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RESUMEN

El incremento de resistencia de los microorganismos patdégenos hacia los antibiéticos
es una seria amenaza en la Salud Publica lo que crea la imperiosa necesidad de
identificar nuevos antimicrobianos procedentes de ambientes antes no explorados.
El objetivo principal del presente trabajo fue aislar, caracterizar y determinar la
capacidad antimicrobiana de actinomicetos asociados a hormigas cortadoras de hojas
frente a bacterias (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, S.aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC
6633, Enterococcus faecalis ATCC 51922) y levaduras (Candida albicans ATCC 98028,
C.albicans ATCC 7516, C.albicans ATCC 10231, C.tropicalis ATCC 7206,
C.parapsilosis ATCC 7307). Se aislaron 30 actinomicetos, en su mayoria caracterizadas
fenotipicamente como Streptomyces sp. Los actinomicetos HAA-16 y HAA-17
presentaron porcentajes de inhibicién significativos (87% y 86% respectivamente) frente
a C. albicans ATCC 10231. Asimismo, el actinomiceto HAA-4 present6 actividad
inhibitoria de amplio espectro frente a bacterias (S. aureus ATCC 25923 y E. faecalis
ATCC 51922) y la levadura (C. albicans ATCC 7516). Los extractos organicos de la cepa
HAA-17 obtenidos con acetato de etilo y diclorometano presentaron la mayor actividad
antifungica frente a las levaduras del género Candida. Asimismo, la Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI) del extracto de acetato de etilo de HAA-17 fue de 3,25 mg/mL
frente a C. albicans ATCC 7516 y C. parapsilosis ATCC 7307. El andlisis de la region
parcial ADNr 16S revel6 la presencia de cepas pertenecientes al género Streptomyces.
En conclusiéon, los actinomicetos asociados a hormigas cortadoras de hojas Atta
cephalotes son excelentes productores de compuestos bioactivos capaces de inhibir
microorganismos patdégenos de importancia clinica, confirmando su potencialidad de
producir compuestos bioactivos de interés biotecnologico.

Palabras claves: productos naturales, actinobacterias, Atta, antagonismo,

Streptomyces, bioactivos



ABSTRACT

The increasing of resistance from pathogenic microorganisms against antibiotics is a
serious risk to public health, which creates the neediness to identify new antimicrobians
from environments unexplored. The principal objetive of this study was to isolate,
characterize and determine the antimicrobian capacity of actinomycetes associated to
leaf-cutter ants againts bacteria (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Staphylococcus aureus ATCC 25923, S.aureus ATCC 6538,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 51922) and the yeast
(Candida albicans ATCC 98028, C.albicans ATCC 7516, C.albicans ATCC 10231,
C.tropicalis ATCC 7206, C.parapsilosis ATCC 7307). 30 actinomycetes strains were
isolated, most of them characterized phenotypical as Streptomyces sp.
Actinomycetes HAA-16 and HAA-17 presented significant inhibition percentages
(87% and 86% respectively) against C. albicans ATCC 10231. Likewise, the
actinomycete HAA-4 showed a wide spectrum inhibition activity against bacteria
(S. aureus ATCC 25923 and E.faecalis ATCC 51922) and yeasts (C. albicans ATCC
7516). Organic extracts of the HAA-17 strain obtained with ethyl acetate and
dichloromethane showed the highest antifungal activity against yeasts of the genus
Candida. Likewise, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the ethyl acetate
extract of HAA-17 was 3.25mg/mL against C. albicans ATCC 7516 and C. parapsilosis
ATCC 7307. The analysis of the 16S rDNA partial region revealed the presence of strains
belonging to the genus Streptomyces. In conclusion, the actinomycetes associated to
leaf-cutter ants are excellent producers of bioactive compounds that can inhibit patogenic
microorganisms of clinic importance, confirming their potencial to produce bioactive

compounds of biotecnologic interest.

Keywords: natural products, actinobacteria, Atta, antagonism, Streptomyces,

bioactive



1. INTRODUCCION

Las hormigas cortadoras de hojas de la tribu Attini son exclusivas del continente
americano y particularmente de la Regién Neotropical. Se encuentran ampliamente
distribuidas en casi todo el territorio, desde el Sur de Norteamérica hasta la Patagonia,
ocupando una gran variedad de ambientes (selvas, pastizales, bosques, estepas)
(Folgarait & Farji-Brener 2005). Se caracterizan por presentar una simbiosis mutualista
con hongos basidiomicetos (Agaricales: Lepiotaceae: Leucocoprineae), los cuales se
benefician de la asociacion ya que son propagados vegetativamente y cultivados por
estas hormigas como alimento en camaras especializadas de sus nidos
(Holldobler & Wilson 2009).

Las hormigas cortadoras estan amenazadas por patégenos fungicos especializados,
principalmente por el hongo Escovopsis sp. (Ascomycota: Hypocreales anamorfico) el
cual demostr6 tener efectos perjudiciales sobre los jardines del hongo simbidtico y, en
consecuencia, en la supervivencia de la colonia de hormigas (Seifert et al. 1995, Currie
et al. 1999b). Es asi que durante mas de diez afos se han llevado a cabo diversas
investigaciones que demuestran que las hormigas obreras defienden sus colonias de
los hongos perjudiciales, a través de una combinacién de mecanismos quimicos y de
comportamiento. Los mecanismos de comportamiento incluyen tareas especificas para
cada casta dentro de la colonia de hormigas; la eliminacién del hongo parésito se lleva
a cabo por parte de las obreras menores que lamen las superficies del jardin y recogen
las esporas en el bolsillo infrabucal, formando pellets que luego depositan en camaras
especializadas de desechos dentro del nido (Gerstner et al. 2011).Entre los mecanismos
guimicos se encuentran las secreciones de agentes antimicrobianos y antifungicos de
las glandulas metapleurales de hormigas y ademas los compuestos antimicrobianos
producidos por actinomicetos presentes en la cuticula de las hormigas cortadoras de

hojas (Fernandez-Marin et al. 2006, Haeder et al. 2009).



Los actinomicetos son un numeroso grupo de microorganismos aerobios cosmopolitas,
presentes en lagos, rios, suelo y estiércol de animales. Se ubican en la superficie del
suelo y son considerados como la fuente mas comun de produccion de antibioticos,
antifangicos y antitumorales (Okami et al. 1976). Los actinomicetos simbibticos son
predominantemente de los géneros Streptomyces, Pseudonocardia y Amycolatopsis.
Estas bacterias se alojan en la cuticula de las hormigas, algunas veces en mayor
concentracion en la propleura, y producen potentes sustancias antibiéticas inhibidoras
de diversos microorganismos patégenos, tales como Escovopsis sp. (Ascomycota:
Hypocreales anamérfico) (Hélldobler & Wilson 2010, Seipke et al. 2011, Yek et al. 2013).
Los actinomicetos del género Streptomyces son ampliamente reconocidos por su
potencial biotecnolégico, siendo los responsables de la produccion de los dos tercios
del total de las moléculas microbianas actualmente comercializadas (Currie et al.
1999a); consideradas también como la fuente natural mas importante de sustancias con

diferentes actividades biolégicas como antibiéticos (Sanz 2005).

Todo antibiético que se introduce en clinica al cabo de cierto tiempo serd inofensivo para
los microorganismos que esta inhibiendo, ya que su uso continuo dara lugar a la
seleccién de aquellas bacterias que poseen algun tipo de mecanismo de resistencia.
La resistencia se desarrolla frente a todas las clases de antibiéticos, ya sean naturales
0 sintéticos, en el curso de un ano a una década o desde su primer uso clinico
(Walsh 2003). Es sabido que el incremento de la resistencia de los patégenos hacia los
antibiéticos es una seria amenaza en la Salud Publica; esto crea la imperiosa necesidad
de identificar nuevos antimicrobianos o de disefar inhibidores de enzimas que confieran
resistencia a antibioticos (Huang et al. 2003). Hoy en dia, el descubrimiento de nuevos
compuestos antimicrobianos y de otros metabolitos secundarios bioactivos requiere la
busqueda de nuevas especies 0 géneros de microorganismos en ambientes no
explorados (Busti et al. 2006). Los estudios referidos a la producciéon antibidtica por

Streptomyces comenzaron alrededor de 1940 y continan en la actualidad, debido



principalmente a la necesidad de encontrar nuevos fa&rmacos eficaces contra bacterias

multidrogorresistentes (MDR) (Waksman & Woodruff 1941).

Esta investigacion busca determinar la capacidad antagonista de actinomicetos
presentes en hormigas cortadoras de hojas (Formicidae: Myrmicinae: Attini), las cuales
forman parte de la mirmecofauna de la Provincia de Leoncio Prado - Huanuco; frente a
bacterias y levaduras patégenas de importancia clinica, las cuales forman parte de la
coleccién de cepas referenciales pertenecientes al Laboratorio de Ecologia Microbiana
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Los resultados serviran como base
para futuros estudios, donde se intente extraer e identificar el principio activo del
actinomiceto con mayor espectro de accion; ademas satisfacer la creciente demanda de
nuevos principios activos, estudios que permitirdn entender el mecanismo de accién y
mejorar la accién en la lucha contra infecciones causadas por microorganismos

patégenos.

Es por ello, que el presente estudio considera que los actinomicetos contribuiran en la
produccion de nuevos metabolitos antibacterianos que pueden controlar la resistencia

microbiana; evidenciando asi su gran importancia para la Salud Publica.



2. MARCO TEORICO

2.1. Hormigas cortadoras de hojas

Las hormigas se destacan dentro del importante grupo taxondémico de los insectos por
su alta diversidad, dominancia numérica e importancia ecologica, constituyendo el 20%
de toda de la biomasa animal (Vittar 2008). Actualmente se reconocen alrededor de
11,500 especies de hormigas, descritas en todo el mundo, de las cuales el 30%
corresponden a la Regién Neotropical y a pesar que esta region es un centro de riqueza
de hormigas y endemismo, la fauna de hormigas de muchos paises neotropicales,

incluyendo Peru, ha sido poco estudiada (Alonso 2010, Fernandez & Sendoya 2004).

La tribu Attini, perteneciente a la subfamilia Myrmicinae, es endémica del Neotrépico y
es uno de los grupos con mayor dispersion geografica, adaptabilidad y éxito evolutivo,
especialmente en Sudamérica, Centroamérica y en el sur de Estados Unidos
(Currie et al. 1999a, Fernandez et al. 2015, Schultz 1999). Attini comprende 16 géneros
y aproximadamente 256 especies, siendo los géneros Acromyrmex y Atta los que
evolucionaron hace 8-12 millones de anos; estos géneros son conocidos como hormigas
cortadoras de hojas y se caracterizan por poseer grandes colonias de hasta varios
millones de individuos (Fernandez et al. 2015). Las diferencias entre los dos géneros
son faciles de distinguir; el género Atta presenta por lo menos 2 pares de espinas
pronotales, no presenta tubérculos en la cabeza, el gaster no presenta tubérculos y es
moderadamente liso, y sus nidos generalmente estan constituidos por monticulos de
tierra suelta, mientras que el género Acromyrmex presenta 4 pares de espinas bien
desarrolladas en el térax, presenta varios tubérculos en la cabeza y sus nidos
generalmente no presentan monticulo. El caracter mas importante es que Acromyrmex
tiene muchos tubérculos en el gaster lo cual nunca ocurre en Atta (Figura 1)

(Fowler et al. 1993).



Figura 1. Morfologia de Acromyrmexy Atta. Tomado de Anglada et al. 2013.

Las hormigas cortadoras de hojas presentan una simbiosis mutualista con hongos
basidiomicetos, los cuales se benefician de la asociacion porque son propagados
vegetativamente y cultivados por estas hormigas como fuente de alimento para sus
crias, por lo cual a las Attinas también se les conoce como hormigas cultivadoras de
hongos (Hoélldobler & Wilson 2010, Kannowski 1972, Keller & Gordon 2010).
La gran mayoria de estos hongos, pertenecen a los géneros Leucoagaricus y
Leucocoprinus, que pertenecen a la tribu Leucocoprineae de la familia Lepiotaceae
(Basidiomycota: Agaricales) (Vo et al. 2009). La relacién ectosimbiética obligada entre
las hormigas y el hongo permite que las plantas que no pueden ser utilizadas
directamente como alimento de las arrieras por su efecto insecticida o fago-inhibidor, si
pueden ser aprovechadas como nutrientes del hongo, el cual posee mecanismos para
combatir estos compuestos antialimentarios naturales de las plantas. Las larvas de las
cortadoras son alimentadas con el hongo que cultivan sus hermanas adultas. En su
saliva, las hormigas poseen quitinasas, las cuales consisten en enzimas utilizadas para
la degradacion de la pared celular de los gongilidios. Estos a su vez son estructuras

especializadas que el hongo simbionte expone al consumo de las Attini y que consisten
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en células hifales ensanchadas (Serna & Correa 2003). En esta simbiosis también
participan varios organismos, entre los que se encuentran bacterias filamentosas de
actinomicetos pertenecientes a los géneros Streptomyces, Pseudonocardia y
Amycolatopsis; entre otras bacterias presumiblemente provenientes del suelo, las que
también participan en la interaccion multitréfica (Holldobler & Wilson 2010, Seipke et al.
2011, Yek et al. 2013). Estas bacterias se alojan en la cuticula de las cultivadoras,
algunas veces con mayor concentracion en la propleura, y producen potentes sustancias
antibiéticas inhibidoras del crecimiento de Escovopsis sp; un hongo parasito que invade
los jardines del hongo cultivado por Attini (Figura 2) (Ariniello 1999, Gerstner et al. 2011,
Holldobler & Wilson 2010). Ademas, existen otros dos microorganismos que se
encuentran involucrados en la ecologia de la simbiosis: a) una levadura negra que se
adhiere a la cuticula de las cultivadoras, se alimenta de Pseudonocardia y afecta
negativamente su eficiencia antibitica; y b) bacterias fijadoras de nitrégeno,
probablemente del género Klebsiella, que facilitan el cultivo del hongo simbionte. Las
bacterias fijadoras de nitrdgeno se encuentran comiunmente en vegetales del orden

Fabales (Holldobler & Wilson 2010, Seipke et al. 2011).

Leucocoprini

Streptomyces

Escovopsis

Figura 2. Mutualismo entre la Tribu Attini, Streptomyces 'y el hongo Leucocoprinus.

Streptomyces produce antibiéticos contra Escovopsis sp. Tomado de Schultz 1999.
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La proteccién por parte de las hormigas cortadoras de hojas es crucial cuando los
patégenos microbianos los invaden, lo que explica que produzcan compuestos con
propiedades antibiéticas (Poulsen et al. 2002). La mayoria de las especies de hormigas
anidan en el suelo, es decir, en un habitat adecuado para que los microorganismos de
vida libre puedan causar infecciones a la colonia. Estudios experimentales han
demostrado que el control de infecciones es una funcién primaria de las glandulas
exocrinas metapleurales, Unicas en las hormigas; estas son un par de estructuras
ubicadas en el extremo posterolateral del térax de las hormigas, que sintetizan una serie
de compuestos antibacterianos y antifungicos (Bot et al. 2002, Fernandez-Marin et al.
2006, Gerstner et al. 2011). Las secreciones de las glandulas metapleurales se
extienden por la cuticula de las hormigas y son transferidas entre ellas para combatir y
prevenir el desarrollo y la propagacion de enfermedades dentro de la colonia. Las
secreciones de las glandulas de las hormigas cortadoras de hojas del género Atta estan
constituidas por compuestos quimicos tales como geraniol, acidos fenilacético e
indolacético (De Lima et al. 2009). Es asi que tanto las secreciones de las glandulas
metapleurales como los actinomicetos, estan presentes en la cuticula de las hormigas
cortadoras de hojas; en consecuencia, se ha investigado su interaccion, encontrando
gue dichas secreciones controlan el crecimiento de los simbiontes microbianos sobre

los cuerpos de las hormigas (Currie et al. 2006).

2.2. El género Atta

Las hormigas cortadoras de hojas del género Atta se caracterizan por presentar dos
pares de espinas o protuberancias (en algunas especies) pronotales y un par sobre el
propodeo. El opistogaster no presenta tubérculos y es moderadamente liso y brillante a
comparacion del género Acromyrmex que si posee tubérculos. Las mandibulas son
grandes, sus antenas presentan 11 segmentos (un escapo y funiculo de 10 segmentos)

(Fernandez et al. 2015).



Uno de los efectos notables causados por la colonizacion de Atta es la aparicién de
nidos u hormigueros que se distinguen por la presencia de monticulos de tierra suelta
(Figura 3), producto de excavaciones en el suelo para construir subterraneamente el
nido; ademas su alto grado de polimorfismo facilita el cumplimiento de las labores dentro
de la colonia, de acuerdo con sus tamafos y comportamientos (Moreira et al. 2004,
Moser 2006). De esta manera, en una colonia de cortadoras se presenta 3 grupos de
especimenes: la reina, obreras y zanganos. La casta obrera a su vez, presenta
subcastas caracterizadas por especimenes de diferentes tamafos: a) soldados u
obreras mayores, las cuales poseen mandibulas fuertes y son las encargadas de
proteger la colonia; b) cortadoras y obreras menores, las que transportan el material
vegetal y ¢) nodrizas y jardineras, las que presentan el menor tamano dentro de la casta
y se encargan del cuidado de las crias y el cultivo del hongo simbionte respectivamente
(Giraldo et al. 2008). En Peru se encuentran 15 especies de hormigas cortadoras de
hojas de las cuales tres corresponden al género Atta (Atta cephalotes (Linnaeus, 1758),
Afta sexdens (Linnaeus, 1758) 'y Atfta vollenweideri  (Forel, 1893)

(Bezdéckova et al. 2015).

