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RESUMEN

Los actinomicetos son reconocidos como productores de compuestos de
importancia farmacolégica e industrial. En las Ultimas décadas el descubrimiento
de nuevos metabolitos provenientes de actinomicetos del medio terrestre ha
disminuido y la investigacion se ha orientado a buscar nuevos habitats poco
explorados como el medio marino. Dado que la gran mayoria de estudios se
enfocaron mas en enfrentarlos contra bacterias y pocos contra hongos y
levaduras, el presente trabajo tiene como objetivo determinar el potencial
antifungico de los actinomicetos de origen marino frente a Candida tropicalis 7206,
Candida albicans ATCC 90028, y Candida albicans 7516 Candida albicans ATCC
10231 y Candida parapsilosis 7307, estas cepas de Candida spp de origen
hospitalario, fueron aisladas de hemocultivos procedentes de distintos servicios e
identificadas en el servicio de microbiologia del Hospital Nacional Guillermo
Almenara Irigoyen. Para ello se evalud preliminarmente la actividad antifungica
por el método de doble capa, siendo la cepa BI-IM2 feb15 la que present6 mayor
actividad inhibitoria, al extraer los metabolitos se obtuvo muy buenos resultados
con el extracto diclorometanico y con el extracto hexanico, obteniéndose una CMI
de 4,453125 pg/mL para Candida tropicalis 7206, considerandose asi una cepa
sensible.

En conclusién los resultados demuestran la produccién de metabolitos con
actividad antifangica procedentes de actinomicetos marinos, los cuales tienen
potencial en el campo biomédico y farmacolégico.

Palabras clave: Candida spp, Actinomiceto, actividad antifangica.
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l. INTRODUCCION

El uso inadecuado e indiscriminado de antibiéticos en el control y prevencién de
enfermedades ha provocado la aparicion de nuevas formas clinicas, asi como
localizaciones no habituales y diseminacion de nuevos mecanismos de
resistencias antimicrobiana, lo que justifica los diferentes cambios en el perfil de
sensibilidad y resistencia presentados por los agentes etiol6gicos de infecciones

nosocomiales.

Esto conlleva a un problema que va cada vez en aumento y que plantea una grave
amenaza a la salud publica.! Involucrando nuevas especies bacterianas y fingicas
consideradas antiguamente como no patdgenas pero que excepcionalmente

producian enfermedad en individuos inmunodeprimidos.?

La resistencia a los antimicrobianos tiene su costo en dinero, medios de
subsistencia y vidas humanas, pone en peligro la eficacia de los programas de
atencion de la salud y podria llegar a constituir una amenaza para la estabilidad

mundial y la seguridad de los paises.®

Las infecciones nosocomiales (IN) son frecuentes principalmente en las Unidades
de Cuidados Intensivos (UCI), donde presentan hasta en un 20% de pacientes
internados. ? De estos casos las mas frecuentes son las infecciones del torrente

sanguineo (bacteriemia) con un total de 60,5%.*

La bacteriemia nosocomial es una causa importante de infeccion intrahospitalaria,
asociada con una alta morbi-mortalidad permaneciendo con un indice que

varia segun distintos estudios entre 17,5% a 40%.°

Flores y colaboradores en el 2011 en un reporte de datos sobre la susceptibilidad

antimicrobiana en el servicio de microbiologia del Hospital Nacional Guillermo



Almenara entre los afios 2009 y 2010, sefialan que la frecuencia de aislamiento
de Candida, correspondieron al 20% de las infecciones del torrente sanguineo en
UCI, siendo la primera infeccion mas frecuente en esta localizacion y de las cuales
presentan una predominancia de las Candida no albicans 59%, seguido de
Estafilococo coagulasa negativo 18%, Escherichia coli 9%, Staphylococcus
aureus 9% y Klebsiella pneumoniae 7%.

Candida albicans es considerada como una causa importante de candidemias
sistémicas, sin embargo en los Ultimos afios el 61% de casos que se presentan
en las UCI se deben a otras especies “no albicans”, lo que conlleva a pensar que

existe un aumento significativo de nuevas especies patégenas.?

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hizo un llamado a los paises para que
incrementen sus esfuerzos en controlar la resistencia antimicrobiana; promover
las politicas nacionales de desarrollo sustentable y el uso racional de
antimicrobianos; desarrollar sistemas de comunicacién para recabar y compartir
datos sobre resistencia de patdgenos especificos, ademas de promover la

investigacion y desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos.?

En la actualidad, las posibilidades terapéuticas se ven notablemente menguadas
por la ausencia de nuevos medicamentos que actlen frente a diversos patégenos;
y a pesar de la disponibilidad de farmacos para el tratamiento de estas infecciones,
se presenta problemas de resistencia, espectro de accién, costo y efectos
adversos en el paciente como hepatotoxicidad, nefrotoxicidad y fototoxicidad.® Por
estas razones se debe orientar los esfuerzos a la blusqueda de nuevos agentes
antimicrobianos que superen dichas limitaciones.

Existe interés, tanto académico como industrial, por los microorganismos marinos,
en parte por el creciente ndmero de metabolitos secundarios Unicos y
biolégicamente activos reportados a partir de bacterias marinas. Aunque el
descubrimiento de farmacos naturales del mundo ocednico data desde 1970, en
los ultimos afios las investigaciones se vieron incrementadas por la necesidad de
desarrollar farmacos activos contra el nimero cada vez mayor de patégenos
resistentes ’

Segln la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 3, el exceso de prescripcion y
el uso indebido de antibiéticos ha llevado a la resistencia de muchos agentes

patdgenos. Hoy en dia, las nuevas cepas resistentes aparecen con mayor rapidez,



mientras que la tasa de descubrimiento de nuevos antibiéticos ha disminuido
notoriamente.

Actualmente, muchos cientificos se han centrado en programas de busqueda de
nuevos antimicrobianos, principalmente de origen actinomicetal, por su prolifica
produccion de antibiéticos naturales 8. Se ha evidenciado que muchos de ellos son
productores de metabolitos con actividad antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral,
antitumoral, citotdxica, etc; cuyas estructuras quimicas son Unicas. °

Con el presente trabajo se busca contribuir al conocimiento de la actividad
antifingica de los actinomicetos marinos, lo que ayudaria a controlar la presencia
de microorganismos drogoresistentes, promover el manejo racional de los

antibidticos y obtener un tratamiento confiable, seguro y de menor costo.

