negativas (Klebsiella pnewmoniae'y Psendomonas aeru-
ginosa) y Gram positivas (Bacillus subtilis spizizenii y Staphylococcus aureus), encon-
trando actividad inhibitoria al crecimiento en diferentes grados sobre todas ellas,
incluyendo una S. aureus resistente a los antibidticos Amoxicilina/Ac. Clavuldnico,
Ampicilina/Sulbactam y Ceftriazona/Oxacilina; por tanto, estas especies se pueden

clasificar como promisorias en la bisqueda de nuevos agentes antimicrobianos.
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SUMMARY

Antibacterial activity extracts of the ant genera
Crematogaster and Solenopsis

One of the main problems faced today by the scientific community is the increas-
ingly frequent occurrence of pathogenic bacterial strains resistant to current antibi-
otics and antimicrobial, because these germs are able, under certain circumstances,
to be immune to such chemicals, it is therefore necessary to pursue the search for
new agents. For this purpose, a good source can come from social insects, which
have developed as a survival strategy, the production of bactericidal agents to protect
their colonies. The purpose of this work was to determine if certain ants that have
adapted to urban environments, have antibacterial activity and to what extent. For
this purpose, ants of the genus Crematogaster sp. and sp. Solenopsis were captured
and subjected to extraction process by maceration, yielding total ethanolic extracts,
very little soluble, which were evaluated at different concentrations on Gram nega-
tive bacteria strains (Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa) and Gram
positive (Bacillus subtilis spizizenii and Staphylococcus aureus), finding growth inhib-
itory activity at different degrees over all strains, including an S. aureus one resistant
to antibiotics Amoxicillin/Clavulanate, Ampicillin/Sulbactam, Ceftriaxone and
Oxacillin; therefore, these species can be classified as promising in the search for

new antimicrobial agents.

Key words: Crematogaster, Solenapsis, ants, bactericidal activity.

INTRODUCCION

El uso de productos naturales con propiedades terapéuticas, es tan antiguo como el
hombre mismo, quien por observacién y experimentacién empirica (ensayo y error),
acumulé durante siglos gran conocimiento para el tratamiento de sus problemas de
salud. Hoy dia, el impacto de los productos naturales como ingredientes activos en
productos farmacéuticos comerciales sigue siendo enorme. De los 252 farmacos consi-
derados como bdsicos y esenciales por la Organizacion Mundial de la Salud (oms), el
11% son exclusivamente originados de plantas [1]; ademds, los productos naturales y
sus derivados representan mas del 50% de los medicamentos de uso clinico en el mundo
[2]. Igualmente, desde que Alexander Fleming descubrié por accidente la penicilina
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[3], los microorganismos comenzaron a ser fuente de firmacos, principalmente anti-
bidticos y otros microbicidas [4]. A pesar de lo anterior, existe una fuente relativamente
poco explorada en la busqueda de compuestos activos antimicrobianos: los insectos. Su
éxito evolutivo se ve reflejado en su nimero y hébitats colonizados durante 500 millo-
nes de afios, tanto, que el numero de especies de plantas y microorganismos juntos, son
apenas la mitad de aquellos [5] (figura 1). Parte de la estrategia para alcanzar tal logro se
encuentra en el desarrollo de poderosos sistemas de defensa contra infecciones [5].

Los insectos sociales —hormigas, abejas, avispas y termitas— viven en condiciones de
hacinamiento en comunidades conformadas por enormes cantidades de individuos, en
microambientes humedos y tibios, que constituyen un ambiente ideal para las enfer-
medades infecciosas potencialmente letales para las colonias [6], pero estas no desapa-
recen; de hecho, la longevidad de una colonia estd determinada por la vida de la reina,
que puede extenderse hasta por quince afios [7].

Microorganismos
27%

N

Plantas
2%

Vertebrados V
0,4%

Otros invertebrados

4%

Insectos

Otros artrépodos 61%

6%

Figura 1. Porcentaje de especies vivas por categoria.