Figura 3. Nido subterraneo de Atta cephalotes cuya parte externa se destaca como
un monticulo de tierra (Distrito Mariano Damaso Beraun — Huanuco, Per 2015).

Fuente: Autora



2.3. Actinomicetos

2.3.1. El Phylum Actinobacteria

El Phylum Actinobacteria es un grupo de bacterias de distribucion mundial y muy
abundantes en suelos, sobre o dentro de los animales, ambientes acuaticos
dulceacuicolas y marinos y en practicamente cualquier superficie natural. Son bacterias
Gram positivas con alto contenido de guanina y citosina en su ADN, que van desde
51% en algunas bacterias del género Corynebacterium e incluso mas de 70% en
especies de Streptomycesy Frankia (Ventura et al. 2007).

Las Actinobacterias desarrollan filamentos durante su crecimiento los cuales se
ramifican y producen micelios que pueden ser de dos tipos: micelio vegetativo y micelio
aéreo. En los extremos de los filamentos se forman esporas reproductivas asexuales; si
estas esporas llegan a un sustrato adecuado, pueden formar nuevas colonias
(Figura 4) (Hwang et al. 2014). Estas estructuras son resistentes tanto a la temperatura
como a otras condiciones adversas, caracteristica que les permite persistir en ambientes
que muestran condiciones de estrés abittico (Kieser et al. 2000). Una caracteristica
particular es el olor a humedad que es producido por la geosmina, una sustancia
producida por algunas especies de este grupo de bacterias (Ezziyyani et al. 2004,
Gonzalez et al. 2005). Las Actinobacterias son microorganismos capaces de utilizar
diferentes sustratos, presentar varias rutas metabdlicas y poseer la capacidad de
producir y degradar compuestos organicos e inorganicos, favoreciendo la formacion de
humus y enriquecimiento mineral del suelo (Leveau & Bouix 2000, Oskay et al. 2005).
Un ejemplo lo constituye la gama de enzimas extracelulares producidas por
Actinobacterias. Se han realizado una vasta cantidad de estudios en biotecnologia
basados en la obtencion y purificacién de enzimas de interés industrial mediante la
fermentacion de cepas de este grupo microbiano (El-Shahed et al. 2008, Narayana &

Vijayalakshmi 2009).



Figura 4. Micrografia electronica de barrido de una colonia de Streptomyces
coelicolor (Waksman y Henrici,1943) mostrando largas cadenas de esporas.

Tomado de Elliot et al. 2008.

Ademas de las propiedades morfoldgicas, macro y microscopicas de los actinomicetos,
los criterios para su clasificacién estan basados en la quimiotaxonomia que establece
cuatro tipos principales de pared celular bacteriana: segun la composicion y estructura
del peptidoglicano, presencia de azucares, isomeros del acido diaminopimélico y
presencia de glicina en los puentes interpeptidicos. Asimismo, la quimiotaxonomia
incluye el patron de acidos grasos y fosfolipidos de la membrana; las menaquinonas y
su grado de hidrogenacion, tipos de acidos micolicos y el porcentaje molar de la relaciéon
guanina-citosina del ADN (Franco-Correa 2008). A pesar de ello, la aplicacién de
técnicas moleculares al andlisis de los genomas de los actinomicetos, y en general de
las bacterias, ha contribuido extensamente con su clasificacion taxonémica (Figura 5).
El Phylum Actinobacteria es conocido también por las sustancias quimicas que son
capaces de producir algunas de sus especies, las cuales han sido explotadas por las
industrias farmacéuticas para la produccion de medicamentos. Los estudios de
produccion de antibidticos por parte de las Actinobacterias datan desde los afios 40; por
ejemplo, de los 12,000 antibiéticos caracterizados hasta el ano de 1995, el 55% fueron

producidos por actinomicetos del género Streptomyces, el 11% por otros actinomicetos,
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12% por bacterias no filamentosas y el 22% restante por hongos filamentosos
(Sanz 2005). La produccién de antibiéticos por Actinobacterias esté ligada al fenébmeno
ecologico de antagonismo bacteriano, en el que la produccién de sustancias inhibitorias
por un microorganismo a condiciones especificas puede reducir o limitar el crecimiento
de otra poblacion, generando variaciones en la estructura de comunidades microbianas

(Franco-Correa 2008).
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Figura 5. Clasificacion del Phyllum Actinobacteria, el cual comprende 63 géneros

dentro del Orden Actinomycetales. Tomado de Prescott 2002.
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2.3.2. El género Streptomyces

PHYLLUM: Actinobacteria
CLASE: Actinobacteria
SUBCLASE: Actinobacteridae
ORDEN: Actinomycetales Buchanan, 1917
SUBORDEN: Streptomycineae Rainey,1997
FAMILIA: Streptomycetaceae Waksman, 1943

Género: Streptomyces Waksman, 1943

2.3.2.1. Generalidades

Streptomyces engloba alrededor de 500 especies descritas, las cuales se caracterizan
por ser bacterias aerobias estrictas, con alto contenido de G+C (69-78%). Los miembros
de este género son llamados comunmente estreptomicetos (del griego, streptos,
doblados o torcidos; y myces, hongos), y a diferencia de la mayoria de las bacterias,
poseen un cromosoma lineal de gran tamano, superando en todos los casos los 8 Mb
(Sanz 2005).

Las especies del género Streptomyces obedecen patrones fenotipicos vy
quimiotaxénomicos comunes como colonias secas o pulverulentas, las cuales tienden a
formar un micelio de sustrato fuertemente adherido a la superficie, ademas de un micelio
aéreo el cual contiene las esporas bacterianas. Pueden producir una amplia variedad
de pigmentos responsables del color del substrato y del micelio aéreo (Ledn et al. 2007,
Manteca & Sanchez 2010). Son quimiorgandtrofos con un tipo de metabolismo oxidativo.
Dentro de sus caracteristicas particulares, presentan el olor tipico a suelo himedo por
la produccion de un metabolito denominado geosmina (Gonzalez et al. 2005).
Generalmente reducen los nitratos a nitritos y degradan sustratos poliméricos tales

como caseina, gelatina, hipoxantina y almidén. La mayoria de especies utilizan una
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amplia gama de compuestos organicos como fuentes Unicas de carbono para proveerse
de energia e incentivar su crecimiento (Ezziyyani et al. 2004).

La temperatura 6ptima para la mayoria de especies se encuentra en el intervalo de
25-35 °C; algunas especies, sin embargo, pueden crecer a temperaturas dentro de los
rangos psicroéfilos y termdfilos (Selyanin et al. 2005). Por tanto, las placas de aislamiento
por lo general se incuban a 22-37°C (Agarwal & Mathur 2016). Las cepas de
Streptomyces crecen de manera éptima a valores de pH neutros, es decir, son
organismos neutréfilos; en consecuencia, la mayoria de los medios de aislamiento
tienen valores de pH entre 7 a 7,5 (Zakalyukina et al. 2002). Las especies se encuentran
ampliamente distribuidas y son abundantes en el suelo, incluyendo el compost
(Salazar et al. 2014).

La clasificacion del género Streptomyces se inicia en 1964 con el Proyecto Internacional
de Streptomyces (ISP) para introducir un criterio estdndar en la determinacion de
especies de este género. Mediante la utilizacién de varias caracteristicas fenotipicas se
consiguiod reducir la cantidad de especies de Streptomyces de 463 a 142 de la versién
del Manual de Sistematica Bacteriol6gica de Bergey del afio 1972 al ano 1989. Hoy en
dia, para la clasificacion de especies de Streptomyces, se deben utilizar métodos
quimiotaxonémicos y moleculares, junto con los métodos basados en criterios
fenotipicos (Anderson & Wellington 2001). Estos han sido ampliamente estudiados
desde el punto de vista industrial y biotecnolégico durante los ultimos 50 afios
(Goriely & Tabor 2003). Mas del 50% de los microorganismos productores de
antibidticos registrados en la industria pertenecen Unicamente a este género,
desplazando a los hongos, algas y algunos otros géneros bacterianos
(Kieser et al. 2000). El estudio de su pared celular también permitié clasificar a las
bacterias de este género con la caracteristica de presentar acido diaminopimélico en la
pared de péptidoglucano del micelio vegetativo, asi como la presencia de azlcares

como la glucosa (Franco-Correa 2008).
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2.3.2.2. Ciclo de vida

Los estreptomicetos presentan un ciclo de vida complejo que implica procesos de
diferenciacién morfologica y fisiolégica. Estas bacterias son capaces de colonizar
sustratos relativamente secos con restos de materia organica, formando una red de hifas
tabicadas ramificadas que dan lugar al micelio sustrato. Estas hifas obtienen los
nutrientes de la degradacién del material organico insoluble gracias a numerosas
enzimas hidroliticas (Chater 2001). En una primera etapa, las zonas mas alejadas de la
fuente de nutrientes empiezan a acumular sustancias de reserva (lipidos, glucégeno),
hasta que en un determinado momento y debido a la carencia de nutrientes, se reciben
una serie de senales justamente en esta zona que disparan la expresion de genes
implicados en la formacion del micelio aéreo. Se produce asi, el desarrollo de hifas que
emergen del micelio sustrato para dar lugar al micelio aéreo. Estas hifas se van a nutrir
de los productos de degradacion del micelio sustrato, y en una segunda etapa van a
sufrir un proceso de curvatura, enrollamiento, formacién de septos y engrosamiento de
la pared celular para dar lugar a una cadena de esporas uninucleares, que se liberaran
al medio y que, con las condiciones adecuadas, germinaran y desarrollaran un nuevo
micelio sustrato (Figura 6). Las cadenas de esporas son una caracteristica morfologica
y taxondmica importante, ya que, dependiendo de la especie, las formas de las cadenas,
pueden ser rectas, ramificadas, en espiral o flexuosas (Shirling & Gottlieb 1966).
Asimismo, se sabe que un numero de diferentes genes estan involucrados en la
formacion de esporas, y que las diferentes condiciones de cultivo pueden tener
influencia en la formacién de esporas (Goodfellow et al. 2012). La produccién y
secrecion de metabolitos secundarios, por lo general, coincide con el inicio de la
diferenciacién morfolégica una vez terminado el desarrollo vegetativo (Loria et al. 2006,

Champness & Chater 1994).
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Figura 6. Ciclo de vida de Streptomyces. Tomada de Champness & Chater 1994.

2.3.2.3. Metabolismo secundario en Streptomyces

Durante el ciclo biolégico de Streptomyces se pueden diferenciar dos tipos de
metabolismo, primario y secundario. El metabolismo primario se define como el conjunto
de reacciones anabdlicas y catabdlicas cuyo resultado es el mantenimiento de los
procesos vitales de la célula (sintesis de &cidos grasos, proteinas, lipidos, polisacéaridos,
coenzimas, etc) y el incremento de la biomasa total. Estos procesos son esencialmente
idénticos en todas las células. En cambio, en el metabolismo secundario se forman
productos que no son esenciales para el crecimiento del organismo productor, al menos
en las condiciones estudiadas. No obstante, los productos originados suelen conferir
ventajas ecologicas y consecuentemente una mayor competitividad biologica
(Evangelista & Moreno 2007). Los metabolitos secundarios poseen algunas
caracteristicas comunes entre las que se pueden resaltar las siguientes:
= La mayoria de los compuestos son especificos de la cepa productora.

* Presentan estructuras quimicas y actividades biolégicas muy variadas.
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= En general son productos de complejas rutas biosintéticas.

La sintesis de los metabolitos secundarios se produce al final de la fase de crecimiento
exponencial o en la fase estacionaria, y se encuentra estrechamente relacionada con la
diferenciacién morfolégica en Streptomyces tal como se ha comentado previamente

(Yepes 2010).

2.3.2.4. Producciéon de metabolitos secundarios por Streptomyces

Dentro del amplio y heterogéneo abanico de metabolitos secundarios producidos por el
género Streptomyces, tenemos compuestos que cubren diferentes necesidades en las
areas médica, agricola y alimenticia (Tabla 1). Se estima que cerca de 23,000
metabolitos secundarios bioactivos son producidos por microorganismos,
especificamente, mas de 10,000 de ese tipo de compuestos son producidos por
actinomicetos, mientras que alrededor de 7,600 compuestos son producidos por
especies de Streptomyces y solo 150 se han usado en areas como farmacologia,
agricultura, entre otras (Olano et al. 2008). Esto es importante debido a que hoy en dia

en la medicina se requiere de nuevos productos debido a:

1) El desarrollo de resistencia de microorganismos patbégenos

2) La aparicién de nuevas enfermedades (SIDA, virus Hanta, virus del Ebola,
enfermedad de Lyme, Escherichia coli 0157:H7, entre otras)

3) La existencia de bacterias resistentes naturalmente y

4) La toxicidad de algunos compuestos actualmente en uso.

En la agricultura se requiere compuestos Utiles para combatir bacterias, virus, insectos
y nematodos fitopatdégenos, y para la nutricibn animal se requiere compuestos que
puedan utilizarse en la preservaciéon de alimentos (Evangelista & Moreno 2007).

Por tanto, dentro de las variedades de metabolitos secundarios destacan los antibiéticos

por sus extensas aplicaciones clinicas. Las bacterias de este género producen mas del
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50 % de los antibiéticos naturales principalmente contra bacterias Gram positivas.
Los antibidticos se definen como metabolitos de bajo peso molecular producidos
principalmente por microorganismos, que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento o
causar la muerte de otros microorganismos a bajas concentraciones. Los genes cuyos
productos intervienen en su biosintesis estan fisicamente agrupados en clusters.
El tamano de éstos suele ser variable, extendiéndose desde 15 Kb hasta 100 Kb, y los
genes implicados en resistencia, transporte y regulacién también suelen incluirse en
dichas agrupaciones génicas (Hesketh et al. 2009). Sin embargo, a pesar de la gran
cantidad de compuestos aislados, surgi6 la necesidad de una revision a fondo de los
objetivos y los métodos para buscar compuestos utiles. En este sentido, la busqueda de
compuestos activos comenzé a dar un giro importante, principalmente teniendo como
objetivo la blusqueda de compuestos contra hongos, virus o0 cepas bacterianas

resistentes a antibidticos (Evangelista & Moreno 2007).

Tabla 1. Nuevos metabolitos aislados de actinomicetos durante el periodo 2003 — 2005.

Tomado de Lam 2006.

Compound Source Activity

Abyssomicins Verrucosispora sp. Antibacterial

Aureoverticillactam Streptomyces aureoverticillatus Anticancer

Bonactin Streptomyces sp. Antibacterial; antifungal
Caprolactones Streptomyces sp. Anticancer

Chandrananimycins Actinomadura sp. Antialagl; antibacterial; anticancer; antifungal
Chinikomycins Streptomyces sp. Anticancer

Chloro-dihydroquinones Novel actinomycete Antibacterial; anticancer
Diazepinomicin (ECO-4601) Micromonosproa sp. Antibacterial; anticancer; anti-inflammatory
3,6-disubstituted indoles Streptomyces sp. Anticancer

Frigocyclinone Streptomyces griseus Antibacterial

Glaciapyrroles Streptomyces sp. Antibacterial

Gutingimyein Streptomyces sp. Antibacterial

Helquinoline Janibacter limosus Antibacterial

Himalomycins Streptomyces sp. Antibacterial

IB-00208 Actinomadura sp. Anticancer

Komodoquinone A Streptomyces sp. Neuritogenic activity

Lajollamycin Streptomyces nodosus Antibacterial

Marinomycins ‘Marinispora’ Antibacterial; anticancer
Mechercharmycins Thermoactinomyces sp. Anticancer

MKN-349A Nocardiopsis sp. Unknown biological activity
Salinosporamide A (NPI-0052) Salinispora tropica Anticancer

Sporolides Salinispora tropica Unknown biological activity
Trioxacarcins Streptomyces sp. Antibacterial; anticancer; antimalarial
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2.4. Principales patégenos de importancia clinica

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928, la invencién y desarrollo de nuevos
productos naturales como farmacos, especificamente antibiéticos, ha traido consigo
grandes beneficios a la humanidad en términos de salud, veterinaria y agricultura.
Sin embargo, el uso inadecuado e incontrolado de los antibiéticos ha provocado la
resistencia a éstos por diferentes microorganismos patégenos. Segun la OMS, los casos
de resistencia a antibioticos contra muchos patégenos bacterianos se han incrementado
debido a la prescripcion excesiva y al uso indebido de antibiéticos (World Health
Organization 2001). Hoy en dia, las cepas patéogenas multirresistentes emergen mas
rapidamente que la tasa de descubrimiento de antibidticos. Recientemente, se han
descrito cepas resistentes que forman parte de la microbiota de la mayoria de pacientes
de diversos nosocomios (Gordon & Lowy 2008). Entre los principales microrganismos

de importancia clinica tenemos:

Staphylococcus aureus, es una bacteria Gram positiva causante de bacteriemia
asociada a una alta morbilidad y mortilidad, representa cerca de 11% a 33% de las
bacteriemias hospitalarias y un porcentaje importante de las adquiridas en la comunidad,
con tasas de complicaciones cercanas al 50% (Tibazco et al. 2007). La carga de
bacteriemia S. aureus resistente a meticilina (SARM), en términos de costo y uso de
recursos es alta. SARM se asocia tradicionalmente a infecciones nosocomiales o
relacionadas con la asistencia sanitaria, esto es debido a la capacidad de S. aureus de
infectar catéteres endovenosos y dispositivos protésicos intravasculares. En los
hospitales la tasa de infeccion/colonizacion por SARM representa al 25% de los
aislamientos de S. aureus. En combinacion con la virulencia inherente del patégeno se
esta impulsando la necesidad de mejorar las estrategias y mejores antibiéticos para
prevenir y tratar la bacteriemia por S. aureus y sus complicaciones (Alvarez et al. 2010,

Rojas et al. 2008).
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Enterococcus faecalis, es una bacteria Gram positiva que puede causar diferentes
tipos de infeccién, tales como las del tracto urinario, bacteriemias, endocarditis,
meningitis, infecciones intraabdominales (biliares o peritoneales) y de Ulceras o
isquémicas. Actualmente es considerada como una de las principales causas de las
infecciones nosocomiales puesto que tiene la habilidad de adquirir resistencia a la
mayoria de los antibidticos en uso. En la actualidad, presenta resistencia innata a
cefalosporinas, aztreonam, cloxacilina, clindamicina y sulfametoxazol. La exposicion a
las cefalosporinas es un riesgo particularmente importante en la colonizacién e infeccion
con enterococos, entre la mas importante una variedad de Enterococcus que son

resistentes a Vancomicina (ERV) (Girén & Pérez 2003).