Objetivo general

¢ Determinar la actividad antifungica de los actinomicetos marinos frente a cepas

de Candida spp aisladas de hemocultivos. Lima 2015
Objetivos especificos

e Determinar la actividad antifungica cualitativa de los actinomicetos marinos
frente a cepas de Candida spp.
e Evaluar la actividad antifungica cuantitativa de los metabolitos secundarios

extraidos de los actinomicetos marinos frente a cepas de Candida spp.






ll. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES
El uso de los agentes antimicrobianos en la terapéutica de las enfermedades
infecciosas, ha constituido un acontecimiento sin precedentes, porque la curacion
y control de las infecciones permitié6 modificar favorablemente el panorama de la
morbilidad y mortalidad del adulto, en el que estas afecciones ocupan el primer

lugar entre las causas de muerte.*°

El desarrollo de la antibioticoterapia en la actualidad, permite un eficaz tratamiento
de infecciones bacterianas agudas y algunas enfermedades crénicas, como la
tuberculosis, pues los nuevos antibiéticos resultan alentadores para el control de

enfermedades virales e infecciones parasitarias y micoticas.

El desarrollo alcanzado por la microbiologia en nuestros dias, ha permitido
identificar otros tipos de microorganismos e infecciones, por lo que se hace

necesario el uso de nuevos farmacos para su tratamiento.

El empleo de agentes farmacoldgicos en el tratamiento de infecciones comienza
cuando los chinos hace més de 2 500 afios, utilizaron la cascara enmohecida de
la soja en el tratamiento de carbuncos, forinculos e infecciones similares. En el
afio 1877 Pasteur y Joubert reconocen las potencialidades clinicas de los
microorganismos como agentes terapéuticos. Ehrlich fue el primero en formular
los principios de la toxicidad selectiva y en reconocer las relaciones quimicas
especificas entre los parasitos y los medicamentos, el desarrollo de resistencia a
medicamentos en los parasitos y el papel de la terapéutica combinada para

combatir dicha resistencia. Los experimentos de Ehrlich en la primera década de



este siglo condujeron al descubrimiento de las arsfenaminas, primer triunfo
importante de la quimioterapia planeada.®

La llamada "Edad de Oro" de los antibiéticos comienza en 1941 con la produccion
de la penicilina a gran escala y su utilizaciébn con buenos resultados en ensayos
clinicos. En la actualidad se calcula que aproximadamente el 40 % de todos los
pacientes hospitalizados reciben tratamiento con antimicrobianos, por lo que en la
Ultimas décadas se han obtenido numerosos compuestos de esta indole, los que
resultan de utilidad incuestionable, sin embargo, su amplio uso fomenta el
aumento de la resistencia de los gérmenes, lo que crea una necesidad cada vez
mayor de nuevas drogas, y se encarece el tratamiento. En este sentido, podemos
citar algunos trabajos que se siguen realizando para conocer criterios
farmacologicos y sobre todo microbiolégicos que permitan el uso racional de estos
compuestos y también demuestran que los actinomicetos tienen gran capacidad

antagonica frente acepas clinica y hasta frente a hongos de importancia agricola.

En Lima, Peru. Jorge Leon realizé el “estudio de actinomicetos marinos aislados
de la costa Central del Pera y su actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus meticilina resistentes y Enterococcus faecalis vancomicina resistentes”,
para lo cual determin6 el potencial antimicrobiano de actinomicetos marinos La
mayoria de los actinomicetos aislados correspondieron a un grupo homogéneo de
blanco-grisaceos (62%) con buen nivel de crecimiento en agar marino. Los
porcentajes inhibitorios fueron superiores a 85% para ambos patégenos con halos
de inhibicibn mayores a 69 y 78 mm de didmetro para MRSA y VRE
respectivamente. Los extractos diclorometanicos de tres de los actinomicetos
aislados (I-400A, B1-T61, M10-77) mostraron gran potencial inhibitorio de ambos
patégenos, siendo M10-77 la cepa de actinomiceto de mayor actividad antibiética
frente a S. aureus ATCC 43300 resistente a meticilina y E. faecalis ATCC 51299
resistente a vancomicina con una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 7,9 y
31,7 ug/ mL respectivamente. El andlisis filogenético de la cepa M10- 77 presenta
un 99% de similaridad con la especie marina Streptomyces erythrogriseus. Leén
concluyo afirmandoque el sedimento marino de la costa central del Peru es fuente
promisorio de cepas de actinomicetos con gran capacidad de producir compuestos
bioactivos capaces de inhibir patégenos tipificados como multidrogo-resistentes

tales como S. aureus meticilino resistentes y E. faecalis vancomicina resistentes.



En Medellin, Espafia. Laura Marcos Zambrano hizo un estudio sobre Candida y
candidiasis invasora: “estudio de la actividad antifungica in vitro de
arasertaconazol frente a cepas clinicas de Candida y caracterizacion molecular de
cepas productoras de candidemia relacionada con el catéter”. Donde se estudio
la actividad antifangica de arasertaconazol frente a aislados clinicos de Candida,
asi como el establecimiento de rangos de CMI aceptables con cepas de coleccién
ATCC segun los estdndares establecidos en el documento CLSI M27-A3. Por otra
parte, para estudiar si el catéter era el origen de la candidemia, se estudi6 la
presencia de genotipos idénticos en muestras de sangre y catéter aislados
simultdneamente en pacientes con candidemia y portadores de catéter
intravascular. El otro objetivo del proyecto fue recoger prospectivamente y
genotipar mediante el andlisis de microsatélites las cepas mencionadas
pertenecientes a las especies C. albicans y C. parapsilosis.

También encontramos este tipo de estudios en la agricultura para evitar la
propagacion de algunas plagas, como a Miriam Desireé Davila Medina en México
que realizo el “Estudio Actinomicetos antagénicos contra hongos fitopatégenos de
importancia agricola” quien concluyé que se encontrar6 altos niveles de
antagonismo de actinomicetos contra los hongos fitopatégenos Alternaria sp.,
Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Colletotrichum sp., la actividad varié conforme el
aislamiento del streptomyceto y dependiendo del hongo confrontado.

2.2. ACTINOMICETOS
Las Actinobacterias o actinomicetos son un grupo de bacterias Gram positivas. La

mayoria de ellas se encuentran en la tierra, e incluyen algunas de las mas tipicas
formas de vida terrestre, jugando un importante rol en la descomposicion de
materia organica, tales como la celulosa y quitina. Estas bacterias renuevan las
reservas de nutrientes en la tierra y son fundamentales en la formacién de humus.
La adaptacion al habitat terrestre es muy antigua, en el suelo son los seres mas

abundantes, promediando un 64% de la biomasa bacteriana. !

Otras actinobacterias habitan en las plantas y animales, incluyendo

algunos patdgenos, tales como las Mycobacterium.