Las hormigas, uno de los cuatro insectos sociales, han creado y adaptado defensas quimi-
cas para sostener sus nidos. Las principales fuentes de estas armas quimicas de defensa se
localizan en las glindulas metapleurales (GMP) y las glindulas mandibulares (Gm). Ade-
mds, algunasespecies, comolas cortadorasde hojas (Azza spp., Acromyrmexspp.), viven de
manerasimbi6ticaconbacteriasalojadasensuabdomenqueproducenagentesantisépticos.
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Las GMP, cuyas aperturas se localizan justo por encima del punto donde el tercer par
de patas articula con la parte trasera del térax [8, 9], producen una secrecién lipidica
con componentes que se han identificado en algunas especies —écido acético, 4ci-
dos grasos de cadena corta, media y larga, y-lactonas, y-cetodcidos— [10, 11]. Veal,
Trimble y Beattie [12] evaluaron la actividad antimicrobiana de secreciones de esta
gléndula de la especie Myrmecia gulosa (hormiga toro australiana), encontrando acti-
vidad de amplio espectro sobre microorganismos Gram positivos, Gram negativos y
hongos. Una especie en donde esta glindula se considera de especial importancia, es
en la cortadora de hojas Acromyrmex octospinosus, ya que tales secreciones deben pro-
tegerlas a ellas y al hongo que cultivan en sus nidos y les sirve de alimento [13]. En sus
secreciones se encontraron, aparte de los compuestos nombrados anteriormente, 4cido
indolacético y mymicacina [10, 13]. Tales secreciones mostraron actividad antimicro-
biana sobre bacterias (Bacillus subtilis y Pseudomonas stutzeri) y sobre hifas y esporas
de varios hongos [11]. Sobre el abdomen de esta misma Acromyrmex, se identificé una
bacteria simbidtica del género Strepromyces, capaz de producir antibiéticos macrélidos
tipo candicidina, activos contra el microhongo patégeno Escovopsis sp., que ataca al
hongo Leucoagaricus sp., alimento cultivado por dichas hormigas en sus nidos sobre
las hojas que cortan en el bosque [14]; igualmente, en la cuticula de estas, se encontrd
una bacteria del género Pseudonocardiaceae, productora de antibiéticos activos contra
el mismo patégeno [15].

La GM, que es constitutiva de las glandulas salivales [16], en muchas hormigas también
produce agentes antisépticos. Brough (1983) [17] describié actividad tanto inhibito-
ria como bactericida de secreciones mandibulares de la especie Calomyrmex sp., secre-
ciones de la GM de Atta sexdens rubropilosa, mostraron actividad inhibitoria sobre la
germinacién de conidios del hongo Borrytis cinerea Pers. Fr., hongo fitopatogénico de
multiples plantas de importancia econdmica [18]. En esta misma gldndula, pero en la
especie Pachycondyla goeldii, se identificaron una serie de 15 péptidos denominados
ponericinas, con actividad antibacterial ¢ insecticida [19].

El género Crematogaster esta conformado por més de 780 especies y 85 subespecies que
pertenecen a 15 subgéneros que se distribuyen por todo el mundo [20, 21]. La especie
evaluada en este trabajo es de hébitat fundamentalmente arboricola; cabeza y térax
de color pardo oscuro y abdomen negro, con la caracteristica terminacién de este en
punta, que se estrecha en el dpice tomando la apariencia de un corazén. Forman filas
que siguen caminos invisibles durante dias, por lo que la estrategia de captura consistié
en aspirarlas de estos caminos. Las hormigas del género Solenopsis, llamadas comun-
mente candelillas u hormigas de fuego, se distribuyen ampliamente por todo el mundo
con mis de 285 especies [21, 22], y han llegado a considerarse una verdadera plaga en
muchas partes [23]. Aunque se alimentan principalmente de plantas tiernas, semillas
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e insectos muertos, pueden incluso atacar animales pequenios hasta matarlos, para lo
cual emplean una ponzona ubicada en el abdomen que inyecta un veneno tipico del
género, rico en alcaloides piperidinicos [24-26], responsables del caracteristico dolor
quemante de su picadura, y de multiples reacciones anafilécticas en humanos [27, 28].
No es dificil encontrarlas en las basuras o alimentandose de animales muertos en des-
composicion. Este hecho en particular llamé la atencién hacia esta investigacion, ya que
pueden caminar y alimentarse en lugares y con elementos muy contaminados micro-
biolégicamente, sin que aparentemente esto afecte a la colonia. Pueden responden por
esta realidad las secreciones de las GMP y GM, junto con la de su ponzona de la que se
han reportado actividades antibacterianas [29].