Bacillus subtilis, es una bacteria Gram positiva y si bien no es considerada como un
patégeno humano, puede contaminar los alimentos y causar en ocasiones intoxicacion
alimenticia. Aunque existe variaciébn en los patrones de resistencia frente a los
antimicrobianos entre las diferentes especies del género Bacillus, se consideran
generalmente resistentes a las penicilinas y cefalosporinas, incluyendo las

cefalosporinas de tercera generacion (Faria et al. 2001).

Escherichia coli, es la especie bacteriana mas comunmente recuperada en los
laboratorios clinicos, ha sido incriminada en enfermedades infecciosas que involucran
tejidos humanos y 6rganos y es responsable de producir mas del 80 % de las infecciones
del aparato urinario, asi como la mayoria de las infecciones nosocomiales.
Las bacteriemias por E. coli con Betalactamasa de espectro extendido (BLEE)
constituyen una entidad clinica grave que, al igual que en otras infecciones causadas
por microorganismos multirresistentes, suponen un reto a la hora de instaurar un
tratamiento antibiético correcto que no favorezca el desarrollo de resistencias por otros

mecanismos (Garcia-Hernandez et al. 2011).
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Klebsiella pneumoniae, es una bacteria Gram negativa que estd asociada a altas tasas
de morbilidad y mortalidad en las infecciones nosocomiales. Es la causante
principalmente de infecciones del torrente sanguineo, neumonia, infeccién urinaria,
herida quirurgica, enterocolitis, meningitis, conjuntivitis, absceso renal y endocarditis.
Esta considerada como el segundo agente causal, luego de E. coli, de septicemias

nosocomiales por bacterias Gram negativas (Koneman & Allen 2008, Reimer et al.1997).

Género Candida

Las levaduras del género Candida son comensales humanos muy ubicuos, que pueden
causar infeccién oportunista en cualquier localizacion del organismo. Existen mas de
150 especies de Candida, donde 17 de ellas se consideran patégenas habituales para
el ser humano, pero sélo 5 producen mas del 90% de las infecciones invasivas, éstas
son: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis. Otras menos
frecuentes son: C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. kefyr, C. rugosa, C. famata,
C. inconspicua, C. norvegensis, C. dubiniensis, C. lipolytica, C. zeylanoides y
C. pelliculosa. La virulencia y patogenicidad de algunas de estas especies han mostrado
un aumento importante en la mortalidad, ademas de implicar un reto terapéutico ante el
aumento de resistencia a los tratamientos usados (Nuri & Yasemin 2011, Peman &

Canton 2005, Pfaller & Diekema 2007).

Candida albicans, es la especie aislada con una mayor frecuencia a partir de muestras
clinicas y generalmente representa entre 90 a 100% de las cepas aisladas de las
mucosas, y entre un 50-70 % de pacientes con infecciones septicémicas. C. albicans
es la mas frecuente en las candidemias, sin embargo, debido al uso indiscriminado de
antibiodticos y azoles, el aislamiento de Candida es cada vez mas comun (Peman &

Canton 2005, Pfaller & Diekema 2007).
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Candida tropicalis, es una de las principales causas de septicemia y candidiasis
diseminada, especialmente en pacientes con linfoma, leucemia y diabetes. Es el
segundo patégeno mas frecuentemente encontrado proximo a C. albicans, y se
encuentra formando parte de la flora normal mucocutanea (Bonifaz & Alexandro 2012).
C.tropicalis fue inicialmente catalogada como susceptible a Fluconazol y Anfotericina B,
sin embargo, reportes en los Ultimos cinco anos indican un rapido desarrollo de
resistencia a estos agentes (Bonifaz & Alexandro 2012, Nuri & Yasemin 2011, Peman &

Cantén 2005).

Candida parapsilosis, esta especie ha emergido como un patégeno importante de
candidemia, ademas de estar asociado de manera creciente a un amplio espectro de
infecciones. En el entorno clinico esta levadura oportunista se ha asociado con las
manos de trabajadores del area de salud, y es particularmente frecuente en infecciones
sistémicas en neonatos prematuros de bajo peso, pacientes cateterizados, ademas de
pacientes bajo esquemas de hiperalimentacién intravenosa (Trofa et al. 2008). Su
amplio patron de distribucion en la naturaleza, su creciente incidencia en varias partes
del mundo, su alta frecuencia de resistencia a las equinocandinas, ademas de la escasa
informacion con la que se cuenta hasta el momento dejan en claro que C. parapsilosis
es un importante patdégeno oportunista, representando una amenaza desafiante

(Rogelio et al. 2012).

Las circunstancias actuales en Salud Publica exigen descubrir, obtener y caracterizar
nuevos y potentes compuestos antimicrobianos que enfrenten a los microorganismos
resistentes (Olano et al. 2014). Los cientificos y muchas industrias farmacéuticas tratan
de realizar programas de deteccidén de nuevos actinomicetos procedentes de ambientes
intactos como el agua marina o asociados a otros organismos (Moncheva et al. 2002).

Es asi que los nuevos actinomicetos deben ser la mejor opcién para la busqueda de

sustancias bioactivas efectivas contra patégenos resistentes. Cabe hacer mencién que
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avances en biotecnologia e ingenieria genética ofrecen la posibilidad de incrementar la
expresion de genes y asi aumentar la produccion de metabolitos secundarios con interés

biotecnolégico (Tanaka et al. 2013).

2.5. Antecedentes

En el Perd, el campo de investigacién de actinomicetos asociados a hormigas
cortadoras de hojas con potencial antimicrobiano ain es muy escaso, encontrandose
pocos estudios registrados en la literatura enfocados en el antagonismo frente a
bacterias y hongos y levaduras. Uno de los primeros aportes lo proporcionan
Horna & Sialer (2003), quienes aislaron 240 cepas de Streptomyces sp. de las cuticulas
de hormigas pertenecientes a la especie Acromyrmex octospinosus (Reich,1793), de las
cuales 60 cepas fueron evaluadas para probar in vitro la actividad antifingica contra los
dermatofitos Microsporum cannis (Bodin,1945), Trichophyton rubrum (Malmsten,1845)
y Trichophyton mentagrophytes (Sabour,1895). Los resultados mostraron inhibicién
contra M. cannis en un 68,33 %; un 46,67 % contra T. rubrum y un 40 % contra
T. mentagrophytes; ademas, se observo efectividad de algunas cepas contra dos
dermatofitos en un 25% y contra los tres en un 23,33%. Sus estudios demuestran que
los actinomicetos son una buena fuente para la obtencion de nuevas sustancias
antifungicas altamente efectivas y que algunas producen sustancias con actividad

antifangica especifica y otras de amplio espectro.

Otro de los aportes importantes lo brindan Sialer et al. (2008), quienes consiguieron
aislar 197 microorganismos asociados a hormigas cortadoras de hojas de cuatro
diferentes nidos pertenecientes a la especie Acromyrmex octospinosus (Reich,1793); y
ademas obtuvieron extractos purificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
(HPLC), los cuales fueron probados frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Pseudomonas

aeruginosa, Acinetobacter sp, Enterococcus faecalis, y bioensayos contra lineas
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tumorales H729 (carcinoma de colon), A549 (adenocarcinoma pulmonar) y MDA-MB-
231 (adenocarcinoma de mama); obteniendo un abanico de compuestos biocidas

producidos por las cepas aisladas.

Por tanto, esta investigacién tiene como objetivo central evaluar la capacidad
antagonista de actinomicetos asociados a hormigas cortadoras de hojas frente a
bacterias y levaduras patdégenas de humanos. Los resultados servirdn como base para
futuros estudios, donde se intente extraer e identificar el principio activo del actinomiceto
con mayor espectro de accion para satisfacer la creciente demanda de nuevos principios
activos que permitan mejorar su accion en la lucha contra infecciones y la resistencia

microbiana; evidenciando asi su gran importancia para la Salud Publica.

3. HIPOTESIS

3.1. Hipétesis de la Investigacion

Los actinomicetos asociados a hormigas cortadoras de hojas son capaces de inhibir el

desarrollo de bacterias y levaduras de importancia en Salud Publica.

3.2.  Hipétesis nula

Los actinomicetos asociados a hormigas cortadoras de hojas no son capaces de inhibir

el desarrollo de bacterias y levaduras de importancia en Salud Publica.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Aislar, caracterizar y determinar la capacidad antimicrobiana de actinomicetos
asociados a hormigas cortadoras de hojas frente a bacterias y levaduras de importancia

clinica.
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4.2.

Objetivos especificos

Identificar taxonémicamente las especies de hormigas cortadoras de hojas,

fuente de aislamiento de los actinomicetos.

Aislar mediante metodologias convencionales cepas de actinomicetos a partir de

hormigas cortadoras de hojas recolectadas en la Selva Central (Huanuco, Peru).

Caracterizar fenotipicamente los actinomicetos aislados de acuerdo a su

comportamiento cultural, morfolégico y bioquimico.

Evaluar la capacidad antagonista de los actinomicetos aislados contra bacterias

y levaduras de importancia médica.

Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos organicos

de actinomicetos seleccionados frente a patégenos.

Identificar los actinomicetos de mayor actividad antimicrobiana mediante

técnicas moleculares.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Material Bioldgico

- Actinomicetos aislados de hormigas cortadoras de hojas
(Formicidae: Myrmicinae: Attini) colectadas en el distrito Mariano Damaso
Beradn — Huanuco, Peru.

- Bacterias y levaduras patégenas de referencia American Type Culture Collection
(ATCC), los cuales presentan caracteristicas tipicas, estables y son
reproducibles: Staphylococcus aureus ATCC 25923 y ATCC 6538, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 51922, Escherichia coli ATCC
25922 y ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Candida albicans
ATCC 10231, Candida albicans ATCC 7516, Candida albicans ATCC 98028,

Candida tropicalis ATCC 7206, Candida parapsilosis ATCC 7307.

5.2. Metodologia

5.2.1. Recoleccion de hormigas cortadoras de hojas

La colecta de las hormigas fue realizada en las areas verdes del distrito Mariano
Damaso Beraun ubicado en la Provincia de Leoncio Prado, departamento de Huanuco,
durante el mes de enero del 2015. Estas areas se encuentran en el camino hacia las
cataratas Santa Carmen en las coordenadas: 9°21'22" latitud sur y 75°58'27" longitud
oeste) (Figura 7). El departamento de Huanuco perteneciente a la Yunga Tropical fue
elegido para la colecta puesto que presenta un clima calido con temperaturas promedios
de 18°C a 29°C y una humedad relativa anual de 80%, caracteristicas del habitat de las
hormigas quienes tienen una excelente adaptacién a climas calidos y humedad alta,
constituyendo asi la décima parte de la biomasa animal total de la Selva Tropical
(Harris & Hutchison 2011). Se realiz6 un Unico muestreo en la entrada y los alrededores

de un hormiguero en donde predomina la vegetacion de tipo arbustiva y donde ademas
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el sustrato es basicamente tierra hiumeda cubierta por ligeras capas de hojarasca, en el
cual habitualmente las hormigas construyen sus nidos.

La recoleccién se llevé a cabo de forma manual empleando guantes de latex y pinzas
entomoldgicas estériles; las hormigas se almacenaron en tubos estériles y fueron
transportadas en cajas térmicas en refrigeracion (4°C) las cuales fueron procesadas
mediante andlisis microbiologicos en el Laboratorio de Ecologia Microbiana, Facultad
de Ciencias Biologicas de la UNMSM. Algunos individuos se colocaron en viales

eppendorf con alcohol de 96° para su identificacién taxonémica.

Nombre Longitud | Latitud
Pt de muestreo | 75907 | 9356123

Leyenda

S— ) Punto de muestreo

Figura 7. Punto de muestreo de las hormigas, ubicado en el distrito Mariano

Damaso Beraun-Huanuco, Perd. Fuente: Qgis 2.14.14.

5.2.2. Determinacion taxonémica de las hormigas recolectadas

La identificaciébn taxonémica fue determinada utilizando un estereoscopico
(Nikon SMZ25) perteneciente al laboratorio de Entomologia de la Universidad Nacional
Federico Villarreal. Las ediciones de las fotografias de los especimenes disponibles se

realizaron mediante el software NIS-Elements (version 4.0).
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La identificacién de la especie de hormigas cortadoras se realiz6 de acuerdo a los
trabajos taxonémicos de Fernandez & Sendoya (2004) para la determinacién de la
subfamilia y el género; mientras que la de Mackay & Mackay (1986) para la

determinacién de especie.

5.2.3. Aislamiento y cultivo de actinomicetos nativos

Segun las pautas de Leon et al. (2007), modificadas por la autora del presente estudio;
se realizd el aislamiento de los actinomicetos a partir de las cuticulas de las hormigas,
donde 10 g de hormigas limpias y secas fueron sumergidas en 90 mL de solucién salina
estéril (0.9%) homogenizando con vortex durante 1 minuto. La suspension obtenida fue
sometida a shock térmico de 70°C mediante bafio maria durante 15 minutos, con el fin
de eliminar bacterias y hongos no deseados presentes en la muestra. Posteriormente
se realizaron diluciones seriadas en solucién salina hasta la dilucién final de 10*.
Luego, se tomd 100 pL de cada una de las diluciones (10 2, 10® y 10*) y se sembraron
por duplicado sobre los medios de cultivo Agar Czapek (ACZ) y Agar Almidén Caseina
(AAC), ambos suplementados con Cicloheximide (100 pg/mL) como agente antifungico
y Acido nalidixico (25 pg/mL) como antibiético de bacterias Gram negativas (Anexo 1)
(Kokare et al. 2007). Las placas fueron incubadas a 28°C durante un periodo de
15 a 20 dias. Se aislaron colonias que presentaron caracteristicas morfolégicas, tanto
macroscopicos como microscépicas, tipicas de actinomicetos y se mantuvieron en

ceparios de AAC mas glicerina (20% v/v) para estudios posteriores (Lebn et al. 2007).

5.2.4. Caracterizacion morfoldgica de los actinomicetos aislados

5.2.4.1. Caracterizacion macroscopica

Las caracteristicas morfolégicas de los actinomicetos se realizaron teniendo en cuenta
el tamafo, forma, textura, margen, consistencia, color del anverso y reverso, y

produccion de pigmentos difusibles en los medios ISP (Internacional Streptomyces
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Project): agar extracto de malta — levadura (ISP 2), agar avena (ISP 3), agar almidén —
sales inorganicas (ISP 4) y agar de glicerol asparagina (ISP 5) descritos por

Shirling & Gottlieb (1966).

5.2.4.2. Caracterizacion microscopica

Las observaciones microscopicas de las esporas y estructuras miceliales se realizaron
mediante la tincibn Gram y el método de microcultivos “bloques de agar”.
Los microcultivos fueron incubados en camara humeda a 28°C por 5 a 7 dias
(Ledn et al. 2007) y observados en un microscopio éptico (Labomed). Se tuvieron en
cuenta las caracteristicas observadas por la tincion Gram, fragmentacion del micelio en
diferentes formas, agrupacion de esporas, presencia de espirales, esporas terminales
en pares o grupos en el micelio y se compararon con las descritas en el Manual de

Determinacion Bacteriolégicas de Bergey (Bergey & Holt 2000).