Algunas actinobacterias forman filamentos ramificados que se asemejan en cierta
forma a los micelios de los no relacionados fungi, entre los cuales fueron
clasificados originalmente con el antiguo nombre de Actinomycetes. La mayoria
son aerobias, pero algunas, tales como Actinomyces israelii, pueden crecer bajo

condiciones anaerobias.
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Muchas actinobacterias se destacan por su capacidad para producir compuestos
que tienen caracteristicas utiles en farmacologia. En 1940 Selman Waksman
descubrio en el suelo las bacterias que producen actinomicina, un descubrimiento
que le valié el premio Nobel. Se han descubierto desde entonces centenares de
antibiéticos naturales en estos microorganismos terrestres, tanto como marinos

especialmente en el género Streptomyces.?

Representantes de este grupo: Actinomyces, Arthrobacter, Corynebacterium,
Frankia, Micrococcus, Micromonospora, Mycobacterium, Nocardia,

Streptomyces.

2.2.1. Taxonomia®’

e Phylum : Actinobacteria
e Clase . Actinobacteria
e Orden : Actinomycetales

2.2.2. Metabolitos secundarios producidos por actinomicetos
Los metabolitos secundarios producidos por bacterias son moléculas

relativamente pequefias producidas por un numero limitado de cepas, que al
parecer no tienen una funciéon determinada en el crecimiento celular. De hecho,
las cepas productoras de éstos, que por alguna mutacion han perdido su
capacidad de producirla, presentan crecimiento y caracteristicas normales. Estos
metabolitos incluyen diferentes tipos de compuestos de importancia econémica,
dentro de los cuales se encuentran los antibibticos, pigmentos, toxinas,
feromonas, inhibidores enzimaticos, agentes inmunomoduladores, pesticidas,
agentes antitumorales y promotores del crecimiento en animales y plantas. Esta
gran variedad de compuestos producidos en la naturaleza se ve reflejada en cerca
de los mas de 23,000 metabolitos microbianos conocidos, de los cuales el 42%
los producen hongos, 32% actinomicetos y el resto producidos por otros grupos
de bacterias.*®

En el caso de los actinomicetos, es ampliamente reconocida la capacidad que
tienen de producir una gama muy variada de metabolitos secundarios. ** Algunos
de los cuales se describen a continuacion y que son relevantes por su uso como
farmacos.

Antibioticos. Los metabolitos microbianos mas importantes son los antibiéticos,
sustancias que a bajas concentraciones inhiben el crecimiento de diferentes

especies de microorganismos y que ejercen su mayor efecto sobre la salud,
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nutricion y economia de la sociedad. Un aspecto importante es el gran nimero de
antibiéticos existentes, de los aproximadamente 8,000 reportados hasta 1999,
45,6% eran producidos por estreptomicetos, 16% por otros actinomicetos, 16,9%
por otras bacterias y 21,5% por hongos.’®* Otro aspecto importante de los
antibitticos se refiere a la variedad de estructuras quimicas que presentan, en
donde todas las clases de moléculas de la quimica orgénica estan representadas:
cadenas alifaticas, anillos aromaticos aislados o condensados, anillos
heterociclicos, oligopéptidos y oligosacaridos entre otros muchos mas.

La propiedad que hace que los antibiéticos sean considerados como “farmacos
maravillosos”, es la selectividad de su mecanismo de accién, que los distingue de
germicidas y desinfectantes sintéticos. Su toxicidad selectiva contra algunas
clases de organismos, con pocas excepciones, los ha convertido en los
compuestos mas utilizados para la terapia contra microorganismos patégenos.
Agentes antitumorales. La mayoria de los compuestos usados para
quimioterapia de tumores son antibiéticos producidos por actinomicetos.* Dentro
de los que se encuentran actinomicina D, mitomicina, bleomicina, neomicina y las
antraciclinas, daunorubicina y doxorubicina Por ejemplo, en humanos la neomicina
inhibe angiogénesis inducida por angiogenina en células endoteliales 1,
mecanismo que al parecer actla via la capacidad de la neomicina para inhibir la
fosfolipasa C. Sorprendentemente, otros aminoglucésidos como la gentamicina,
estreptomicina, kanamicina, amikacina y paronomicina no tienen la propiedad
antitumoral, a pesar de que entre algunos de estos compuestos exista una
pequefia diferencia; por ejemplo, la paronomicina difiere de la neomicina
solamente porque presenta un —OH en la posicién 6 de la glucosa en lugar de un

grupo -NH2.

Por su parte, la actinomicina D es un antibiético polipeptidico aislados de
Streptomyces al que se le reconocié actividad anticancerigena, aunque debido a

su elevada toxicidad no es un compuesto muy usado.*

Agentes Inmunosupresores. Durante muchos afios la Ciclosporina A,
originalmente descubierta como un péptido antifangico de espectro de accion
limitado producido por un hongo, ' se empleé como agente inmunosupresor en
pacientes que reciben transplantes de corazon, rifion e higado, sin embargo, dos
productos producidos por actinomicetos han dado buenos resultados como

inmunosupresores. Tal es el caso de los policétidos FK-506 (tacrolimus) aislado



de Streptomyces tsukubaensis y de la rapamicina (Sirolimus) aislado de
Streptomyces hygroscopicus. El uso de FK-506, tracolimus o Prograf su nombre
comercial, fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) en 1994 para
usarse en un principio en pacientes sometidos a transplante de rifién y
posteriormente para transplantes de higado, corazén, pancreas, traquea, piel y
cornea. La rapamicina originalmente se empleé como agente antifiingico, aunque
se dej6é de utilizar como tal una vez que se descubrid que tenia propiedades

inmunosupresoras y antiproliferativas.*®

2.2.3. Infecciones nosocomiales
Las infecciones nosocomiales (IN) son aquellas que no estan presentes en

periodo de incubacién cuando el paciente ingresa al hospital, y en general se
considera que estas se presentan posterior a las 72 horas de ingreso al centro
asistencial. Las infecciones nosocomiales son consecuencia directa de la atencion
integral a pacientes hospitalizados relacionados con diversos factores, como foco
de infeccion, tipo de microorganismo aislado, enfermedades concomitantes,
tratamiento antibiético y contaminacion de soluciones intravenosas, determinan la
evolucion de los pacientes; ademas del medio ambiente juega un papel muy
importante ya que a partir de él se diseminan al huésped por diferentes vias de
patégenos nosocomiales, que se caracterizan por una mayor virulencia y

resistencia antimicrobiana.®

Una IN prolonga el tiempo de estancia hospitalaria, incrementa la mortalidad,
eleva los costos de atencién y afecta la calidad de vida del individuo durante la
recuperacion de su enfermedad de base. Estas infecciones afectan mas las areas
hospitalarias donde se atienden pacientes en estado critico como las salas

quirdrgicas, de inmunocomprometidos o UCI.6

2.2.4. Hemocultivo
Un hemocultivo se define como el cultivo microbiol6gico de una muestra de sangre

obtenida por puncién venosa sencilla 0 acceso aintravenoso. Es un estudio
recomendado para confirmar una bacteriemia o fungemia cuando esta se
sospecha en pacientes con o sin foco obvio de infeccion. Un cultivo de sangre
positivo sugiere un diagndstico definitivo en la orientacién de una terapia eficaz
contra organismos especificos, asi como el estudio de patrones de resistencia a