En el presente trabajo, se evalud la actividad antibacteriana de extractos de hormigas de
estos dos géneros, capturados en el casco urbano de la ciudad de Cartagena, con el pro-
pdsito de evaluar su actividad antibacterial, y establecer si serfan candidatas a estudios
posteriores de separacion e identificacién de compuestos activos antimicrobianos.

METODOLOGIA

La captura de la hormiga Crematogaster sp., conocida como “acrébata’, se realizé en el
casco urbano de la ciudad de Cartagena (10°21'06.42" N; 75°25'48.44" O. Altitud:
20 msnm), en un rbol de Tabebuia rosea (guayacin rosado) en el cual tienen su nido
disperso en todo el tronco debajo de trozos de corteza seca, y por el que deambulan
permanentemente. La Solenopsis sp., se capturd igualmente en la ciudad, en una unidad
residencial (10°24°55.60" N; 75°31'56.00” O. Altitud: 5 msnm). Se instalaron tram-
pas con cebos cérnicos, los cuales, al cabo de un par de horas, estaban cubiertos por una
capa de hormigas. Capturadas, ambas especies se sacrificaron introduciendo los frascos
y trampas en cajas de poliestireno expandido (Icopor) provistas de hielo seco. El gas
carbonico y el frio desprendido de este, las anestesia y congela en una sola operacién,
preservando los componentes de interés [30, 31].

En el laboratorio las masas de hormigas se limpiaron de polvo, tierra, hojas pequenas
y todo elemento extrafio, para proceder a secarlas en estufa a 40 °C (horno Memmert,
UL 50) por 12 horas. Algunas unidades individuales fueron capturadas e introducidas
en tubos plasticos pequenos con alcohol al 96%, y enviadas al Instituto de Ciencias
Naturales de la Universidad Nacional de Colombia para su identificacién (Voucher

Z00-016).

Los extractos etandlicos totales a partir de las hormigas secas se prepararon de la
siguiente manera: se tomaron 10 gramos de hormigas secas de cada especie, y se mace-
raron con 50 mL de etanol 96% por 24 horas, a final de las cuales el alcohol se evapord
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en estufa a 40 °C durante una semana hasta obtener un s6lido marrén (Cremarogaster)
y un liquido aceitoso rojo (Solenopsis), que pesaron 253 mgy 3.000 mg para rendimien-
tos del 2,53% y 30%, respectivamente, que se guardaron bajo refrigeracion en tubos
plasticos herméticos.

El ensayo de actividad antibacterial se desarroll6 sobre cepas de K. preumoniae (ATCC
13883), P, aeruginosa (ATCC 17503), B. subtilis spizizenii (ATCC 6633) y S. aureus
(ATCC 10832). Ademas, se utiliz6 una cepa de S. aureus aislada en el laboratorio de
microbiologia del Hospital de Bocagrande (Cartagena), resistente a los antibidticos
Amoxicilina/Ac. Clavulanico, Ampicilina/Sulbactam y Ceftriazona/Oxacilina. Se
verificé la viabilidad de cada uno de los microorganismos usados replicindolos en agar
tripticasa de soya (TsA), e incubdndolos durante 24 horas a 37 °C, para asegurar que
las bacterias se encontraran en su fase de crecimiento exponencial. De alli, las colonias
mds homogéneas se suspendieron en caldo de tripticasa de soya (TSB) y se estandarizé
la densidad bacteriana de cada cepa utilizando una solucién estindar de turbidez de
BaSO,, equivalente a 0,5 en la escala de McFarland (1,5 x 10° UFC/ml) [32]. La tur-
bidez del esténdar fue verificada en espectrofotémetro (Shimadzu UV-1700), a valores
entre 0,08 — 0,10 a 625 nm. Cada caja de Petri con agar TsA dividida en cuatro partes,
se sembrd con el indculo estandarizado con asa estéril frotando de ida y vuelta de un
borde al otro garantizando la distribucién homogénea del mismo.