5.2.5. Produccion de enzimas extracelulares por actinomicetos aislados

Las propiedades bioquimicas de los actinomicetos se evaluaron a través de la
produccion de enzimas extracelulares mediante pruebas convencionales (Lebn et al.
2014). Las cepas aisladas fueron sembradas en medios de cultivo base preparados y
suplementados independientemente con sustratos especificos a una concentracién de
1% (p/v), tales como: leche descremada, yema de huevo, Tween 80, almidén y gelatina
nutritiva; a fin de evaluar la actividad de caseinasa, lecitinasa, lipasa, amilasa y
gelatinasa, respectivamente (Anexo 5). Todos los medios de cultivo fueron incubados
a 28°C por 5-7 dias. La determinacion cualitativa positiva se determindé midiendo los
halos de actividad en la zona de crecimiento de los actinomicetos
(Ledn & Garcia-Tello 1988). La determinacion de la actividad amilolitica y de gelatinasa
se realizé mediante la adicién de una solucién de Lugol (1:1) y la solucidén de cloruro
mercurico acidificada (HgCl.), respectivamente, sobre la superficie de los medios de

cultivos. Todas las pruebas enziméaticas fueron evaluadas por triplicado.
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5.2.6. Prueba cualitativa de antagonismo mediante el bioensayo “doble
capa”

Los actinomicetos fueron enfrentados a bacterias y levaduras segun la metodologia de
“doble capa” (Ledn et al. 2007). Los actinomicetos fueron sembrados como
macrocolonias en placas petri con AAC e incubados a 28°C por 5-7 dias. Las cepas
testigo bacterianas y las levaduras fueron reactivadas en Caldo Tripticasa Soya (TSB)
y Caldo Sabouraud, respectivamente, las cuales fueron incubadas por menos de 24
horas hasta alcanzar la escala 0,5 de MacFarland o su equivalente éptico (106 UFC/mL).
Las pruebas de antagonismo se realizaron mediante la inoculacién de las cepas testigos
en medio semisolido a modo de segunda capa sobre los cultivos de los actinomicetos.
Los cultivos fueron incubados a sus respectivas temperaturas de crecimiento (37°C para
las bacterias y 30°C para las levaduras) durante 24 horas. Pasado el tiempo, se
realizaron las lecturas correspondientes observando los halos de actividad antagonista
(diametro en mm). Todo halo de inhibicion de crecimiento de la cepa testigo se consider6
como prueba positiva de actividad antagonista (Anexo 2). Las pruebas se realizaron por
triplicado. Este ensayo permiti6 seleccionar a la cepa de actinomiceto como el
microorganismo con mejor actividad antimicrobiana y seleccionarla para los siguientes

ensayos.

5.2.7. Cultivo continuo para la obtencion del extracto organico

La obtencion de los extractos organicos se realizé6 segun Pandey et al. (2004). Los
actinomicetos seleccionados por su mayor capacidad antagdnica, se inocularon en
matraces Erlenmeyer de 500 mL conteniendo 200 mL del Caldo Peptona — Extracto de
levadura. Los matraces fueron colocados en incubacion a temperatura ambiente en un
“shaker” (IKA LABOR TECHNIK) a 250 rpm durante 10 dias. Transcurrido el tiempo, los
cultivos fueron centrifugados a 4000 rpm durante 25 minutos, luego fueron filtrados y

decantados en recipientes estériles para su procesamiento (Anexo 3).
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5.2.8. Evaluacion de actividad antimicrobiana de los sobrenadantes

La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes recuperados fue evaluada mediante
la prueba de pocillos (Mannangatti & Mathivanan 2011) para lo cual los sobrenadantes
fueron tamizados sobre gasa estéril y luego filtrados utilizando membranas y filtros
Millipore, ambos de 0,45 um de porosidad. Los sobrenadantes de cada cultivo fueron
colocados en pocillos preparados con antelacion en placas de Agar Tripticasa Soya
(TSA) para bacterias y Agar Dextrosa Sabouraud para las levaduras; ambos medios de
cultivos sembrados previamente con la cepa testigo. Las placas se incubaron a 30 °C
por 18-24 horas. La presencia de halos de inhibicién alrededor de los pocillos fue
considerada como resultado positivo de antibiosis. Las pruebas fueron realizadas por
duplicado. La recuperacion y concentracion de los metabolitos antimicrobianos a partir

de los sobrenadantes se realiz6 mediante la extraccion con solventes organicos.

5.2.9. Extraccion quimica de compuestos bioactivos

La extraccioén se realiz6 a partir de actinomicetos que fueron previamente seleccionados
por presentar los mejores halos de actividad antagonista frente a las cepas testigo.
Segun las recomendaciones de Remya & Ramasamy (2008) con algunas
modificaciones; los caldos de fermentacién fueron sometidos al método de extraccion
utilizando solventes organicos de diferentes polaridades (acetato de etilo, diclorometano
y hexano) para recuperar y concentrar los metabolitos antimicrobianos presentes en los
cultivos. Los solventes fueron afadidos a los sobrenadantes en una proporcion de
1:1 (v/v) y agitados vigorosamente durante 24 horas para completar la extraccion
(Liu et al. 1986). Cada una de las fases organicas obtenidas fueron concentradas a
presion reducida utilizando un Rotavapor (BUCHI R-3000) a 40°C. Los volumenes
restantes fueron colocados en viales estériles y evaporados en una incubadora a 40°C.
Finalmente, los residuos se pesaron y se re-suspendieron en 1 mL de Dimetilsulféxido

(DMSO) al 5%, obteniendo asi las concentraciones iniciales de los extractos organicos
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(mg/mL) los que seran evaluados posteriormente para la determinacion de la actividad

antimicrobiana (Anexo 3).

5.2.10. Evaluacion de actividad antimicrobiana de los extractos organicos
Un volumen conocido de los extractos organicos recuperados y reconstituidos fueron
colocados en pocillos de 5 mm practicados sobre el medio Mueller Hinton donde fue
previamente sembrada la cepa testigo. Los cultivos fueron incubados a 30 °C para las
levaduras y a 37 °C para las bacterias durante 24 horas (Anexo 3). La actividad
antimicrobiana en todos los casos se determiné por la medida del tamano del halo de

inhibicién (mm de diametro) (Mannangatti & Mathivanan 2011, Pandey et al. 2004).

5.2.11. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los
extractos organicos activos

La determinacién de la CMI fue realizada siguiendo la metodologia segun Karthy et al.
(2009). Las cepas testigos fueron C. albicans ATCC 10231, ATCC 7516 y ATCC 98028,
C. tropicalis ATCC 7206, C. parapsilosis ATCC 7307. Las cepas testigos fueron
mantenidas en Caldo Tripticasa Soya (TSB) a 30°C. A partir de un cultivo en fase
exponencial se prepard una suspension bacteriana con turbidez igual a 0,5 de la escala
Mc Farland. Los extractos organicos fueron re-suspendidos en DMSO al 5% para
obtener soluciones “stock” de 1 mg/mL. Se prepararon diluciones 1:2 de las soluciones,
aplicando 10 pl de cada una en los pocillos de microdilucién (Microplacas Pure Grade;
Brand). Posteriormente, 80 ul de TSB fueron vertidos y mezclados con las soluciones
de prueba. Finalmente, 10 ul de las suspensiones bacterianas fueron vertidos en los
pocillos (Anexo 4). Las pruebas se realizaron por duplicado. El material fue colocado en
incubacion a 30°C por 18-24 horas. Se consideré como control negativo al DMSO 5% y
como control positivo al antifungico de referencia. Transcurrido el tiempo se verti6 40 pl
de una solucion de Cloruro de Trifenil Tetrazolio (TTC; 5mg/mL) como revelador de la

prueba en cada pocillo, y se colocé nuevamente en incubacién por 20 minutos
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adicionales. El viraje del medio en cada pocillo a rojo fue considerado como indicativo
de crecimiento microbiano. Se tomé como el valor de la CMI a la menor concentracion

de extracto en la que no hubo crecimiento.

5.2.12. Identificacion molecular de los actinomicetos seleccionados
Las cepas seleccionadas fueron cultivadas en caldos TSB por 5 dias a 28°C,
transcurrido los cinco dias los caldos se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos.
El ADN se extrajo segun las indicaciones del kit de purificacion Vivantis®GF-1. Mediante
la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) se amplificé el gen que codifica ARN
ribosomal 16S, utilizando los siguientes primers: 16S 8F (5 -AGAGTTTGA
TCCTGGCTCAG-3") y 16S 1492R(l) (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3"), bajo las
siguientes condiciones: Denaturacion inicial de 94 °C por 2 min, 25 ciclos de:
denaturacién (94 °C por 2 min.), alineamiento (45 °C por 1,5 min.), extension (72 °C por
2 min.) y una extension final de 72 °C por 3 min. Los productos de PCR obtenidos fueron
sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1%. Luego de confirmar los productos
de PCR, éstos se secuenciaron utilizando los servicios comerciales de Macrogen Inc.
(Sedl, Corea). Se solicito el secuenciamiento de 5 primers universales: 27f
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG), 1492r (TACGGYTACCTTGTTACGACTT), 518f
(CCAGCAGCCGCGGTAATACG) y 800R (TACCAGGGTATCTAATCC) y GM1r (5-
ATTACCGCGGCTGCTGG- 3). El alineamiento de las secuencias fue realizado
mediante el software BioEdit 7.0.9. Las secuencias obtenidas se compararon las
depositadas en la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) mediante el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(Altschup et al. 1990). La construccion del arbol filogenético se realizé6 mediante el
algoritmo Neighbor-Joining y el método Kimura-2-parametros ofrecido por el programa
MEGA 7. El arbol se realizé con el andlisis tipo bootstrap de 1000 réplicas para evaluar

la estabilidad relativa de las ramas (Tamura et al. 2013).
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5.2.13. Analisis estadistico

El criterio utilizado fueron las medidas de los halos de inhibicion sobre el crecimiento de
la cepa testigo como prueba positiva de actividad antagonista mediante el modelo
factorial de Andlisis de Varianza (ANOVA). Asimismo, para identificar diferencias
estadisticas significativas entre los factores establecidos se utiliz6 la prueba de Tuckey
al 95% de confianza. La evaluacion se realiz6 mediante el programa estadistico para

Windows SPSS version 22.0.
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6. RESULTADOS

6.1. Descripcion taxonémica de las hormigas colectadas

Las hormigas cortadoras de hojas recolectadas en el presente estudio fueron
determinadas taxonémicamente como pertenecientes a la especie Atta cephalotes

(Linnaeus, 1758).

ORDEN: Hymenoptera Linnaeus, 1758
SUBORDEN: Apocrita
FAMILIA: Formicidae Latreille, 1809
SUBFAMILIA: Myrmicinae Latreille 1807
TRIBU: Attini
Género: Atta Fabricius, 1804

Especie: Atta cephalotes (Linnaeus, 1758)

Morfologia externa: La cabeza es lisa y brillante con los lados convexos y de color mas
claro que el térax (Figura 8C). El margen superior de la cabeza es poco emarginado
donde los I6bulos occipitales presentan pilosidad abundante y densa (Figura 8B). Las
espinas occipitales son mas cortas que el maximo diametro del ojo y estan dirigidas
hacia atras (Figura 8A). Las mandibulas son alargadas, estrechas, muy curvadas en
vista lateral y de borde externo sinuoso en vista frontal. La antena presenta once
segmentos (un escapo y funiculo de 10 segmentos) (Figura 8B). El dorso del
promesonoto presentan dos pares de espinas y poca pubescencia, donde las espinas
pronatales presentan longitudes variables (Figura 8A). El propodeo presenta un par de
espinas largas y dirigidas hacia atras. El primer tergo del opistogéaster es liso y cubierto

con abundante pilosidad (Figura 8A).
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Distribucion conocida: Presentes en la regién Neotropical y los paises donde se han
confirmado su presencia son: México, Honduras, Guatemala, Honduras, Costa Rica,
Trinidad, Panama, Colombia, Ecuador, Bolivia, Venezuela, Brasil y Pert (Cusco, Junin,

Madre de Dios, Huanuco, Cajamarca, San Martin y Loreto).

Diagnosis y comentarios. La identificacion de las obreras mayores no representa un
problema para su identificacion, pero en el caso de las demas castas los caracteres no
son facilmente observables o pueden llegar a ser muy similares a otras especies. Por
esta razdn, de ser posible, las muestras deben venir acompanadas de obreras mayores

asociadas para tener una mayor certeza en la identificacion.

Figura 8. Atta cephalotes (Linnaeus,1758). A. Morfologia general en vista lateral.
B. Vista frontal. C. Vista dorsal. Abreviaturas: EO: Espina occipital; EP: Espina

pronotal; EM: Espina mesonotal; EPD: Espinas propodeales
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6.2. Aislamiento de actinomicetos nativos

Se recuperaron 40 aislamientos con caracteristicas morfoldégicas semejantes a los
actinomicetos. De éstas, 30 se confirmaron de acuerdo a la tincibon Gram y las
caracteristicas fenotipicas de los actinomicetos, los cuales presentan consistencia seca
y compacta, fuertemente adheridas al medio sélido, de apariencia aterciopelada
granulosa o pulverulenta y con o sin produccion de pigmento. Del total de colonias

presuntivas de actinomicetos, 24 aislados se recuperaron en AAC y sélo 6 en ACZ.

6.3. Caracterizacion morfolégica de los actinomicetos aislados

La caracterizacion macroscépica de las 30 cepas de actinomicetos se indica en la
Tabla 2. El crecimiento de los actinomicetos ocurre entre los 7 y 15 dias. El tamano de
las colonias es variable desde 4 mm hasta colonias de 15 mm de diametro, ademas los
morfotipos predominantes fueron colonias de color blanco-grisaceas, bordes irregulares,
elevadas o planas, convexa, borde liso y consistencia dura. El 40% del total de colonias
aisladas presentaron pigmentaciones difusibles en el medio Extracto Malta-Levadura
(ISP 2) siendo la pigmentacién marron tenue la méas frecuente. Las técnicas de tincion
Gram y microcultivo permitieron observar detalles del micelio aéreo y vegetativo,
fragmentacién del micelio y la agrupacién de esporas a manera de espiral, tipica del

género Streptomyces.

Las colonias de la cepa denominada como HHA-4 fueron de color blanco en el anverso,
es decir, el color del micelio aéreo, y en el reverso, el cual corresponde al micelio
vegetativo, present6é una ligera pigmentacion beige. La superficie es pulverulenta, de
elevacion convexa y/o umbonada y consistencia fragil (Figura 9A y 9B).
La tincién Gram de la cepa HAA-4 a partir de 7 dias de incubacion mostré filamentos
ramificados Gram positivos delgados y largos (Figura 9C). El microcultivo permitié
observar esporas tanto individuales como originadas de las hifas ramificadas no

fragmentadas, organizadas en forma de cadenas largas y enrolladas en espiral; esta
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propiedad es caracteristica del género Streptomyces. La tincién con azul de Lactofenol
permitié apreciar la forma de las hifas onduladas delgadas, con ramificaciones no
fragmentadas, que se originan en un centro comun, formando la red del micelio

(Figura 9D).

Figura 9. Actinomiceto HAA-4 en el medio agar extracto de malta — levadura (ISP 2)

A. Morfologia macroscopica del micelio aéreo. B. Morfologia macroscopica del micelio

vegetativo. C. Tincién Gram D. Microcultivo con tincién azul de Lactofenol.
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Tabla 2. Caracterizacion fenotipica de las 30 cepas de actinomicetos aislados de Atta

cephalotes procedentes del distrito Mariano Damaso Beraun — Huanuco, Peru.

Colonia

Actinomiceto

(n=30) Color Forma Elevacion Borde Pigmento
HAA-1 Marrén Irregular Pulvinada Entero Marrén
HAA-2 Blanco Irregular Pulviniforme Lobulado Marrén
HAA-3 Blanco Circular Convexa Entero NC
HAA-4 Blanco Irregular Pulvinada Ondulado Beige
HAA-5 Blanco Irregular Elevada Entero Marrén
HAA-6 Beige Irregular Convexa Lobulado NC
HAA-7 Blanco Irregular Convexa Lobulado NC
HAA-8 Marrén Irregular Convexa Ondulado Marrén
HAA-9 Beige Irregular Convexa Ondulado Beige
HAA-10 Blanco Circular Elevada Entero NC
HAA-11 Blanco Irregular Convexa Entero NC
HAA-12 Blanco Circular Elevada Entero NC
HAA-13 Beige Irregular Convexa Ondulado Marrén
HAA-14 Blanco Circular Elevada Entero NC
HAA-15 Blanco Circular Elevada Entero NC
HAA-16 Blanco Irregular Convexa Ondulado NC
HAA-17 Beige Irregular Convexa Lobulado Marrén
HAC-18 Blanco Circular Plana Entero NC
HAC-19 Beige Irregular Elevada Lobulado NC
HAC-20 Blanco Filamentosa Elevada Erosionado NC
HAC-21 Gris Filamentosa Convexa Filamentoso NC
HAC-22 Blanco Irregular Elevada Ondulado NC
HAC-23 Blanco Irregular Elevada Ondulado NC
HAA-24 Beige Circular Convexa Entero Marrén
HAA-25 Marrén Irregular Convexa Lobulado Marrén
HAA-26 Blanco Circular Convexa Entero Marrén
HAA-27 Blanco Circular Convexa Entero NC
HAA-28 Beige Irregular Pulvinada Lobulado Marrén
HAA-29 Blanco Circular Elevada Entero NC
HAA-30 Blanco Circular Convexa Entero NC

NC: Natural (sin pigmentacion)
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6.4. Produccion de Enzimas Extracelulares (EEC) por actinomicetos aislados

De los 30 actinomicetos evaluados, 22 producen algun tipo de enzima extracelular
(Tabla 3). Se determiné cualitativamente la produccion de enzimas extracelulares en la
mayoria de los aislados, siendo el 63% productores de lecitinasas, 60% de amilasas,
53% de caseinasas, 50% de esterasas y 40% de gelatinasa. Los actinomicetos que
mostraron mayores halos de actividad enzimatica fueron los productores de amilasas,
siendo la cepa HAA-6 la que presenta mayor actividad amilolitica (Figura 10).
Igualmente, los actinomicetos productores de gelatinasas y caseinasas fueron
significativas, siendo la cepa HAA-21 la que tiene la mayor actividad enzimatica para
ambos sustratos, tal como se puede observar en la Figura 11 y Figura 12
respectivamente. Los actinomicetos productores de tween esterasas presentaron halos
de mediana actividad enzimatica (Figura 13). Se destacan las cepas HAA-4, HAA-6,
HAA-21 y HAA-25 como las mas significativas en la produccién de las 5 enzimas

extracelulares determinadas en este estudio (Tabla 3).