antimicrobianos en la terapia médica. *’
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2.2.5. Fungemia
La fungemia, generalmente causada por Candida spp., es la micosis profunda mas

frecuente en el enfermo critico y muchas veces es clinicamente indistinguible de
la septicemia bacteriana. En menor frecuencia en estos pacientes también se
describen micosis respiratorias o diseminadas producidas por Aspergillus u otros
hongos filamentosos, como Scedosporium, Fusarium, Pneumocystis,
Acremonium o zigomicetos (Mucor, Rhizopus, Rhizomucor y Absidia), asi como
manifestaciones meningeas o sistémicas producidas por otras especies de

levaduras (Cryptococcus, Trichosporon, Saccharomyces y Rhodotorula).®

2.2.6. Candidemia
Es una infeccion primaria o secundaria, causada por levaduras del género

Candida, con manifestaciones clinicas extremadamente variables de evolucién
aguda, subaguda, crénica o episddica, en las cuales el hongo puede causar

lesiones cutaneas, mucocutaneos, profundos 6 diseminados.

Agentes etioldgicos: El principal agente es Candida albicans, pero pueden estar
implicadas otras especies de Candida, como, Candida dubliniensis, Candida
glabrata, Candida famata, Candida krusei; C. lusitaniae, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, etc. Levaduras de otros géneros distintos de Candida como
Saccharomyces, Pichia, Rhodotorula pueden dar cuadros clinicos similares a la

candidiasis.'®

Clasificacién taxon6mica: Teniendo en cuenta la reproduccion sexuada de las
levaduras se las incluye en las subdivisiones Ascomycotina, Basidiomycotina y

Deuteromycotina (cuando no se conoce la reproduccién sexuada).*®

¢ Dominio: Eucarya

e Reino: Fungi

¢ Division: Eumycota

e Subdivision: Deuteromycotina
o Clase: Blastomycetes

e Familia: Cryptoccocaceae

e Género: Candida

e Especies: C. albicans; C. glabrata; C. krusei; C. parapsilosis; C. tropicalis
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Genero Candida

Las levaduras del género Candida son comensales humanos muy ubicuos, que
pueden causar infeccién oportunista en casi cualquier localizacién del organismo.
Existen mas de 150 especies de Candida, de ellas aproximadamente 17 se
consideran patdgenas habituales para el ser humano. De las 17, sélo 5 producen
mas del 90 % de las infecciones invasivas estas son: C. albicans, C. parapsilopsis,
C. glabrata, C.Krusei, C. tropicalis. Otras menos frecuentes son: C. lusitaniae, C.
guilliermondi, C. kefyr, C. rugosa, C. farmata, C. inconspicua, C. norvegensis, C.
dubiniensis, C. lipolytica, C. zeylanoides, C. pelliculosa, C. dublinensis es una
especie de reciente descripcién que antes se incluia dentro de C. albicans. °

La virulencia y patogenicidad de algunas de estas especias de Candida no
albicans han mostrado un aumento importante en la mortalidad, ademéas de
implicar un reto terapéutico ante el aumento de resistencia a loa tratamientos

usados.?

Candida albicans

C. albicans es la especie aislada con una mayor frecuencia a partir de muestras
clinicas y generalmente representa entre un 90% y un 100% de las cepas aisladas
de muestras de mucosa, y entre un 50% y 70% de las cepas procedentes de
pacientes con infecciones septicémicas. Normalmente en candidemias y
enfermedad invasora, Candida albicans es la mas frecuente, sin embargo, debido
al uso indiscriminado de antibiéticos y azoles, el aislamiento de otras especies del

genero Candida cada vez mas comin.*®
Candida tropicalis

Es una de las principales causas de septicemia y candidiasis diseminada,
especialmente en pacientes con linfoma, leucemia y diabetes. Es el segundo
patdgeno médico mas frecuentemente encontrado, proximo a C. albicans, y se
encuentra formando parte de la flora normal mucocutanea .Candida tropicalis fue
inicialmente catalogada como susceptible a Fluconazol y Anfotericina B, sin
embargo reportes en los ultimos cinco afios indican un rapido desarrollo de

resistencia a estos agentes.*®
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Candida parapsilosis

Candida parapsilosis ha emergido como un patégeno importante, ademas de estar
asociado de manera creciente a un amplio espectro clinico 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 hiperalimentacion intravenosa. 2°
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[l MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion de la zona de trabajo

El proyecto de investigacion se llevé a cabo en las instalaciones de la Facultad de
Ciencias Biol6gicas, de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. En el
laboratorio de investigacién de Ecologia Microbiana, ubicado en el departamento

de Lima, provincia de Lima, distrito de Lima.

3.2. Materiales
3.2.1. Material Biol6gico

Seleccién de cepas de actinomicetos

Los actinomicetos utilizados en el presente estudio fueron originalmente obtenidos
de sedimento marino, las cuales fueron colectadas en dos diferentes localidades
de las costas peruanas (bahia de Ancéon y Reserva Natural de Paracas) a
profundidades de 34 y 100 m. El procesamiento y aislamiento respectivo de los
actinomicetos en el laboratorio se encuentran descritas en el informe técnico 2012
del Proyecto de Estudios del Vicerrectorado de Investigaciones de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (RR N° 00715-R-12, codigo 121001281). Para el
presente estudio se seleccionaron 30 cepas de actinomicetos marinos de las
cuales después de realizar la prueba de determinacion de la actividad antifungica
por el método de “doble capa” de Westerdahl modificado, se seleccionaron 2
cepas de actinomicetos en funcion a la formacion del halo, dichas cepas
identificadas con los cédigos: BI-IM2 feb15 y AN8-ESP febl5, las cuales fueron
propagadas y conservadas en agar marino para evaluar su actividad antifingica

posteriormente.
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Cepas de Candida spp utilizadas

Se emplearon las cepas de Candida spp de origen hospitalario, aisladas de
hemocultivos procedentes de distintos servicios e identificadas en el servicio de
microbiologia del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen ubicado en la
provincia de Lima, Peru. Estas cepas fueron las siguientes: Candida parapsilopsis
7307 obtenido del servicio de cardiologia, Candida tropicalis 7206 obtenido del
servicio de nefrologia, Candida albicans 7516 obtenida de la Unidad de Cuidados

Intensivos (UCI).

Las cepas de referencia como Candida albicans ATCC 10231 y Candida albicans
ATCC 90028, fueron proporcionadas por el laboratorio de Ecologia Microbiana de

la Facultad de Ciencias Biolégicas de la UNMSM.