Los extractos de las hormigas se diluyeron para evaluarse a diferentes concentraciones.
En cabina microbioldgica de flujo laminar, el extracto de Crematogaster se adicioné con
100 uL de dimetil sulféxido (DMs0) y 400 uL de agua estéril, para obtener una solu-
cién madre de 506.000 ppm. Una alicuota se diluyé con agua estéril (AE) para obtener
una solucién a 100.000 ppm, en las que la concentracién de DMSO no superd el 4%, de
alli, se hicieron soluciones seriadas para obtener concentraciones de 50.000, 25.000 y
12.500 ppm. Soluciones menores no se pudieron preparar, pues por ser extractos tan
lipofilicos, se enturbian al adicionar el AE. El extracto de Solenopsis se manej6 de forma
un poco diferente, debido a sus caracteristicas aceitosas. 300 mg del aceite obtenido, se
adicionaron con 10 #L de DMs0 y se diluyé ala mitad con AE, pero al intentar hacer la
siguiente disolucion, esta se enturbiaba, de manera que este extracto solo se pudo traba-
jar puro y al 50%, ya que no era posible emplear cantidades mayores de DMso, debido
a su toxicidad sobre las bacterias.

Para la siembra de los extractos, se impregnaron 10 uL de cada dilucién en discos de
papel de filtro estériles de 5 mm de didmetro, que se dispusieron sobre las cajas recién
inoculadas con cada una de las bacterias. Se incub6 por 48 horas a 37 °C para determi-
nar el halo de inhibicién logrado por cada dilucién. El ensayo se realizé por cuadrupli-
cado, empledndose como control negativo discos de papel impregnados con 10 uL de
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DMSO al 4% (experimentalmente, se encontrd que a esta concentracion no se afectaron
las bacterias) y gentamicina (60 ug/disco) como control positivo.

Se calcularon las medias de los halos de inhibicién y se emple6 el siguiente criterio cua-
litativo para determinar la actividad del extracto: (-) inactivo, ausencia de halo de inhi-
bicién; (£) poco activo, inhibicién del crecimiento en el lugar de contacto del papel;
(+) medianamente activo, halo de inhibicién menor de 9 mm y (++) activo, halo de
inhibicién mayor de 9 mm [33].

RESULTADOS Y DISCUSION

La aparicién cada vez mds frecuente de cepas resistentes a los antibidticos actuales
preocupa cada vez mis a la comunidad cientifica [34-36]; por tanto, la busqueda de
nuevos agentes antibidticos, sean de fuentes naturales o sintéticas, es una necesidad
apremiante. De acuerdo con los resultados alcanzados, que se presentan en la tabla 1,
las hormigas pueden ser un buen punto de partida. Se evaluaron tres tipos de bacterias
de reconocida patogenicidad (S. aureus, P. aeruginosa'y K. pneumoniae) que presentan
con gran frecuencia problemas a la comunidad médica y cientifica en general.