Figura 10. Actividad amilolitica de las cepas HAA-1, HAA-6 y HAA-13. Se destaca la
actividad de la cepa HAA-6. Se utilizé el colorante Lugol para revelar el almidén no

digerido. Un halo incoloro alrededor de la colonia indica la hidrolisis del almidén.
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Figura 11. Hidrolisis de la gelatina por las cepas HAA-18, HAA-21, HAA-25, cuyas
colonias presentan halos transparentes como producto de la actividad enzimatica de

la gelatinasa microbiana. Revelado con bicloruro de mercurio.

Figura 12. Produccién de caseinasas por las cepas HAA-7, HAA-9 y HAA-21. Las
formaciones de un halo transparente alrededor de las colonias de actinomicetos

indican la actividad de esta enzima.
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Figura 13. Actividad lipolitica de las cepas HAA-3, HAA-6 y HAA-11 provocada por
las tween esterasas. Se evidencia la formacion de un halo opaco del medio agar

Tween 80, alrededor de las colonias de actinomicetos.
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Tabla 3. Produccién de enzimas extracelulares de actinomicetos aislados de Atta

cephalotes frente a diversos sustratos

Actinomicetos

HAA-1
HAA-2
HAA-3
HAA-4
HAA-5
HAA-6
HAA-7
HAA-8
HAA-9
HAA-10
HAA-11
HAC-12
HAC-13
HAC-14
HAC-15
HAA-16
HAA-17
HAA-18
HAA-19
HAA-20
HAA-21
HAA-22
HAA-23
HAA-24
HAA-25
HAA-26
HAA-27
HAA-28
HAC-29
HAC-30

Porcentaje de actividad enzimatica extracelular (% * o)

Lecitinasa Lipasa Caseinasa Amilasa Gelatinasa
62,5 +0.1 50+0.2 - 66,3+0.2 52,1 £0.1
68,8 £0.3 58,8 £0.3 46.6 £ 0.1 65,5 £ 0.1 38,4 £ 0.1
58,8 + 0.2 42,1 £ 0.1 58,7 + 0.3 73,8 +0.1 453 +0.2
54,5 + 0.1 62,5+0.2 59,8 £0.2 73,8+0.2 48,9 +0.3

- 70,3 £0.1 68,7 £0.1 65,2 £0.1 -

50+0.2 66,0 £0.3 57,6 £ 0.1 77,9 +0.1 47,2+0.2

50 £ 0.1 - 73,5+£0.2 - 50,7 £0.1
68,6 £0.3 - 69,2 £0.3 - -
57,6 £ 0.1 - 64,5+0.3 - -
70,6 £0.2 61,9+0.2 55,3 £ 0.1 65,7 £0.2 36,2 £0.3
62,3 + 0.1 46,6 £ 0.1 - 69,1 £ 0.1 -

- - - 54,6 £0.2 -
59,1 £0.3 - 29,7+0.2 66,8 + 0.1 -
64,8 £0.1 67,8 £0.1 73+0.1 69,1 £0.1 -
43,7 £0.1 60,1 +0.3 62,5+ 0.1 67,8 +0.3 58,4 + 0.1
53,3+0.2 70,5 £0.1 75,4 £0.1 66,6 £0.2 62,5+0.2
61,1 £0.1 68,4 +0.2 70 66,1 + 0.1 -
63,8 £0.3 27,2+ 0.1 71,4+0.2 75,2+0.2 46,3 +£0.1

- - - 60 +0.1 -
56,2 £ 0.1 58,3+ 0.3 74,9 + 0.1 74,1 +£0.2 57,2+0.3

70+0.2 66,6 £ 0.1 - 65,2 £0.3 -
58,3 £ 0.1 - 57,6 £ 0.1 - 47,2+ 0.1

O': Desviacion estandar
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6.5. Prueba cualitativa de antibiosis mediante el bioensayo “doble capa”

6.5.1. Actividad antibacteriana

De los 30 actinomicetos evaluados, 5 cepas (17%) presentaron actividad antibacteriana
frente al patdgeno Staphylococcus aureus ATCC 25923; 4 (13%) frente a Bacillus
subtilis ATCC 6633; 2 (7%) frente a Escherichia coliATCC 8739y S. aureus ATCC 6538
y finalmente solo 1 cepa (3%) frente a Enterococcus faecalis ATCC 51922 (Tabla 4).

La cepa denominada como HAA-4 fue la que presenté mayor actividad inhibitoria frente
a B. subtilis ATCC 6633 con un halo de inhibicién de 17 mm de diametro de inhibicion;
asimismo cabe mencionar que la cepa HAA-4 fue quien present6 actividad antagénica
frente a cinco de los seis patdgenos evaluados en el presente estudio (Tabla 4 y

Figura 14). Por tanto, el actinomiceto HAA-4 fue seleccionado para estudios posteriores.

Bacillus subtilis ATCC 6633

Figura 14. Actividad inhibitoria mediante el bioensayo “doble capa” por parte del
actinomiceto HAA-4 frente a Bacillus subtilis ATCC 6633. Prueba realizada en el

Agar Almidon Caseina.
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Tabla 4. Halos de inhibicion de actinomicetos aislados de Atta cephalotes frente a

bacterias Gram positivas y Gram negativas por el método de “doble capa”.

E. coli B. subtilis S.aureus E. coli S.aureus E.faecalis
ATCC 8739 ATCC6633 ATCC6533 ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 51923

Actinomiceto

HAA-1 - - - - - -

HAA-2 - - - - 12,5+ 0.1 -

HAA-3 7,3+0.1 8,2+0.2 15,4 £ 0.1 - 74+0.2 -

HAA-4 7,1+0.2 17,3 +0.1 8,6 0.2 - 9,703 8,8+0.2

HAA-5 - - - - - -

HAA-6 - 13,4 +0.3 - - 12,4 +£0.3 -

HAA-7 - - - - - -

HAA-8 - - - - - -

HAA-9 - - - - - -

HAA-10 - - - - - -

HAA-11 - 10,2 £ 0.1 - - 13,6 £ 0.1 -

HAA-12 - - - - - -

HAA-13 - - - - - -

HAA-14 - - - - - -

HAA-15 - - - - - -

HAA-16 - - - - - -

HAA-17 - - - - - -

HAA-18 - - - - - -

HAA-19 - - - - - -

HAA-20 - - - - - -

HAA-21 - - - - - -

HAA-22 - - - - - -

HAA-23 - - - - - -

HAA-24 - - - - - -

HAA-25 - - - - - -

HAA-26 - - - - - -

HAA-27 - - - - - -

HAA-28 - - - - - -

HAA-29 - - - - - -

HAA-30 - - - - - -

*Los resultados se expresan como halos de inhibicion (mm de didametro) mas la desviacion
estandar
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6.5.2. Actividad antifungica

De acuerdo al test de actividad inhibitoria mediante el bioensayo “doble capa” se
evaluaron 30 actinomicetos, de los cuales 14 aislamientos (47%) presentaron actividad
antagonista frente a Candida albicans ATCC 7516, 13 cepas (43%) frente a C.
parapsilosis ATCC 7307, 11 (37%) frente a C. tropicalis ATCC 7206 y C. albicans ATCC
10231 y 9 (30%) a C. albicans ATCC 98028 (Figura 15).

Las cepas de actinomicetos que presentaron mayor actividad antifungica fueron las
asignadas como HAA-17 y HAA-16, ambas frente a C. albicans ATCC 10231 con
porcentajes de inhibicién de 87% y 86 % respectivamente (Figura 17); seguidas de la
cepa HAA-1 quien presenté 83% de inhibicion frente a C. albicans ATCC 7516
(Figura 18); mientras que la cepa HAA-6 presento6 el menor porcentaje de inhibicion de
27% frente a C. tropicalis ATCC 7206. Asimismo, del total de 30 actinomicetos aislados,
16 cepas resultaron tener actividad antifingica frente al menos una cepa del género
Candida. Finalmente se destaca la actividad antagdnica de las cepas HAA-17, HAA-19,
HAA-21, HAA-23, HAA-26 y HAA-27 quienes presentaron actividad antifungica frente a
las 5 cepas del género Candida evaluadas en el presente estudio (Tabla 5y Figura 16).
Las cepas denominadas como HAA-16 y HAA-17 fueron seleccionadas para

evaluaciones posteriores por su mayor actividad antifungica.

H C.albicans ATCC 7516

M C. parapsilosis ATCC 7307
C. tropicalis ATCC 7206

B C. albicans ATCC 10231

H C. albicans ATCC 98028

Figura 15. Actividad antifingica de los actinomicetos aislados de Atta cephalotes

frente a levaduras del género Candida.
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Tabla 5. Actividad antifingica de 30 actinomicetos aislados de Atta cephalotes frente a

levaduras del género Candida.

C.tropicalis C.albicans C.albicans C.parapsilosis C.albicans
ATCC 7206 ATCC 98028 ATCC 7516 ATCC 7307 ATCC 10231

Actinomicetos

HAA-1 78,5+0.2 - 83,2+ 0.1 80,2 +0.1 -
HAA-2 - - - - -
HAA-3 - - * - -
HAA-4 - 70,4 £0.1 82,1 +0.1 - 74,2+ 0.1
HAA-5 - - - - -
HAA-6 27,3+0.1 - - 79,6 +0.1 -
HAA-7 58,2 +0.1 - - - -
HAA-8 - - - - -
HAA-9 - - 64,9 0.1 66 .7+ 0.2 76,3 +0.1
HAA-10 - - - - -
HAA-11 - 60,2 +0.2 62,8 + 0.1 63,4 + 0.1 76,8 +0.3
HAC-12 - - - - -
HAC-13 - - * - -
HAC-14 - - * - -
HAC-15 - - * - -
HAA-16 79,1 £0.1 40,5 +0.1 74,1 +£0.1 - 86,2+ 0.1
HAA-17 72,3+0.3 66,3 + 0.1 75,2+0.2 37,2+0.3 87,1 +0.1
HAA-18 - - 77,2+0.1 66,2 + 0.1 -
HAA-19 81,6 £0.1 79,3 £0.1 78,4 +0.1 70,7 +£0.1 68,3+0.2
HAC-20 - - * - -
HAA-21 70,3+0.2 79,5+0.3 76,2+ 0.1 71,5+0.1 82,3 +0.1
HAA-22 - 35,4 +0.3 75,3+0.1 38,6 +0.2 74,7 +0.1
HAA-23 77,7 +0.1 70,8 +0.1 78,6 +0.1 80,4 +0.1 79,3 +0.1
HAA-24 - - * - -
HAA-25 745 +0.2 - 79,4 +0.1 80,2+0.1 -
HAA-26 77,4 +01 79,1 £0.1 67,3+0.2 71,6 £0.1 67,6 +0.2
HAA-27 65,3 +0.3 38,6 £0.2 82,4 +0.1 46,7 +0.3 70,4 +0.1
HAA-28 - - * - -
HAC-29 - - * - -
HAC-30 - - * - -

*Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion (%) mas la desviacion estandar
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H Calbicans ATCC 10231

M C.parapsilosis ATCC 7307
m Calbicans ATCC 7516

H Calbicans ATCC 98028

m C.tropicalis ATCC 7206

HAA-1 I
HAA-4 I
HAA-9 I
HAA-25 I
HAA-6 I
HAA-18 IR

HAA-7 IR

HAA-2
HAA-3
HAA-5
HAA-8
HAA-10

Cepas testigo

o - N w = (9,
HAA-17 I
HAA-19 I
HAA-21 I
HAA-23 I T
HAA-26 I
HAA-27 I
HAA-11 I s
HAA-16 I
HAA-22 I

HAA-12
HAA-13
HAA-14
HAA-15
HAA-20
HAA-24
HAA-28
HAA-29
HAA-30

Cepas de actinomicetos

Figura 16. Frecuencia de la actividad antifungica de las 30 cepas de actinomicetos frente a las
levaduras del género Candida

Figura 17. Actividad antifungica por el método “doble capa” de los actinomicetos
asignados como HAA-17 (A) y HAA-16 (B) frente a Candida albicans ATCC 10231.

Ensayo realizado sobre el medio de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa.
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Figura 18. Actividad inhibitoria del actinomiceto HAA-1 frente a Candida albicans

ATCC 7516. Prueba realizada sobre el medio Agar sabouraud dextrosa.

En base a los resultados obtenidos gracias al método de ensayo “doble capa”, se
determina que, del total de 30 actinomicetos aislados, 5 presentaron actividad
antibacteriana mientras que 16 tienen actividad antifangica. Ademas, cabe mencionar
que las cepas de actinomicetos asignadas como HAA-4, HAA-6 y HAA-11, resultaron
tener actividad antagdnica de amplio espectro frente a bacterias y levaduras evaluadas

en el presente estudio (Figura 19).

Actividad Antifungica —

Actividad Antibacteriana

Amplio espectro

0 5 10 15 20

Figura 19. Nimero de actinomicetos aislados de Atta cephalotes y su actividad

antimicrobiana.

48



6.6. Caracteristicas de los cultivos continuos de las cepas seleccionadas

Los cultivos continuos de las cepas HAA-4, HAA16 y HAA-17 presentaron
caracteristicas variables de crecimiento en el Caldo peptona —extracto de levadura. El
crecimiento de las cepas HAA-16 y HAA-17 en los cultivos liquidos se determinaron por
la presencia de agrupaciones filamentosas o “pellets” (Figura 20), tal como se ha
descrito respecto al crecimiento de los actinomicetos en medios liquidos
(Franco-Correa 2008), mientras que en el cultivo de la cepa HAA-4 se pudo observar la
no agrupacion de los filamentos. Es importante tener en cuenta que tanto los
componentes del medio de cultivo como los parametros de crecimiento, fueron piezas

fundamentales para que se lleve a cabo el crecimiento éptimo de los cultivos continuos.

Figura 20. Agrupaciones filamentosas o “pellets” del actinomiceto HAA-17 en un

matraz de caldo peptona- extracto de levadura con agitacion de 200 rpm a 30°C.

6.7. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes

La evaluacion antimicrobiana de los sobrenadantes de las cepas elegidas frente a las
bacterias y levaduras arrojaron resultados confirmatorios respecto a las pruebas
anteriores; por ejemplo, tenemos el enfrentamiento de las cepas denominadas como
HAA-4, HAA-16 y HAA-17 frente a Candida albicans ATCC 10231, las cuales mostraron

halos de inhibicién de 5, 8 y 17 mm de didametro respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Actividad antifungica de los sobrenadantes de las cepas HAA-4, HAA-16,
HAA-17 frente a C. albicans ATCC 10231. El control negativo fue el Caldo Peptona-

Extracto de levadura.

6.8. Obtencion de los extractos crudos de los actinomicetos seleccionados

Los extractos organicos de los actinomicetos fueron concentrados hasta obtener los
pesos secos de cada cepa, tal como se muestra en la Tabla 6. Los resultados evidencian
que el diclorometano y acetato de etilo (ambos de polaridad intermedia) presentan las
mejores caracteristicas de retencién de los compuestos antimicrobianos, hecho

ratificado en los ensayos de difusién en pocillo que se detallard mas adelante.