3.3.  Metodologia
3.3.1. Preparacion de los ceparios de actinomicetos

Se realizaron mediante diluciones, y pases a caldo y agar marino hasta obtener
una colonia libre de contaminantes, donde se logré describir las caracteristicas
culturales de estas cepas en el agar marino y asi mismo mantenidas en estado de
pureza en el mismo medio pero en estado semisoélido y con adicién de glicerina al

20% (v/v) a la temperatura de -20°C.

3.3.2. Prueba cualitativa de antagonismo mediante el bioensayo de “doble
capa”

Se realiz6 mediante el método de “doble capa” de Westerdahl (1991) modificado
por Ledn?. Los actinomicetos fueron sembrados como macrocolonias en agar

marino pH 7,6 e incubados a 28°C por 5 a 7 dias.

Transcurrido este tiempo, reactivamos las cepas de Candida spp 24 horas antes
de realizar la prueba de antagonismo, en caldo sabouraud a 30°C por 24 horas,

luego ajustadas a 106 UFC/mL segun la escala 0,5 de Mc Farland.

La prueba de antagonismo se realiz6 mediante la inoculacién de 1 ml de las cepas
de Candida spp. en 1 L de agar semisélido glucosado Sabouraud a modo de
“segunda capa” sobre los cultivos de actinomicetos marinos. Las placas en prueba
fueron incubadas a 30°C por 24 horas, realizandose luego las lecturas

correspondientes mediante la medida del didmetro de los halos de inhibicion.

*ATCC: American Type Culture Collection
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3.3.3. Extraccion del compuesto activo y pruebas de su actividad inhibitoria
Extraccion del compuesto activo

Para la obtencibn de compuestos bioactivos se seleccionaron 2 cepas de

actinomicetos en funcion a la formacién de halos.

Los extractos se obtuvieron utilizando dos solventes: el diclorometano y el hexano,

segun procedimientos descritos por Zheng (2014) .2

Los dos cultivos de actinomicetos seleccionados para su fermentacion se
realizaron inoculando en caldo marino y mantenido en constante agitacion a 200

rpm a una temperatura de 28° C (en un shaker o agitador) durante 10 dias.

Transcurrido los 10 dias se procedié a centrifugar el cultivo a 4800 rpm por 25- 30
minutos, luego el sobrenadante se filtré y agreg6 los solventes seleccionados a
cada una de las cepas (v/v), agitando por 30 minutos vigorosamente o en el shaker

por 18- a 24 horas.

Transcurrido este tiempo y con la ayuda de una peras de decantacién, se separ6
la fase organica y luego evaporada con un rotavapor, recolectando 1 ml de la
muestra en un vial previamente pesado y envuelto con papel aluminio, se procedio
aincubar en la estufa a 40 °C por 24 horas, obteniendo asi un residuo seco, antes
de empezar con la prueba de actividad inhibitoria del extracto se peso el residuo.

Prueba de la actividad inhibitoria

Este procedimiento se realizé siguiendo la metodologia de Huamani Ruiz (2005)%
modificado. Con el objetivo de evaluar la actividad antifingica de los extractos
organicos de hexano y diclorometano de las cepas de actinomicetos marinos
seleccionados frente a cepas patdgenas de Candida como son: Candida
parapsilopsis 7307, Candida tropicalis 7206, Candida albicans 7516, Candida
albicans ATCC 90028, Candida albicans ATCC 10231, se aplic6 un disefio
experimental, en el cual se evalud la capacidad de los extractos organicos capaces
de inhibir el crecimiento de los microrganismos seleccionados a través de esta

prueba.

e Preparacion del indculo
24 horas antes de realizar la prueba de difusion en placa se reactivaron las
cepas en caldo Sabouraud a 30°. Con el in6culo ya reactivado se procedio a
ajustarlos a 0.5 de Mac Farland en SSF 0.85%.
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e Preparacion de la concentracién del extracto

Se prepar6 dimetilsulféxido al 5% Yy se agreg6é 1 mL a cada vial con el extracto
seco y se homogenizé con la ayuda de los tips.

e Preparacion de las placas

Para evaluar la actividad inhibitoria de los actinomicetos se utilizé el método de
difusién en placa con pocillos para lo cual se prepararon placas Petri con agar
Mueller Hinton.

Luego con la ayuda de un hisopo se sembré cada inéculo ajustada a 0,5 de la
escala de Mac Farland por toda la superficie de la placa.

Seguidamente con la ayuda de un sacabocado estéril se realiz6 pocillos en el agar.
Después se llen6 con el extracto cada pocillo, también inoculamos el control
positivo que viene a ser el fluconazol a una concentracién de 0,025% segun la

CLSI. Y por ultimo se incubd a 30° C por 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacién se procedié a realizar la lectura
correspondiente con la observacion de los halos de inhibicién, se midieron los
diametros en mm de cada halo de inhibicion, empleando un vernier se realiz6 la

lectura midiendo los halos con la ayuda de un vernier.

Figura 1. Medicion de diametros de halos de inhibicion de la actividad antifiingica de los
extractos.

Los valores obtenidos fueron utilizados como indice de actividad antifingica, la
presencia 0 ausencia de una zona de inhibicién fue usada como criterio para

seleccionar el mejor extracto que inhibi6 a las mayoria de microorganismos
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patégenos, para luego realizar la prueba de microdilucion en una microplaca de
96 pocillos y determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

Se compar6 el diametro de la zona inhibida por el extracto con el diametro del
antifingico comercial usado como control positivo de la inhibicion segun la CLSI
(2013) Y CLSI (2004).

3.3.4. Determinacidon de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La prueba de CMI se realizé siguiendo la metodologia segun Leén (2010)
modificado?*. Se determind mediante un ensayo de microdiluciéon en caldo TSB

utilizando el extracto etandlico y extracto diclorometanico.

Las cepas patdgenas empleadas para la prueba fueron: Candida parapsilopsis
7307, Candida tropicalis 7206, Candida albicans 7516, Candida albicans ATCC
90028, Candida albicans ATCC 10231.

e Preparacion de las concentraciones:

Se realizaron pruebas de microdilucion, los extractos de diclorometano y hexano
de las cepas BI-IM2 feb15 y AN8-ESP feb15 fueron resuspendidos en DMSO al
5% para preparar diluciones de 1:2.

e Inoculacién e incubacién de las muestras

En una microplaca de 96 pocillos, se agregé en cada pocillo 80 uL de Caldo
Tripticasa Soya.

Luego se agregd 10 pL de la solucion de los extractos usando las diferentes
concentraciones diferentes. Posteriormente se afladié 10 pL del in6éculo de cada
uno de los patégenos a cada pocillo, las microplacas se incubaron durante 18- 24
horas a 30°C.