S. aureus es un patdgeno que puede causar multiples infecciones en individuos tanto
sanos como inmunodeficientes. Su resistencia a los antibidticos comunes estd en cons-
tante crecimiento, tanto que se estima que del 50% al 90% de las cepas asiladas presen-
tan resistencia a la oxacilina y meticilina y muchas ala vancomicina [37-39]; resulta, por
tanto, interesante encontrar que extractos de ambas especies de hormigas inhibieron el
crecimiento de ambas cepas de S. aureus (ATCC 10832 y la resistente). En particular,
el extracto puro de Solenopsis alcanzé un halo de inhibicién sobre la ATCC compara-
ble ala gentamicina, en tanto que los de Crematogaster fueron activos sobre la resistente
a 100.000 y 50.000 ppm. P aeruginosa es un germen oportunista que también esta
relacionado con enfermedades nocosomiales, ocasionando la mayoria de aislamientos
principalmente en pacientes inmunodeprimidos; provocando multiples infecciones
[40]. Presenta preocupante resistencia a muchos antimicrobianos de uso clinico, inclu-
yendo la mayoria de las penicilinas, las cefalosporinas de primera, segunda y tercera
generacion, las monobactamas, aminoglicésidos y fluoroquinolonas, entre otras [41,
42]. Los extractos de ambas hormigas fueron eficaces sobre ellas a niveles similares a los
de la cepa anterior. Por su parte, K. pneumoniae, bacilo acrobio, también estd asociado
con infecciones nocosomiales en infantes prematuros y pacientes en cuidados intensi-
vos; producen neumonias, infecciones urinarias e infecciones de heridas quirtrgicas
(43, 44]. Sobre esta cepa, Crematogaster logré cierto grado de inhibicidn, en tanto que
Solenopsis escasamente logré inhibir el crecimiento en el punto de contacto del papel
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con el agar inoculado. B. subtilis subsp. spizizenii, no suele ser una bacteria patdgena
sino benéfica; de hecho, se emplea como un probidtico que ayuda a regular la flora
intestinal [45-47]. En este trabajo se empled por ser una bacteria Gram positiva, pues
se pretendia saber si los extractos son de amplio espectro (activos sobre gérmenes Gram
positivos y negativos), lo cual resulté ser cierto.

Los resultados antibacterianos alcanzados por Crematogaster sp. son muy interesantes,
pues su estilo de vida no parece estar relacionado con habitats particularmente conta-
minados, aunque si con la defensa de los mismos. De hecho, las hormigas obreras de la
especie Crematogaster inflata, poseen las GMP mds grandes entre las hormigas (respecto
a su tamaio corporal), cuya secrecién es usada como defensa quimica contra predado-
res [48]. Otra posibilidad puede estribar en el hecho de que las hormigas de este género
conviven en mutualismo con ciertas plantas [49, 50]. El nido de la especie estudiada
no se encontrd en un agujero determinado en el guayacdn rosado que correspondia a
su hébitat, sino que estaba repartido debajo de secciones de corteza apartadas unas de
otras, alli fueron hallados huevos al cuidado de sus hermanas; por tanto, es muy pro-
bable que esta hormiga proteja con sus secreciones al drbol para prevenirle infecciones,
mientras que este les proporciona hospedaje y alimento. Los resultados encontrados
sobre la Solenopsis si eran més predecibles, dado sus habitos carroneros observados. Su
extracto etandlico no se pudo llevar a sequedad, sino que se obtuvo un producto acei-
toso de color rojo brillante, muy diferente al obtenido de Crematogaster. Esto significé
dos cosas: que los agentes antimicrobianos son muy poco polares, y que el cuerpo de
esta especie acumula mds grasa que otras. Este material de aspecto lipidico no permitié
hacer diluciones seriadas de concentraciones conocidas para siembras en agar, donde
se requiere la migracién de los compuestos en un medio polar; pero los resultados,
positivos en todas las cepas bacterianas, son promisorios, pues estimamos que de llegar
a sequedad, los compuestos secos estarfan diez veces mds concentrados.

Los extractos obtenidos de las hormigas analizadas, demostraron tener actividad anti-
bacteriana tanto en bacterias Gram positivas como negativas, que merecen seguir siendo
explorados. Por tratarse de extractos totales, los compuestos activos pueden encon-
trarse muy diluidos; ademds, por ser tan lipofilicos, su migracién en el agar se pudo ver
comprometida. No obstante lo anterior, los resultados son muy promisorios; por tanto,
seria muy recomendable un fraccionamiento cromatografico biodirigido para aislar el o
los compuestos activos responsables de la actividad antibacterial encontrada.
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