Tabla 6. Pesos secos de los exiractos crudos de los actinomicetos seleccionados

Actinomiceto Acetato de etilo * Diclorometano * Hexano *
HHA- 4 6,8 11,1 2,5
HAA- 16 13,5 6,5 3,5
HAA- 17 12,3 9,1 3,8

*Peso seco en mg
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6.9. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos crudos

La Tabla 7 muestra los resultados de la actividad antifungica in vitro de los extractos de
acetato de etilo, diclorometanico y hexanico de los actinomicetos HAA-16 y HAA-17, los
cuales fueron previamente seleccionados en base a su mayor actividad antifungica. Los
extractos obtenidos con acetato de etilo y diclorometano de ambos actinomicetos,
presentaron halos de actividad antifungica contra las 5 levaduras evaluadas, siendo los
extractos de acetato de etilo los que presentaron mayores halos de inhibicion. El extracto
de acetato de etilo del actinomiceto HAA-17 fue el que presentd el mayor halo de
inhibicién frente a C. parapsilosis ATCC 7307, generando halos de inhibicién de 30 mm
de didmetro (equivalente a 86 % de inhibicion), valores muy cercanos al del control
positivo Fluconazol (20 pg/mL), el cual alcanzé halos de inhibicion de 33 mm de diametro
(87 % de inhibicion) (Figura 22). El enfrentamiento con C. albicans ATCC 10231 generé
halos de inhibicién de 27 mm de inhibicién (84% de inhibicién), valores cercanos a los
del Fluconazol, quien presentdé halos de inhibicion de 38 mm de diametro
(88% de inhibicion) (Figura 23). Los extractos diclometanicos también presentaron
resultados favorables para determinadas especies del género Candida (Figura 24). Por
otra parte, los extractos hexanicos mostraron tener limitada capacidad inhibitoria contra
las levaduras evaluadas. Asimismo, en la Tabla 8 se muestra los halos de inhibicién de
los extractos organicos del actinomiceto HAA-4, el cual presentd amplio espectro en
pruebas anteriores. Los extractos diclorometanicos de la cepa HAA-4 presentaron
mayores rendimientos de inhibicion en comparacion con los extractos de acetato de
etilo. El extracto diclorometanico de la cepa HAA-4 solamente mostré inhibicién frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 51922. Los halos
de inhibicién fueron de 13 mm (equivalente a 71% de inhibicidn) frente a E. faecalis
ATCC 51922 y 12 mm (70% de inhibicién) frente a S. aureus ATCC 25923; en
comparacion con el control positivo Ciprofloxacino (100 pug/mL), el cual alcanzé halos

de 30 mm de didmetro (86% de inhibicion) (Figura 25). Asimismo, los extractos
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diclorometanicos de la cepa HAA-4 presentaron halos de inhibicién de 15 mm de
diametro (equivalente a 75% de inhibicién) frente a C. albicans ATCC 7516y 14 mm de
diametro (74% de inhibicién) frente a C. albicans ATCC 10231; en comparacién con el
control positivo Fluconazol (20 ug/mL) de 38 mm de diametro (88% de inhibicién)
(Tabla 8). Los extractos hexanicos de la cepa HAA-4, no presentaron actividad frente
a las bacterias Gram positivas y Candida albicans. La actividad inhibitoria de los
extractos organicos frente a las bacterias Gram negativas no fue detectada en los
ensayos evaluados.

Esta informacién cualitativa nos permitié proceder con el calculo de la Concentracién

Minima inhibitoria (CMI).

Tabla 7. Actividad antifingica de extractos organicos de los actinomicetos HAA-16 y

HAA-17 aislados de Atta cephalotes frente a levaduras de importancia clinica.

Solvente C.albicans C.parapsilosis C.tropicalis C.albicans C.albicans

Actinomiceto  organico = ATCC 7516 ATCC 7307 ATCC 7206 ATCC 98028 ATCC 10231

:t‘i’fgam de 502401  172+02 152401  201+01  192+0.1
HAA-16 Diclometano 18,3+ 0.1 12,2+0.1 22,1 +0.1 19,1 +£0.2 15,1 £0.2
Hexano i i : 8,903 11,8+0.2
:t‘i’fgam de 250402 30,1403 242402 262402  272+02
HAA-17 Diclometano 18,3+ 0.1 15,3+ 0.1 13,3+0.1 14,1 0.3 15,3 +0.1
Hexano 8,6 +03 11,8+0.3 : : 9,6+04

Control + Fluconazol 30,3 +0.1 33,2+0.1 38,2+ 0.1 41,2+0.2 38,2+ 0.1

Control - Solventes - - - - -

*Los resultados se expresan como halos de inhibicion (mm de didmetro)
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Tabla 8. Actividad inhibitoria de los extractos organicos del actinomiceto HAA-4 aislado

de Atta cephalotes frente a bacterias Gram positivas y Candida albicans.

Solvente S. aureus E. faecalis C.albicans C.albicans
Actinomiceto .
organico ATCC 25923 ATCC 51922 ATCC 7516 ATCC 10231
Acetato de 13,12 0.1 5,6+ 0.3 11,42 0.2 7,6+ 0.1
etilo
HAA-4 Diclometano 12,3+ 0.1 13,2+ 0.1 15,3+ 0.1 14,2+ 0.2
Hexano - - - -
Control + 32,2+ 0.1 30,3+ 0.1 30,2+ 0.2 38,3+ 0.1
Control - Solvente - -

*Los resultados se expresan como halos de inhibicion (mm de didametro)

Control positivo : Ciproflaxacino (Gram positivas), Fluconazol (Candida sp)

: i

Figura 22. Actividad antifingica de los extractos organicos obtenidos con acetato
de etilo frente a Candida parapsilosis ATCC 7307. Control positivo: Fluconazol

(20 pg/mL). Control negativo: Acetato de etilo
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vt |

Figura 23. Actividad antifungica de los extractos organicos obtenidos con
acetato de etilo frente a Candida albicans ATCC 10231. Control positivo:

Fluconazol (20 pg/mL). Control negativo: Acetato de etilo

Figura 24. Actividad antifungica de los extractos organicos obtenidos con
diclorometano frente a Candida albicans ATCC 98028. Control positivo:

Fluconazol (20 pg/mL). Control negativo: Diclorometano
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Control negativo
o
-
Tt

Control positivo

Figura 25. Actividad antifungica de los extractos orgénicos del actinomiceto

HAA-4 frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Control positivo:

Ciprofloxacino (100 pg/mL). Control negativo: Solventes organicos

6.10. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto organico activo

Las concentraciones de los extractos organicos de las cepas HAA-4, HAA-16 y HAA-17
fueron igualados a la concentracion de 6.5 mg/mL. Los resultados del ensayo
cuantitativo de la CMI de los extractos organicos de los actinomicetos HAA-16 y HAA-
17 se encuentran en la Tabla 9. La CMI de los extractos organicos varié desde 3,25
mg/mL a 6,5 mg/mL frente a las levaduras del género Candida. Se determind que
C. albicans ATCC 7516 y C. parapsilosis ATCC 7307 presentaron una CMI de
3,25 mg/mL obtenido del extracto de acetato de etilo del actinomiceto HAA-17, por lo
tanto, se les considera como los patégenos mas sensibles del presente estudio por
presentar la CMI mas baja (Figura 26). Estos valores reflejan una sintesis de lo
apreciado en las pruebas de screening, donde se evidencia una potente actividad

antifungica por parte de los actinomicetos HAA-16 y HAA-17. Asimismo, cabe mencionar
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gue la evaluacién de la CMI del extracto diclorometanico del actinomiceto HAA-4 frente
a bacterias Gram positivas (S. aureus y E. Faecalis), no presenté actividad
antimicrobiana; sin embargo, el extracto diclorometénico inhibié el crecimiento de

Candida albicans solo en su primera concentracion (6,5 mg/mL).

Tabla 9. Evaluacién de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos
organicos de los actinomicetos HAA-16 y HAA-17 y HAA-4, frente a levaduras del

género Candida.

CMI (mg/mL)

C.albicans  C.parapsilosis C.tropicalis  C.albicans C.albicans

Actinomiceto  Solvente ATCC7516  ATCC 7307 ATCC7206 ATCC 98028 ATCC 12031

Acetato de

HAA-16 e 6.5 6.5 - - 6,5

HAA-17 Acetato de 3,25 3,25 6,5 6,5 6,5
etilo

HAA-4 Diclorometano 6,5 - - - 6,5

Figura 26. Prueba de CMI de los extractos organicos de la cepa HAA-17 frente a
C. parapsilosis ATCC 7307, usando cloruro de trifenil tetrazolium (TTC) como
revelador. Cl: control de inhibicion del patégeno. CP: control de crecimiento del
patégeno
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6.11. Identificacion molecular de los actinomicetos seleccionados

El arbol filogenético obtenido revelé que la cepa denominada HAA-16 se encuentra
estrechamente relacionada a Streptomyces albidoflavus con identidades de secuencias
de 99% (Figura 27). Respecto a la cepa denominada como HAA-17, ésta se encuentra
relacionada a Streptomyces sp ADI9602 con identidades de secuencias de 44%. Las
agrupaciones se encuentran apoyadas por 1000 réplicas de Bootstrap. Por otro lado,
respecto a la cepa HAA-4, ésta se encuentra localizada en una rama individual cercana
al grupo formado por 5 actinomicetos (Streptomyces celluloflavus, Streptomyces
griseus, Streptomyces pratensis, Streptomyces tsusimaensis y Streptomyces
griseobrunneus) (Figura 27). Sin embargo, el analisis mediante la herramienta BLAST
reveld que la secuencia del ARNr 16S de HAA-4 presenta mayor grado de identidad de

99% con Streptomyces griseobrunneus y Streptomyces pratensis.
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Streptomyces griseus (EF192235.1)
Streptomyces griseobrunneus (NR 115448.1)

Streptomyces celluloflaws (KP235209.1)

49 | | Streptomyces pratensis (KU973965.1)

Streptomyces tsusimaensis (EU622279.1)
HAA-4

23

Streptomyces sp ADI9602 (KJ957005.1)
2Bl HAaA17

- Streptomyces puniceus (KT781123.1)
26| Streptomyces microflawus (KJ020690.1)
sg| Streptomyces californicus (JQ218934.1)

L Streptomyces vinaceus (AB184757.1)
100

— Streptomyces bacillaris (KJ571045.1)
Streptomyces halstedii (KY007168.1)

51, Streptomyces globisporus (KF730767.1)

27|l Streptomyces griseoplanus (KR476418.1)

r Streptomyces cyaneofuscatus (HG965212.1)

12
% 5 _|Streptomyces microflawus (AB184765.1)

41||' Streptomyces alboviridis (AB184256.1)

71, Streptomyces griseus subsp.griseus (AB184699.1)
24-| Streptomyces ornatus (AB184290.1)

29 Streptomyces praecox (AB184293.1)

100 Streptomyces anulatus (AB184875.1)

Streptomyces griseochromogenes (NR 112396.1)
8;|_E Streptomyces ciscaucasicus (AY508512.1)
53 — Streptomyces resistomycificus (NR 112287.1)
Streptomyces althioticus (AY999791.1)

99 | Streptomyces albidoflavus (EF620361.1)
79 HAA-16

Streptomyces flavofungini (EF571003.1)
100

Streptomyces griseus strain 45H (EF571002.1)
99 | Streptomyces albus (KF977551.1)
Streptomyces somaliensis (KF973255.1)
Rhodococcus equi ATCC 33707 (X80594.1)

| Mycobacterrium tuberculosis (X58890.1)
100 | Mycobacterium bovis (AM408590.1)

Figura 27. Arbol filogenético de las secuencias de ADNr 16S de las cepas de
actinomicetos HAA-4, HAA-16 y HAA-17. Se utiliz6 como grupo externo a

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis y Rhodococcus equi.

58



6.12. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos entre los extractos organicos de la cepa HAA-16 y las levaduras
del género Candida presentaron diferencias significativas en la actividad inhibitoria
puesto que el estadistico F lleva asociado un valor p< 0,05, lo cual indica que las
interacciones entre los factores posen un efecto significativo sobre el diametro del halo

de inhibicion (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados estadisticos de la prueba ANOVA de los extractos orgénicos del
actinomiceto HAA-16 frente a levaduras del género Candida. gl (grados de libertad),

F (estadistico de prueba), p (significancia observada)

Suma de . . .
gl Media cuadratica F Sig.(p)
cuadrados
Tipo de extractos 2618,800 3 872,933 52,038 ,000
Levaduras del género
. 268,400 16 16,775
Candida
Total 2887,200 19

Considerando la diferencia significativa entre los factores evaluados, las pruebas de
comparaciones multiples de medias de Tukey demuestra que el extracto hexanico
presenta la actividad inhibitoria mas baja con respecto a su media (3,80 mm de
inhibicion, el cual difiere significativamente de los demas valores calculados) seguido
del extracto de diclorometano (17,20 mm de inhibicién) y finalmente el extracto de
acetato de etilo (18,20 mm de inhibicidn), el cual present6 el mayor valor de media del
diametro de inhibicion frente al crecimiento de las levaduras evaluadas. Estos resultados
nos indican que los extractos de acetato de etilo y diclorometano de la cepa HAA-16 son
los mas representativos porque presentan la mayor actividad inhibitoria con respecto a
los extractos del subgrupo 1 y difiere significativamente de estos. Asimismo, se puede

observar que el control positivo (Fluconazol) presenta la media de inhibicién altamente
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significativa frente a los patégenos del género Candida, en comparacion al diametro de

inhibicién observados con los extractos organicos evaluados (Tabla 11).

Tabla 11. Subconjuntos homogéneos — DHS de Tukey generales (Extractos organicos
de la cepa HAA-16 frente a levaduras del género Candida) a: Utiliza el tamafo de la

muestra de la media arménica= 5,000

Subconjunto para alfa = 0.05
Tipo de extractos N 1 2 3
HSD Tukey? | Hexano 5 3,80
Diclorometano 5 17,20
Acetato de etilo 5 18,20
Flucfo_nazol - Control 5 36,00
positivo
Sig. 1,000 ,980 1,000
Tukey B2 Hexano 5 3,80
Diclorometano 5 17,20
Acetato de etilo 5 18,20
Flucfo.nazol - Control 5 36,00
positivo

La Tabla 12 presenta los resultados al analizar el efecto de los extractos organicos de
la cepa HAA-16 sobre el crecimiento de las levaduras del género Candida, haciendo
énfasis en el extracto de acetato de etilo el cual present6 el mayor valor de la media del
diametro del halo de inhibicion de 18,20 mm con limites entre 15,51< y< 20,89 mmy el
control positivo Fluconazol (36,00 mm) con limites entre 30,52 < p < 41,48 mm. Para
todos los extractos organicos evaluados excepto los de hexano, el intervalo de confianza
al 95 % presenta limites entre los cuales los datos de los halos de inhibicion se traslapan

entre si, es decir que comparten valores de inhibicion.
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Tabla 12. Intervalos generales de confianza al 95 % (Extractos organicos de la cepa

HAA-16 frente a levaduras del género Candida)

95% del intervalo de
Desviacion Error confianza para la media
N Media i i Minimo | Maximo
estandar | estandar Limite Limite

inferior superior
Acetato de etilo 5 18,20 2,168 ,970 15,51 20,89 15 20
Diclorometano 5 17,20 3,834 1,715 12,44 21,96 12 22
Hexano 5 3,80 5,310 2,375 -2,79 10,39 0 11
Fluconazol

. 5 36,00 4,416 1,975 30,52 41,48 30 41

(Control positivo)
Total 20 18,80 12,327 2,756 13,03 24,57 0 41

Asimismo, el patégeno que presentd mayor sensibilidad frente a los extractos organicos

de la cepa HAA-16 fue C. tropicalis ATCC 7206 con un diametro de halo de inhibicién

de 22 mm, seguido por C. albicans ATCC 98028 y C. albicans ATCC 7516, ambos con

20 mm, seguido de C. albicans ATCC 10231 con 19 mm y finalmente C. parapsilosis

ATCC 7307con un diametro de inhibicién de 17 mm (Figura 28).
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C.albicans L C.parapsilosis C.tropicalis C.albicans C.albicans

ATCC 7516 ATCC 7307 ATCC 7206 ATCC 98028 ATCC 10231

Figura 28. Actividad antifungica de los extractos organicos del actinomiceto
HAA-16 comparados con el Control positivo (Fluconazol) frente a las levaduras

del aénero Candida.
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Por otro lado, la prueba ANOVA de los extractos organicos de la cepa HAA-17 frente a
las levaduras del género Candida, determina que existen diferencias significativas de la

actividad inhibitoria puesto que el estadistico F lleva asociado un valor p< 0,05.

Tabla 13. Resultados estadisticos de la prueba ANOVA de los extractos organicos del
actinomiceto HAA-17 frente a levaduras del género Candida. gl (grados de libertad),

F (estadistico de prueba), p (significancia observada)

Suma de Media .
gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Tipo de extractos 2658,550 3 886,183 64,450 ,000
Levaduras del
. . 220,000 16 13,750
género Candida
Total 2878,550 19

Considerando la diferencia significativa observada entre los factores evaluados, la
prueba de medias de Tukey demuestra que el extracto organico de hexano presenta la
actividad inhibitoria mas baja con respecto a su media (5,60 mm de inhibicién, el cual
difiere significativamente de los demas valores calculados) seguido del extracto de
diclorometano (15,00 mm de inhibicién) y finalmente el extracto de acetato de etilo
(26,80 mm de inhibicién) presentd el mayor valor de media del diametro de inhibicion
frente al crecimiento de las levaduras del género Candida. Estos resultados nos indican
que el extracto de acetato de etilo de la cepa HAA-17 presenta la mayor actividad
inhibitoria con respecto a los extractos del subgrupo 1y 2. Asimismo, se puede observar
que el control positivo (Fluconazol) presenta la media de inhibicion significativa frente a
los patéogenos del género Candida, en comparacion al diametro de inhibicion

observados con los extractos organicos evaluados (Tabla 14).
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Tabla 14. Subconjuntos homogéneos — DHS de Tukey generales (Extractos organicos
de la cepa HAA-17 frente a levaduras del género Candida) a: Utiliza el tamafo de la

muestra de la media arménica= 5,000.