En todos los ensayos se colocaron controles de esterilidad de medio, control del

solvente, control de crecimiento y controles positivos.

El control negativo fue el medio solo con DMSO al 5% sin afiadidura del extracto,
como control positivo de la actividad antifingica, se utilizé el fluconazol (0,2

mg/mL).

Una vez cumplido el tiempo de incubacion se adicion6 40 pL de 2,3,5- Trifenil
Tetrazolio Cloruro (TTC; 5 mg/mL) en cada uno de los pocillos, y se coloco

nuevamente en incubacion por 20 minutos.
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La lectura se realiz6 de manera visual colorimétrica, verificando en primer lugar
gue los resultados obtenidos con los controles fueran los esperados; esto es, que
el control negativo estuviera completamente transparente y en el control positivo
hubiera suficiente crecimiento. El viraje del color del medio a rojo intenso fue
considerado como indicativo de crecimiento microbiano y sin crecimiento si el

medio permanecio claro.

3.3.5. Analisis e interpretacion de los resultados

Con el fin de evaluar el efecto individual y conjunto de los factores (variables
independientes categdricas) que presento el estudio sobre la variable dependiente
cuantitativa (diametro del halo de inhibicion en mm) se utilizé el modelo factorial
de Andlisis de Varianza (ANOVA).

Posteriormente para identificar diferencias estadisticas significativas entre los
valores establecidos se utilizé la prueba de Tukey al 95% de confianza, la cual es

un tipo particular de prueba que pertenece a las comparaciones multiples.

Estos datos se analizaron mediante el programa Minitab Statistical Software
(MSS).
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V. RESULTADOS
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Tabla 1. Actividad inhibitoria de los Actinomicetos marinos frente a diferentes cepas de
Candida spp. por el método de doble capa. (Prueba cualitativa)

Actinomicetos Candida  Candida Candida Candida Candida
albicans  albicans tropicalis  albicans parapsilosis
(codigos) ATCC 7516 7206 ATCC 7307
10231 90028
ER14 feb15 - - - - -

M10-85 marl5 - - - - -

BI-665(2) abril15 - - - 5 3

ARG13-ll feb 15 - - - - -

BismP2(2) - + - - -
Abril15

BI-665 abril15 - + - - -
BI-IM2 feb15 +++ ++++ +++ + +++
2PAT-ARG1 +++ +++ ++++ +++ ++
BI-SMP2 ab15 ++ - - - -
E2B10-3C abril15 + - - - -
1334C abril15 + - - - -
MII-116 feb15 - - - - -
9PAT-ARG - - + - -
abrill5

ANB8-ESP feb15 - - ++++ +++ -
5T3 abrill15 - - - - -
BI-CD1 feb15 - - - -
BI-665 abrill5 + - ++ - -
2PAT(2)-ARG1 + - - - ++
ARG12-1l feb15 ++ - - ++ -
AN ESP1 feb15 + - - - -
MII-131 feb15 + ++ - - -
1434B feb15 + - - - -
ER13(B) - - - - R
MER-II - - + - -
B1-662(1) abril15 - - ++ - -
MIl-116 © - - - - -
11334C ++ - - - T+
BISmP2(3) + +++ - - o+
Abril15

1434B(2) feb15 + - - - -
ER-Il feb15 - - - - -

- :sin halo; +: 1- 3 mm; ++: 4- 8 mm; +++: 9- 12 mm; ++++: 13- 18 mm

Los actinomicetos seleccionados fueron los siguientes: BI-IM2 feb15, 2PAT-ARGL1.
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Figura 2: Actividad antifungica de 30 cepas de actinomicetos marinos frente a Candida albicans ATCC 10231
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Figura 3: Actividad antifingica de 30 cepas de actinomicetos marinos enfrentados a Candida albicans 7516
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Figura 4: Actividad antifingica de 30 cepas de actinomicetos marinos enfrentados a Candida tropicalis 7206
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Figura 5: Actividad antifingica de 30 cepas de actinomicetos marinos enfrentados a Candida albicans ATCC 90028
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Figura 6: Actividad antifingica de 30 cepas de actinomicetos marinos enfrentados a Candida parapsilosis 7307
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Tabla 2. Puntos de corte y equivalencia diametro-CMI para Candida spp. (CLSI, 2004)

Diametro (mm) CMI (ug/MI)
Antifungic Cargade
° disco R S-DD S R S-DD S
Fluconazol 25ug <14 15-18 =19 264 16-32 <8

S, sensible. S-DD, sensible dependiente de la dosis. R, resistente, *no sensible
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Tabla 3. Actividad antimicrobiana de los diferentes extractos de los metabolitos

secundarios de actinomicetos marinos frente a levaduras.

Cepas de

Diametro de la zona de inhibiciéon (mm) (promedio)

: BI-IM2 feb15 2PAT-ARG1
Candida spp
Extracto Extracto Extracto Extracto
hexanico diclorometanico hexanico diclorometéanico
Candida
parapsilosis 27 44 - -
7307
Candida
tropicalis 7206 54 1 i i
Candida albicans
7516 34 51 - -
Candida albicans
ATCC 90028 36 48 - |
Candida albicans 26 52 i i

ATCC 10231.
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2
H1:Actino1(2PAT-ARGL1) con hexano; D1: Actinol con diclorometano; H2:Actino2 (BI-IM2 feb15) con hexano;
D2: Actino2 con diclorometano; C (+): Fluconazol 0,25mg/mL; C(-): DMSO al 5%

Figura 7. Actividad antimicrobiana de los extractos de los metabolitos secundarios de
actinomicetos marinos frente a (1) Candida albicans 7516 y (2) Candida albicans ATTC
90028
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H1:Actino1(2PAT-ARG1) con hexano; D1: Actinol con diclorometano; H2:Actino2 (BI-IM2 feb15) con hexano;
D2: Actino2 con diclorometano; C (+): Fluconazol 0,25mg/mL; C(-): DMSO al 5%

Figura 8. Actividad antimicrobiana de los extractos de los metabolitos secundarios de
actinomicetos marinos frente a (1) Candida parapsilosis 7307 y (2) Candida albicans ATTC
10231
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H1:Actino1(2PAT-ARG1) con hexano; D1: Actinol con diclorometano; H2:Actino2 (BI-IM2 feb15) con hexano;
D2: Actino2 con diclorometano; C(+): Fluconazol 0,25mg/mL; C(-): DMSO al 5%

Figura 9. Actividad antimicrobiana de los extractos de los metabolitos secundarios de

actinomicetos marinos frente a Candida tropicalis 7206
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Figura 10. Media del halo de inhibicién de los extractos de los metabolitos secundarios
de actinomicetos marinos y el control positivo frente a Candida tropicalis 7206.
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Figura 11. Media del halo de inhibicion de los extractos de los metabolitos secundarios
de actinomicetos marinos y el control positivo frente a Candida albicans ATCC 10231
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Figura 12. Media del halo de inhibicion de los extractos de los metabolitos secundarios
de actinomicetos marinos y el control positivo frente a Candida parapsilopsis 7307
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Figura 13. Media del halo de inhibicion de los extractos de los metabolitos secundarios
de actinomicetos marinos y el control positivo frente a Candida albicans 90028
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Figura 14. Media del halo de inhibicién de los extractos de los metabolitos secundarios
de actinomicetos marinos y el control positivo frente a Candida albicans 7516
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Figura 15. Media del halo de inhibicién de las cepas Candida ATCC (referencia)
comparado con las medias de halo de inhibicion de las cepas de Candida spp de

hemocultivos.
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Tabla 4. Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico y
diclorometanico de los metabolitos secundarios del actinomiceto de cédigo BI-IM2 feb15
frente a cepas de Candida spp.