Subconjunto para alfa = 0.05
Tipo de extractos N
1 2 3 4
Hexano 5 5,60
Diclorometano 5 15,00
HSD Tukey? Acetato de etilo 5 26,80
Fluconazol - Control
. 5 36,00
positivo
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Hexano 5 5,60
Diclorometano 5 15,00
a
Tukey B® | s cetato de etilo 5 26,80
Fluconazol - Control
. 5 36,00
positivo

La Tabla 15 presenta los resultados de los extractos organicos de la cepa HAA-17 sobre
el crecimiento de las levaduras del género Candida, haciendo énfasis en el extracto de
acetato de etilo que present6 el mayor valor de la media del didmetro del halo de
inhibicion de 26,80 mm con limites entre 24,11 < y < 29,49 mm y el control positivo
Fluconazol (36,00 mm) con limites entre 30,52 < y < 41,48 mm. Para todos los extractos
organicos evaluados excepto los de hexano, el intervalo de confianza al 95 % presenta
limites entre los cuales los datos de los halos de inhibicién no se traslapan entre si, es

decir no comparten valores de inhibicién.
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Tabla 15. Intervalos de confianza al 95 % (Extractos organicos de HAA-17 frente a

levaduras del género Candida)

95% del intervalo de
Desviacic E confianza para la
N Media eS\{laCIon |:ror media Minimo | Maximo
estandar | estandar — —
Limite Limite
inferior | superior
Acetato de etilo 5 26,80 2,168 ,970 24,11 29,49 24 30
Diclorometano 5 15,00 1,871 ,837 12,68 17,32 13 18
Hexano 5 5,60 5,225 2,337 -,89 12,09 0 11
Fluconazol 5 |3600| 4416 1,975 30,52 41,48 30 41
(Control positivo)
Total 20 20,85 12,309 2,752 15,09 26,61 0 4

Asimismo, se comprobd que el extracto de acetato de etilo de HAA-17 presentd mayor

actividad inhibitoria frente las 5 levaduras, ademas se determin6 que el patégeno con

mayor sensibilidad fue C. parapsilosis ATCC 7307 con un didametro de halo de inhibicién

de 30 mm, seguido por C. albicans ATCC 7516 y C. albicans ATCC 10231 ambas con

27 mm, C. albicans ATCC 98028 con 26 mm y finalmente C. tropicalis ATCC 7206 con

un diametro de 24 mm (Figura 29).
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Figura 29. Actividad antifungica de los extractos organicos de HAA-17

comparados con el Control positivo (Fluconazol) frente a las levaduras.
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Los analisis de varianzas de los extractos organicos de la cepa HAA-4 frente a las
bacterias (S. aureus ATCC 25923y E. faecalis ATCC 51922) y las levaduras (C. albicans
ATCC 7516 y C. albicans ATCC 10231), determinaron que las interacciones entre los
factores poseen efectos significativos sobre los diametros de los halos de inhibicién
puesto que el estadistico F lleva asociado un valor p< 0,05. Por lo tanto, mediante las
pruebas de comparaciones Tukey entre los didmetros de inhibicién de los extractos de
acetato de etilo y diclorometano de la cepa HAA-4 frente a bacterial Gram positivas y
levaduras; se determiné que los extractos organicos presentan valores bajos con
respecto a sus medias (9 mm y 13,50 mm de inhibicién respectivamente); éstos difieren
significativamente de las medias de inhibicién de los controles positivos (Ciprofloxacino

para Gram positivas y Fluconazol para las levaduras) (Tabla 16).

Tabla 16. Subconjuntos homogéneos — DHS de Tukey generales (Extractos organicos

de la cepa HAA-4) a: Utiliza el tamano de la muestra de la media arménica= 5,000.

. Subconjunto para alfa = 0.05
Tipo de extractos N ” >
Acetato de etilo 4 9,00
Diclorometano 4 13,50
HSD Tukey?

Control positivo 4 33,75
Sig. ,196 1,000
Acetato de etilo 4 9,00

Tukey B2 Diclorometano 4 13,50
Control positivo 4 33,75
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7. DISCUSION

En la actualidad, la multirresistencia antibiética pone en peligro el tratamiento de un
numero creciente de enfermedades infecciosas. Es por ello, que se ha buscado
alternativas para su control, una de ellas es mediante el uso de microorganismos como
bacterias y hongos (Busti 2006). Gracias a la participacion de actinomicetos productores
de metabolitos bioactivos es posible contrarrestar algunos de estos patégenos
emergentes. Asi tenemos que especies del género Streptomyces son considerados
modelos en la produccién de nuevas y promisorias moléculas antimicrobianas
(Lehr et al. 2008). Los actinomicetos son organismos ubicuos en la naturaleza, la
mayoria resulta ser abundante en suelos; sin embargo, también se encuentran en
ambientes acuaticos, dulces y marinos, asi como también asociados a insectos

(Leiva et al. 2004, Ledn et al. 2007).

La asociacién tripartita entre los actinomicetos, las hormigas cortadoras de hojas y el
hongo Leucocoprinus sp., proporcionan una nueva via para la identificacion, produccion
y aplicacion de antibiéticos para el tratamiento de algunas enfermedades tanto en seres
humanos como en otros organismos (Currie et al. 1999). La necesidad latente de
proteccion de los cultivos de las colonias frente a la amenaza constante de invasores
patdégenos ha influenciado al parecer en el desarrollo de una simbiosis mutualista con
los actinomicetos (Taerum et al. 2007). Las hormigas son un sustrato vivo rico en quitina,
por tanto, los actinomicetos son capaces de colonizar su exoesqueleto ya que provienen
del suelo donde esta establecida la colonia. Por lo tanto, su diversidad tanto de género
como especie esta relacionada con su abundancia y proliferacion en suelos ricos cuya

materia organica es proporcionada por la actividad de la colonia (Sialer et al. 2008).

Los actinomicetos del presente estudio fueron aislados a partir de Atta cephalotes
(Linnaeus, 1758); sin embargo, cabe mencionar que estas bacterias no solo estan
asociadas a A. cephalotes. Haeder et al. (2009) aislaron y caracterizaron 19 cepas de
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actinomicetos asociados a tres especies de hormigas cortadoras de hojas del género
Acromyrmex (A. octospinosus (Reich, 1793), A. echinatior (Forel, 1899) y A. volcanus
(Wheeler, 1937) recolectadas en Panama. Sanchez et al. (2011) aislaron 29 cepas de
actinomicetos asociados a hormigas cortadoras del género Acromyrmex, Atta,

Cyphomyrmex, Mycocepurus, y Trachymyrmex.

En el presente estudio, el aislamiento primario de los actinomicetos a partir de Atta
cephalotes fue mayor en el medio de cultivo Agar Almidén Caseina (80%) en
comparacion al Agar Czapeck (20%). Estos resultados son similares a los obtenidos por
Sanchez et al. (2011) quienes utilizaron solo el medio de cultivo Agar Almidén Caseina
suplementado con glicerol (como fuente de carbono) para el aislamiento primario,
obteniendo 29 cepas de actinomicetos asociados a diferentes especies de hormigas
cortadoras de hojas recolectadas en México. Por otro lado, el pretratamiento de las
muestras en calor fue eficaz para restringir el crecimiento de la microbiota acompanante,
ya que en la mayoria de los cultivos se obtuvo colonias puras de actinomicetos. Estos
resultados fueron similares a los obtenidos por Ranjan et al. (2015) quién ademas del

calor aplico tratamientos con fenol y posterior cultivo en Agar quitina.

Los métodos de aislamiento convencionales han demostrado que por lo menos el 90%
de los actinomicetos aislados del suelo pertenecen al género Streptomyces
(Manteca & Sanchez 2010). En el AAC los actinomicetos iniciaron su crecimiento
generalmente a partir de 5-7 dias de incubacion hasta los 21 dias. Estas bacterias
formaron colonias de tamano variable (desde 1 mm hasta colonias de 12 mm de
diametro). Asimismo, se pudo observar que existe una variedad morfolégica de colonias,
siendo las mas frecuentes las de forma circular, borde liso e irregulares, consistencia
dura y aspecto pulverulento. En el presente estudio, las colonias fueron entre blanco-
grisaceas, pulverulentas y sin pigmentacién en superficie; caracteristicas que
predominaron sobre las demas variedades de colonias; sin embargo, la pigmentacion

del micelio vegetativo de cada colonia fue variable entre el marrén y amarillo.
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Nuestro resultados son similares a los de Barke et al. (2010) quienes aislaron
actinomicetos a partir de Acromyrmex octospinosus (Reich, 1793) donde las colonias
presentaron caracteristicas semejantes a las de nuestro estudio tales como superficies
pulverulentas, colonias con surcos alrededor y la produccion de pigmentos.
Es importante mencionar que en el aislamiento a partir de A. octospinosus (Reich, 1793)
se emplearon medios de cultivos diferentes a los empleados en el presente estudio y
por consiguiente las caracteristicas fisiologicas pueden variar en funcién a los nutrientes
disponibles y las condiciones fisicas del medio en el que se encuentren, siendo éstas

determinantes en la identificacién a nivel de género (Vijayakumar et al, 2010).

Las observaciones microscépicas de los aislamientos mediante los microcultivos
evidenciaron comportamientos culturales caracteristicos del género Streptomyces
puesto que mostraron células filamentosas y finamente ramificas con abundantes
esporas alrededor. Por lo tanto, la caracterizacion cultural y microscopica siguen siendo
parametros a tomar en cuenta en la identificacion de los actinomicetos. En contraste
Horna & Sialer (2003) aislaron un total de 240 cepas de Streptomyces sp. de las
cuticulas de hormigas pertenecientes a la especie Acromyrmex octospinosus (Reich,
1793); estos resultados son mayores a los encontrados en el presente estudio debido a
gue se realizaron 60 muestreos a partir de cuatro nidos de diferentes especies. Pero no
solo el género Streptomyces esta asociado a las hormigas cortadoras de hojas, tal como
lo reportan Zucchi et al. (2011) quienes aislaron 20 cepas de actinomicetos asociados a
Acromyrmex subterraneus brunneus (Forel, 1912) de los cuales 17 correspondieron a
10 especies diferentes de Streptomyces sp., y las otras 3 a Pseudonocardia antarctica
(Prabahar, 2004), Kitasatospora paranensis (Omura, 1983) y Propionicimonas
paludicola (Akasaka, 2003). Asimismo, Oh et al. (2009) aislaron actinomicetos del
género Pseudonocardia asociado con las atinas menores de Apterostigma detigerum
(Wheeler, 1925) mientras que Remya & Ramasamy (2008) aislaron 62 colonias de

actinomicetos y lograron identificar 30 cepas del género Streptomyces, 10 de
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Glicomyces, 7 de Nocardiopsis, 4 de Nocardiodes, 3 de Actinopolispora, 3 de Nocardia,
2 de Kibdelosporangium, 1 de Actinosinnema, 1 de Kineosporia y 1 de
Saccharopolyspora.

Complementariamente, dentro de las caracteristicas especificas, los actinomicetos
presentan una actividad metabdlica alta, produciendo enzimas extracelulares
hidroliticas y lignoliticas con las que son capaces de degradar la materia organica de
origen vegetal y animal por lo cual son miembros importantes del sistema de
descomposicion del suelo (Ezziyyani et al. 2004). La mayoria de los aislados resultaron
ser productores de algun tipo de enzima extracelular; prioritariamente se evidencia un
alto porcentaje en la produccion de lecitinasas (67%) seguido de caseinasas (63%),
amilasas (57%), esterasas (53%) y por ultimo la produccién de gelatinasas (40%). En
contraste, Ledén et al. (2016), encuentran porcentajes bajos en la produccion de
lecitinasas (37%) pero altos porcentajes en la produccion de gelatinasas (81%), valores
contrarios a los obtenidos en el presente estudio, aunque el origen de los actinomicetos
proviene de fuentes marinas. Asimismo, Medina & Evangelista (2011) aislaron
actinomicetos provenientes del suelo donde también se determiné altos porcentajes en

la produccion de gelatinasas.

Los actinomicetos se consideran los organismos dominantes en la descomposicién del
suelo, en especial, el género Streptomyces ha sido descrito como un microorganismo
productor de enzimas extracelulares entre las que se encuentran las proteasas o
amilasas, por tanto, son catalogados como agentes antagonistas prometedores para el
biocontrol, debido a la reaccion de hidrélisis que catalizan estas enzimas sobre el micelio
de los hongos en suelos acidos y hojarasca (Gomes et al. 2001). En el presente estudio
se evidencia la presencia de numerosas cepas productoras de enzimas extracelulares
con actividad multienziméatica asociadas a hormigas cortadoras de hojas poco
exploradas. Estas propiedades podrian ser aprovechadas para una posible o eventual

explotacidén biotecnoldgica ya que los actinomicetos nos demuestran que cumplen un
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papel importante en el reciclaje del material organico del suelo al segregar distintos tipos
de exoenzimas (Goodfellow & Wiliams 1983). Ademas; desde el punto de vista
industrial, estas enzimas podrian ser utilizadas en la industria de los alimentos,
farmacéutica, detergentes, panaderia y papeleria (Leén et al. 2007).

En lo que respecta a la determinacién de los actinomicetos con actividad antimicrobiana,
se encontré que un gran numero de las cepas aisladas presentaron actividad inhibitoria
en mayor o menor grado contra todas las cepas probadas; algunas fueron especificas
sobre un grupo de patdgenos, pero otras presentaron una mayor cobertura de accion,
inhibiendo tanto a bacterias como levaduras. El método de doble capa fue efectivo para
la evaluacion cualitativa de antagonismo bacteriano, el cual se realizd con éxito en el
medio Agar Almidon Caseina. Nuestros resultados son similares a los obtenidos por
Al-zahrani (2007), quien evalu6 la actividad antagonista de Streptomyces sp. frente a
bacterias, levaduras y hongos fitopatdégenos; obteniendo mejores resultados en los
medios Agar Aimidén Caseina (bacterias y levaduras), Agar Sabouraud Dextrosa y Agar
avena (hongos). Asimismo, en el trabajo de Medina y Evangelista (2011) se utilizd el
método de doble capa para evaluar 23 actinomicetos frente a bacterias y levaduras
testigo; evidenciando una marcada actividad frente a organismos Gram positivas (76%)
y una mediana actividad frente a bacterias Gram negativas (48%) y Candida albicans
(17%). Caso contrario se observa en el presente trabajo, donde se muestra una marcada
actividad frente a levaduras del género Candida (53%), mediana actividad frente a
bacterias Gram positivas (17%) y baja actividad frente a bacterias Gram negativas (7%).
La marcada diferencia de actividad frente a Candida sp. es consistente con lo reportado
con Barke et al. (2010) quienes proponen que los actinomicetos asociados a la tribu
Attini, se han desarrollado para promover el tipo correcto de compuestos segun la
competencia bacteriana y/o antifingica, proporcionando la combinacién adecuada de
recursos antimicrobianos. Por tanto, la produccion de mudltiples compuestos

antifingicos, los hace utiles y atractivos para las hormigas como mutualistas.
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Por otro lado, es importante resaltar que con frecuencia se evidencia en diversas
investigaciones que la inhibicion de microorganismos Gram positivos a diferencia de los
Gram negativos es mas sencillo, esto debido a que los Gram negativos presentan una
compleja estructura en su pared celular y, ademas, porque poseen eficientes
mecanismos de resistencia que neutralizan la accién de los antibacterianos producidos
por actinomicetos (Leon et al. 2011).

Los compuestos bioactivos son extraidos por medio de varias técnicas. La extraccion
con solventes organicos se emplea generalmente para la extraccion de metabolitos
secundarios a partir de cultivos filtrados (Selvameenal et al. 2009). Por lo tanto, los
microorganismos seleccionados para este proceso fueron las cepas HAA-16 y HAA-17
por presentar la mayor actividad antifungica y la cepa HAA-4 debido a su amplio
espectro de accion frente a bacterias y levaduras. Este espectro de accién puede
significar que el agente activo no es muy especifico en cuanto a su diana, ya que actua
igualmente sobre bacterias y levaduras, o bien que esta cepa elabore mas de un
producto, cada uno de los cuales puede tener un sitio blanco especifico distinto.

Para poder obtener los compuestos bioactivos de los actinomicetos, se espero la fase
estacionaria en los cultivos continuos ya que la produccién de antibiéticos usualmente
ocurre en esta fase y ademas porque la produccién de antibiéticos forma parte de la
transicion de las células vegetativas a propagulos en los actinomicetos (Augustine et al.
2005, Duque & Quintana 2008).

El crecimiento correcto de estas bacterias esta determinado por la presencia de pellets,
esta caracteristica es debido a que los actinomicetos son bacterias aerobias, por tanto,
la baja concentracion de oxigeno en el sistema condiciona el crecimiento y ocasiona la
forma de auto agregacion que sirve como soporte para poder desarrollar los filamentos
y esporas y obtener la suficiente biomasa microbiana y la produccion de metabolitos
secundarios (Papagianni 2004). Cabe mencionar que antes de estudiar la naturaleza de
los compuestos antimicrobianos, fue necesario confirmar que estos se encuentran en

los sobrenadantes; por tanto, se evalué la actividad antimicrobiana mediante la prueba
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en pocillos en el que se determind la capacidad antimicrobiana frente a bacterias y
levaduras confirmando su potencial inhibitorio.

Una vez corroborada la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de las cepas
seleccionadas, estos se sometieron a un tamizaje secundario para la extraccién de los
compuestos bioactivos. Se utilizaron solventes de polaridades distintas tales como el
diclorometano, acetato de etilo y hexano. La polaridad es una caracteristica muy
importante de los solventes debido a que determina la solubilidad (Vijayakumar et al.
2010). Los extractos organicos crudos se caracterizan por ser una mezcla de muchas
sustancias que en ocasiones generan reacciones antagénicas en los compuestos
activos, por lo cual también se puede observar la misma intensidad de la bioactividad a
cualquier concentracion del extracto (De Silvestre et al. 1994).