CMI (ng/mL)
Microorganismos del género

Candida spp L Extracto
Extracto hexanico diclorometanico

Candida albicans ATCC 90028. 8,90625 17,8125
Candida tropicalis 7206 4,453125 4,453125
Candida albicans ATCC 10231 35,625 8,90625
Candida albicans 7516 8,90625 17,8125
Candida parapsilosis 7307 8,90625 35,625

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria
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Figura 16. Media del halo de inhibicion del extracto diclorometanico comparado con la media del halo de inhibicion del control positivo frente a las

bacterias patégenas
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V. DISCUSION

Las cepas de actinomicetos fueron adaptadas a las condiciones del ambiente
marino, esto quiere decir que posee una fisiologia acorde para su correcto

desarrollo y expresion de metabolitos primarios y secundarios.®

En la actualidad la multirresistencia antifiingica pone en peligro el tratamiento de
un namero creciente de enfermedades infecciosas como la candidiasis y la
candidemia, gracias a la participacion de actinomicetos productores de
metabolitos bioactivos tipo antifiingico es posible contrarrestar a algunos de estos
patdgenos emergentes. Asi tenemos que especies del género Streptomyces de
origen marino son consideradas actinobacterias modelos en la produccion de

nuevos y promisorias moléculas antimicrobianas.?®

De las 60 cepas aproximadamente de actinomicetos de sedimento marino que se
encontraban en la colecciébn, se pudieron recuperar 30 cepas
0 sea el 50% del total, fueron sembradas en caldo marino por 7 dias y de alli
repicadas a un agar marino observandose el crecimiento caracteristico de los
actinomicetos, este resultado difiere de otros trabajos puesto que el agar marino
atii generalmente para el aislamiento de heter6trofos no es utilizado
necesariamente para el aislamiento de actinomicetos, pero si utilizan el agar
caseina-almidon y agar czapeck y otros medios enriquecidos, los cuales segun
otros autores tuvieron un 6ptimo rendimiento para la recuperaciéon de
actinomicetos marinos, en nuestro caso el agar marino si tuvo un buen

rendimiento.?’

En el presente estudio se pudo observar una variedad morfol6gica de colonias de
actinomicetos que se puede observar en la tabla 2 siendo las mas frecuentes las

circulares con borde liso y las colonias de bordes muy irregulares, asi mismo las
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colonias blanco grisaceas pulverulentas y sin pigmentacion en la superficie
predominaron sobre las demas variedades de colonias sin embargo la
pigmentacion al reverso de cada colonia fue variable entre color marrén, amarillo.
Estas mismas caracteristicas fueron también observadas por otros autores. %

En el Perq, existe escasa literatura cientifica relacionada con el aislamiento y la
actividad antimicrobiana de bacterias marinas. Ledn et al. 2007 %° reportaron el
aislamiento, caracterizacion fenotipica y propiedades antimicrobianas frente a
patdgenos humanos de diez cepas marinas que incluyen a géneros como Vibrio,
Pseudomonas, Flavobacterium y dos actinomicetos, todos aislados de
invertebrados intermareales de la Bahia de Ancén. Otros reportes sefalan la
presencia considerable de actinomicetos (aislados de sedimento marino
recolectados de diferentes profundidades de la costa central del Perd) con
actividad antibacteriana y antifingica frente a patégenos de origen clinico.?®

El método de doble capa constituyd una prueba muy sensible y efectiva para la
evaluacion cualitativa de antagonismo flngico. En el trabajo de Le6n (2007)28 se
utiliza este método como ensayo de una gran coleccion de cepas ante dos
bacterias testigo, obteniendo buenos resultados. Si bien en el presente trabajo Las
evaluaciones se realizaron con cepas estandar y de origen clinico, podemos
comparar los resultados obtenidos con aquellos del trabajo previamente
mencionado. En los resultados del trabajo mencionado se puede observar una
marcada actividad frente a organismos Gram positivos y una mediana o tenue
actividad frente a bacterias gram negativas; mientras tanto en el presente trabajo
podemos observar que la mayoria de las cepas tienen actividad por lo menos
contra una de las especies de Candida spp, pero la cepa de codigo BI-IM2 feb15
y 2PAT-ARGL1 tienen actividad contra los cinco patégenos enfrentados motivo por
el cual fueron seleccionadas para la extraccién de metabolitos secundarios con
los dos solventes seleccionados y probar su actividad frente a las levaduras. Esto
puede deberse o bien a la seleccion adaptativa de producciéon de antibiéticos
eficaces frente a microorganismos ecoldgica y filogenéticamente relacionados *.
Se usaron dos solventes organicos de baja polaridad (hexano) y de mediana
polaridad (diclorometano), para la extraccibn organica. Este procedimiento
permitié la separacion de los compuestos polares extracelulares producidos por
las cepas de actinomicetos seleccionados. El diclorometano fue el solvente con
mayor eficiencia de recuperacion de antifingicos del sobrenadante. Si bien Zheng

(2004) utiliza etil- acetato para la extraccion de metabolitos obteniendo muy
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buenos resultados??, nosotros elegimos el diclorometano y hexano por sus
caracteristicas quimicas asi como por su reducido costo y facil obtencién y la
disponibilidad en el laboratorio y porque también Ledn (2007) trabajo con este
solvente obteniendo buenos resultados contra Staphylococcus aureus meticilina
resistentes y Enterococcus faecalis vancomicina resistentes?®.

Para diluir los extractos organicos se utilizé el dimetilsulfoxido (DMSO) al 5%,
asimismo como control negativo. Es muy importante resaltar que no presentd
actividad toxica en ningun microorganismo evaluado, lo cual ratifica que el
responsable de la actividad antimicrobiana son los extractos obtenidos.