Se eligié el método de difusiéon en pocillos porque es un método que, a diferencia del
uso de discos de papel, concentra una mayor cantidad del extracto facilitando la
evaluacion del potencial antimicrobiano como lo afirman Rojas et al. (2005) quienes
sefalan que el método de pocillos en agar es mas sensible que el método Kirby- Bauer
(discos en papel); por tanto, recomiendan este método para realizar ensayos de
actividad antimicrobiana bajo condiciones estandarizadas. Los controles utilizados
fueron: el Ciprofloxacino como control positivo bacteriano debido a que es un antibiético
de amplio espectro, activo contra las bacterias Gram positivo y Gram negativo; y el
Fluconazol como control fungico ya que posee actividad frente a la mayoria de las
especies del género Candida, ademas de su excelente biodisponibilidad y baja toxicidad
(Mengana et al. 2012).

Respecto a los solventes organicos utilizados en el presente trabajo se observaron
variaciones en la recuperacion de los extractos crudos. Se determin6 que el acetato de
etilo seguido del diclorometano, fueron los solventes de mayor rendimiento y los mas
efectivos en cuanto a la inhibicién del crecimiento de los patdégenos se refiere, mientras

que el hexano presentd bajo rendimiento.
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Los extractos organicos de la cepa HAA-4 fueron evaluados frente a bacterias Gram
positivas, Gram negativas y Candida albicans; evidenciandose actividad inhibitoria de
los extractos organicos (diclorometano y acetato de etilo) frente a bacterias Gram
positivas (Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis) y Candida albicans.
Cabe mencionar que los extractos diclometanicos de la cepa HAA-4 presentaron la
mayor capacidad de retencion de metabolitos secundarios en comparacion a los de
acetato de etilo. Este es un resultado importante considerando que las cepas de
S. aureus poseen gran facilidad para mutar e incorporar genes de resistencia frente a
los antibiéticos tradicionales (Walker & Aguilar 2000). Ademas, se tiene que tener en
cuenta que, en la actualidad, estos microrganismos son los principales causantes de
infecciones nosocomiales, debido a su amplia distribucién, pues forma parte de la flora
normal de mucosas y piel y poseen numerosos factores de virulencia como lo reportan
Reimer et al. (1997) y Rojas et al. (2008). Ademas, cabe resaltar la sensibilidad de
C. albicans frente a los extractos de acetato de etilo y diclorometano, ya que para el
tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por esta levadura los principales
inconvenientes se deben a la escasez de antimicéticos; esto obedece a la tendencia
toxica de los antimicéticos comerciales para los humanos debida a la similitud que
conservan los hongos con las células eucariéticas (Walker & Aguilar 2000). Un trabajo
similar al presente estudio fue presentado por Mendes et al. (2013) quienes evaluaron
extractos organicos de acetato de etilo de actinomicetos asociados a hormigas del
género Trachymyrmex frente a Candida albicans, obteniendo resultados favorables.
La resistencia de las bacterias Gram negativas (Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae) a los extractos organicos esta dada por la composicion estructural de su
pared celular que actia como una barrera para muchas sustancias medioambientales y
antibidticos segun Murray et al. (2007) y Koneman et al. (2008). En base a lo expuesto,
es posible que la actividad inhibitoria sobre los microrganismos evaluados no solo esta
determinada por un Unico principio activo, sino que existe un efecto sinérgico entre

varios de ellos. Ademas, se tiene que tomar en consideracidén que el rendimiento de los
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extractos puede variar dependiendo de la naturaleza quimica de los metabolitos y la
polaridad del solvente utilizado.

Trabajos similares indican que es necesario probar varios solventes organicos y
diversos patégenos indicadores. Leiva et al. (2004), seleccionaron 13 cepas de un total
de 31 actinomicetos aislados de sedimento marino para obtener 5 extractos con
solventes de polaridad creciente; éstos fueron éter de petrdleo, cloroformo,
etilmetilacetona, acetato de etilo y butanol; siendo los extractos mas activos los
obtenidos con etilmetilcetona y acetato de etilo. Asimismo, Remya & Ramasamy (2008)
utilizaron extractos de acetato de etilo, metanol, cloroformo y etanol frente a
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhi,
Cryptococcus neoformans y Candida albicans; siendo el extracto de acetato de etilo el
de mayor capacidad de inhibicién.

Por otro lado, los resultados del enfrentamiento de los extractos organicos de los
actinomicetos HAA-16 y HAA-17 corroboran su gran potencial antifingico contra las
levaduras del género Candida, alterando su permeabilidad y la pérdida de sus
elementos intracelulares esenciales (Clancy et al. 2005). Los extractos de acetato de
etilo mostraron una actividad antifingica maxima contra las levaduras del género
Candida seguido por los extractos diclorometanicos. Asimismo, cabe recalcar que el
extracto de acetato de etilo de la cepa HAA-17 present6 el mayor halo de inhibicién de
30 mm de diametro frente a C. parapsilosis ATCC 7307, mientras que el extracto
diclorometanico presenté mayor halo de inhibicion de 22 mm de didmetro frente a
C. tropicalis ATCC 7206. Estos valores son muy cercanos a los del control positivo
(Fluconazol 20 pg/mL) quien presentd halos de inhibicion de 33 mm de diametro frente
a C. parapsilosis ATCC 7307 y 38 mm frente a C. tropicalis ATCC 7206. Esta diferencia
se debe a que los antifungicos utilizados en la industria farmacéutica estan altamente
concentrados y purificados mientras que los extractos probados en este estudio
contienen una mezcla de metabolitos bioactivos que pueden interactuar individual o

sinérgicamente en el enfrentamiento; por tanto, mientras mayor sea el fraccionamiento
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de los componentes mayor serd la actividad antimicrobiana (Challis & Hopwood 2003).
Asi tenemos a Narayana et al. (2008) quienes separaron 4 fracciones bioactivas del
extracto crudo de acetato de etilo de Streptomyces sp. y lo enfrentaron a diversos
microorganismos, entre ellos hongos fitopatégenos, obteniendo maximos resultados de
inhibicién frente a todos los microrganismos evaluados. En este sentido, nuestros
resultados ratifican al acetato de etilo como uno de los mejores solventes en la
recuperacion de metabolitos bioactivos de actinomicetos, tal como lo refieren
Palaniappan et al. (2013) al destacar la mejor capacidad de los solventes polares para
concentrar metabolitos secundarios.

En el presente estudio el extracto de acetato de etilo de la cepa HAA-17 presento valores
entre 3,25 — 6,5 mg/mL de CMI frente a las levaduras del género Candida , siendo estos
valores menores a los obtenidos con los extractos diclorometanicos y hexanicos. En el
trabajo presentado por Mendes et al. (2013) se evaluaron extractos de acetato de etilo
a partir de la cepa Streptomyces TD025, asociada a la cuticula de hormigas del género
Trachymyrmex frente a candidas, los cuales presentaron valores entre 10 - 100 pg/mL
de CMI; valores aun menores a los obtenidos en el presente estudio.

Respecto a los analisis moleculares; teniendo en cuenta que una identidad mayor o igual
a 99% es el criterio utilizado para identificar un organismo a nivel de especie, y que una
identidad mayor o igual a 97% identifica un organismo a nivel de género
(Drancourt et al. 2000); se evidencidé que las tres cepas seleccionadas corresponden a
especies del género Streptomyces, confirmando lo senalado a partir de las
observaciones morfolégicas; ademas, estas cepas se han descrito previamente como
productoras de diversos metabolitos secundarios con actividad bioldgica. Por ejemplo,
se ha demostrado que Streptomyces albidoflavus, el cual se relaciona con la cepa
HAA-16 produce un compuesto antifingico conocido como polihidroxi poliéter no
proteico lo que indica que es un antibiético no poligénico (Augustine et al. 2005).
Ademas S. albidoflavus produce compuestos bioactivos con actividad antagonista a

patdégenos fungicos de plantas, con lo cual es importante para el control biolégico
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(Zhou et al. 2014). Por otro lado, se ha demostrado que S. albidoflavus produce un
compuesto bioactivo denominado dibutilftalato, el cual presenta una fuerte actividad
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, hongos unicelulares y filamentosos
y ademas, se ha demostrado que éste compuesto se utiliza como un proliferado de
peroxisoma, un compuesto efectivo contra la dermodicidosis y como un agente de
canalizacién de farmacos importante para el estudio de la fisiologia celular (Roy et al.
2006).

La cepa HAA-4 presentdé una relacion muy cercana con S. griseobrunneus y
S. pratensis, ambos actinomicetos productores de diversos compuestos bioactivos.
Asi tenemos que S. griseobrunneus produce compuestos antibacterianos tales como
aminoglucésidos, relacionados con la estreptomicina, ademas de cefalexina y
oxohexaeno (Hemashenpagam 2011); mientras que para S. pratensis se han reportado
componentes con propiedades antibacterianas y antitumorales (Rashad et al. 2015).
Por otro lado, no hay reportes sobre el estudio de la actividad biolégica de la cepa
Streptomyces sp ADI96-02, relacionada con la cepa HAA-17. Por otro lado, cabe
mencionar que a partir del secuenciado del gen ARNr 16S se logré identificar a las cepas
seleccionadas como miembros del género Streptomyces. Sin embargo, se necesita
realizar pruebas complementarias de caracterizacion molecular a nivel de especie. Una
de ellas podria ser la evaluacién de marcadores moleculares especificos o utilizando la
secuencia parcial del gen de la subunidad 3 del ARN polimerasa (rpoB), que segln
bibliografia posee ventajas sobre el gen ARNr 16S, ya que tiene una sola copia en el
genoma mientras que el gen ARNr 16S es un gen de copias multiples y aunque es poco
frecuente, se ha informado que el 6.9% de las especies de Streptomyces poseen
multiples copias de este gen con diferentes secuencias (Kim et al. 2004). Las pruebas
moleculares complementarias mencionadas lineas arriba, mas la caracterizacion
fenotipica y fisiologica, permiten esclarecer las relaciones filogenéticas de las cepas

seleccionadas y brindan un resultado mas preciso en la determinacion de la especie.
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Estos resultados son prometedores si se considera que los antimicoticos de uso clinico
son escasos, las candidiasis y micosis causadas por hongos dematiaceos constituyen
enfermedades emergentes y en general tienen creciente importancia como agentes
oportunistas en pacientes inmunocomprometidos e incluso inmunocompetentes, a lo
cual hay que agregar el incremento de la resistencia al escaso nimero de antifungicos
existentes (Pujol et al. 2000). En este aspecto, desde hace algunos afos se esta
buscando organismos que produzcan un compuesto que tenga la capacidad de actuar
contra bacterias resistentes a antibiéticos o antifungicos (Ceylan et al. 2008). Segun la
literatura consultada, el género Streptomyces es el principal responsable en la
produccion de la mayoria de los metabolitos bioactivos (Baltz 2006). Esto sugiere que
algunas cepas pueden producir mas de un compuesto con actividad antimicrobiana.
Este comportamiento ha sido ampliamente documentado y actualmente existe una
expansiébn en el uso de actinomicetos como agentes de control bioldgico

(Gonzalez-Franco & Robles 2009).

Los resultados del presente estudio son prometedores si se considera que hoy en dia
se requieren compuestos novedosos que actlen sobre las cepas patégenas que han
desarrollado resistencia a los antibiéticos usados en la actualidad, tratese de bacterias
o levaduras. En este sentido se hace necesario realizar la caracterizacién de los
compuestos bioactivos contenidos en los extractos de acetato de etilo y diclorometano,

asi como también los ensayos de bioactividad respectivos.
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. CONCLUSIONES

e Hay por lo menos 30 cepas de actinomicetos presentes en la cuticula de las
hormigas cortadoras de hojas Atta cephalotes (Linnaeus,1758), recolectadas en

las zonas verdes aledanas del distrito Mariano Damaso Berain — Huanuco, Perd.

e Se identifico a las cepas seleccionadas como especies del género Streptomyces.

e La mayoria de los actinomicetos aislados presentaron actividad antifungica
frente por lo menos a una levadura del género Candida, siendo Candida albicans

ATCC 7516 la levadura mas sensible frente a los actinomicetos.

e La cepa denominada como HAA-4 presenté mayor espectro de accioén frente a

bacterias y levaduras patégenas de importancia clinica.

e El extracto organico obtenido con acetato de etilo a partir del actinomiceto
HAA-17 present6 la mayor actividad antifungica frente a Candida parapsilosis
ATCC 7307, mientras que el extracto diclorometanico presenté mayor

rendimiento frente a Candida tropicalis ATCC 7206.

e La Concentracién Minima Inhibitoria méas destacada fue la del extracto organico
de acetato de etilo de la cepa HAA-117 con una concentracion de 3.25 mg/mL

frente a Candida albicans ATCC 7516 y Candida parapsilosis ATCC 7307.
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9. RECOMENDACIONES

e Continuar la investigacion de actinomicetos asociados a hormigas cortadoras de
hojas para la busqueda especifica de compuestos con actividad antimicrobiana,

para lo cual se propone ensayar con patégenos intrahospitalarios.

e Evaluar otros solventes organicos con diferentes polaridades.

e Evaluar marcadores moleculares especificos o la secuencia parcial del gen rpoB

para determinar el nivel de especie de los actinomicetos aislados.

e Realizar estudios dirigidos a la separacién e identificacion de los compuestos
bioactivos presentes en los extractos organicos de acetato de etilo de los
actinomicetos con buena actividad antifungica y asi determinar su mecanismo

de accion.

e Determinar la eficacia y/o toxicidad de los compuestos activos en modelos in vivo
con el fin de determinar la estabilidad del extracto obtenido frente a agentes
fisicos y quimicos que puedan interferir en la actividad antimicrobiana y/o

antifungica descrita en el presente trabajo.
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Medios de cultivo

= Agar Almidén Caseina (AAC) g/L
Almidon 10,0
Caseina 1,0
Nitrato de Potasio 2,0
Cloruro de Sodio 2,0
Di-Potasio Hidrégeno Fosfato 2,0
Sulfato de Magnesio 0,05
Carbonato de Calcio 0,02
Sulfato ferroso 0,01
Agar Bacterioldgico 15,0
Agua destilada 1000,0 mL
pH 7,0

= Agar Czapeck (ACZ) g/L
Sacarosa 30,0
Nitrato de Sodio 3,0
Sulfato de Magnesio 0,5
Cloruro de Potasio 0,5
Sulfato de Hierro (Il) 0,01
Di-Potasio Hidrégeno Fosfato 1,0
Agar Bacteriol6gico 13,0
Agua destilada 1000,0 mL
pH 7,2

= Caldo Extracto de Levadura — Glucosa g/L
Extracto de levadura 1,0
Peptona de soya 4,0
Glucosa 5,0 **
Agua destilada 1000,0 mL
pH 7,0

** :Opcional
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= Agar Extracto de Levadura —

(ISP 2)
Extracto de levadura

Extracto de malta
Glucosa

Agar Bacteriolégico
Agua destilada

pH

= Agar Avena (ISP 3)

Avena*
Agar
Solucién Trasa

Agua destilada

*Hervir el agua con la avena por 15 min

Extracto de Malta

= Agar sales inoganicas — almidén (ISP 4)

Almidén
KoHPO4
MgS0..7H-0
NaCl
(NH4)2S04
CaCOs
Solucién Trasa
Agua destilada
Agar

= Agar glicerol asparragina (ISP 5)

Glicerol
L-asparagina
KoHPO4
Solucion Trasa
Agua destilada
Agar

100

g/L

4,0
10,0
4,0
20,0
1000,0 mL
7,3

18,0

15,0
1,0 mL
1000,0 mL

10,0
1,0
1,0
1,0
2,0
2,0
1,0 mL
1000,0 mL
15,0

10,0
4,0
4,0
1,0 mL
1000,0 mL
15,0



= Soluciones traza

FeS0.4.7H0
MnCl. .4H20
ZnS0O4 .7H20
Agua destilada

= Agar Tripticasa Soya (TSA)

Tripteina

Peptona de soya
Cloruro de sodio
Agar bacterioldgico
Agua destilada

pH

= Caldo Tripticasa Soya (TSB)

Tripteina

Peptona de soya
Cloruro de sodio
Fosfato dipotasico
Glucosa

Agua destilada
pH

= Caldo Sabouraud Dextrosa

Digerido enzimético de caseina
Dextrosa

Agua destilada

pH

101

g/L

0,1

0,1

0,1
1000,0 mL

g/L

15,0
5,0
5,0
15,0
1000,0 mL
7,3

g/L

17,0
3,0
5,0
2,5
2,5
1000,0 mL
7,3

g/L

10,0

20,0
1000,0 mL

5,6



= Agar Sabouraud Dextrosa

Digerido enzimatico de caseina
Dextrosa

Agar Bacteriologico

Agua destilada

pH

= Agar Mueller Hinton

Infusién de carne
Peptona acida de caseina
Almidon

Agar bacterioldgico

Agua destilada

pH

102

g/L

10,0
20,0
15,0

1000,0 mL
5,6

g/L

300,0
17,5
1,5
15,0

1000,0 mL
7,3