Con respecto al proceso fermentativo, los medios de fermentacién para los
actinomicetos son generalmente mas enriquecidos que los de aislamiento y tienen
una variedad de nutrientes naturales y semisintéticos. En este caso particular los
medios de fermentacién poseen grandes cantidades de fuentes carbonadas,
cloruro de sodio, sales minerales propias del agua del mar, una fuente proteica y
debe estar enriquecida con algun cierto grupo de aminoacidos como Asparagina,
Arginina o fenilalanina. Estos medios generan una gran biomasa que conlleva a la
produccion de los metabolitos secundarios generalmente a partir del tercer o
cuarto dia. La bibliografia muestra que el tiempo de agitacién es esencial para la
obtencion de buenas cantidades de metabolitos. Por estas razones es que se
estandariz6 el proceso fermentativo usando caldo marino puesto a temperatura
ambiente por 15 dias de agitacion.

La obtencién del extracto diclorometanico y extracto hexanico a partir del proceso
fermentativo permiti6 realizar las evaluaciones cuantitativas del potencial
antifingico de las cepas seleccionadas.

Los resultados muestran una gran potencia del extracto diclorometanico de la
cepa BI-IM2 feb15 sobre las levaduras, en especial contra la cepa de Candida
tropicalis 7206, la cepa de actinomiceto de cédigo 2PAT-ARG1 no mostrd
formacion de halo con ninguno de los extractos por lo tanto consideraremos que

no tuvieron actividad antifiingica.

Por lo tanto nos centraremos en los resultados obtenidos de la cepa de cédigo BI-
IM2 feb15. En el Anexo 8 se puede observar los resultados de la prueba de
normalidad y homogeneidad de varianza para los datos obtenidos, se obtuvo un
valor p > 0,05 por lo tanto se acepta la hip6tesis nula que indica que los datos
tienen una distribucion normal y son homogéneos en cuanto a varianza, sabiendo

que nuestros datos son paramétricos y nuestras varianzas son homogéneos
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aplicamos el disefio de Anova, en el anexo 9, 11, 13, 15, 17 nos muestran que los
grupos definidos por el tipo de microrganismo, en este caso cepas patdégenas de
Candida spp y el tipo de extracto organico, poseen diferencia significativa en la
actividad inhibitoria, el estadistico F, lleva asociado un valor p< 0,05, lo cual indica
gue las interacciones entre los factores poseen un efecto significativo sobre el

didmetro del halo de inhibicion.

Seguidamente se realizé pruebas de comparaciones mdultiples de medias de
Tukey en donde se puede observar en el anexo 10, comparando las medias de
los extractos y el fluconazol, cada uno tiene una letra diferente por lo tanto son
significativamente diferentes, numéricamente podemos decir que el control
positivo tiene mayor efectividad, seguida del extracto diclorometanico y menos
efectividad el extracto hexanico frente a Candida tropicalis 7206

En el anexo 12 se observa que el control positivo tiene mayor efectividad, seguida
del extracto diclorometanico y menos efectividad el extracto hexanico frente a
Candida albicans ATCC 10231.

En el anexo 14 se observa que el extracto diclorometanico tiene mayor efectividad
seguida del fluconazol y menos efectividad el extracto hexanico frente a Candida
parapsilosis 7307.

En el anexo 16 se observa que el control positivo y el extracto diclorometanico
tienen mayor efectividad que el extracto hexanico frente a Candida albicans ATCC
90028.

En el anexo 18 se observa que el extracto diclorometanico y hexanico tiene menos
efectividad que el control positivo frente a Candida albicans 7516.

Por lo tanto podemos concluir que comparando entre ambos extractos, el extracto
diclorometanico es mejor que el extracto hexanico.

Lo que resulta interesante de las especies de Candida son considerados
patégenos oportunistas, debido a que se encuentran en la microflora normal
colonizando desde la cavidad bucal hasta el recto; pero cuando se rompe este
equilibrio estos microorganismos empiezan a proliferar y puede dar lugar a un
conjunto de enfermedades denominadas candidiasis y candidemias como lo
refiere Pfaller®.

Considerandose que el extracto diclorometanico de la cepa de actinomiceto
marino resulté ser el méas efectivo, se podria afirmar que la actividad
antimicrobiana presentada por este se debe al tipo de solvente utilizado, ya que el

diclorometano tiende a arrastrar gran cantidad de compuestos polares que han
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reportado que tienen propiedades antimicrobianas, para el caso del género
Candida estos compuestos probablemente pueden actuar inhibiendo la biosintesis
de ergosterol o de otros esteroles presentes en la pared celular de la levadura,
alterando su permeabilidad; como consecuencia se produce la pérdida de
elementos intracelulares esenciales segun Clancy (2005).3!

Los diametros obtenidos de los halos de inhibicién del extracto diclorometanico en
comparacion con los didmetros de los halos de inhibicion con los antibidticos
utilizados que representan el 100%, fueron casi similares, evidenciandose asi

su efectividad.

En lo que concierne a los valores de las Concentraciones Minimas Inhibitorias, las
concentraciones para esta prueba oscila entre 71,25 uyg/mL - 2,2265625 ug/mL, y
obteniendo en los resultados de los patégenos evaluados concentraciones que
oscila entre 35,625 -4,453125 ug/mL para el extracto hexanico y para el extracto
diclorometanico (tabla 14 y figura 16).

La especie mas sensible para el extracto diclorometanico tanto como para el

extracto hexanico es la Candida tropicalis 7206 ya que presentan la CMI mas baja.

En otros trabajos donde realizan estudios sobre los actinomicetos marinos y su
actividad antibacteriana frente a diferentes bacterias, se obtienen valores muy
similares al estudio realizados contra las levaduras. Se reportaron valores de CMI
de Streptomyces marinos frente a B. subtilis ATCC 6051, S. aureus ATCC 6538y
M. luteus en 3,6 yg/mL, 8 ug/mL y 2 ug/mL respectivamente?2.

En cambio otro estudio reporta valores entre 16-74 ug/mL para Streptomyces sp.
PM-32 frente a varios patégenos bacterianos y fungicos, que incluye a S. aureus,
Shigella, E. coli, Aspergillus, Candida, entre otros*3. Asimismo otro estudio similar
reportan valores CMI entre 16 a > 128 ug/mL para Streptomyces chibaensis frente
a cepas estandar de Bacillus, Staphylococcus, E. coli, Proteus y Pseudomonas®*.
Sin embargo, sefialan que la CMI no es una constante para un agente determinado
ya que esta influenciada por varios factores. Estos factores incluyen la naturaleza
del organismo en prueba, el tamafio del in6culo, la composicién del medio de
cultivo, tiempo de incubacion y otros®>

Desde el punto de vista de la ecologia quimica, los metabolitos secundarios
producidos por actinomicetos cumplen un rol importante en los aspectos de
competencia microbiana y adaptabilidad a un determinado microcosmos.

Diferentes autores en los ultimos 30 afios han expuesto diversas teorias que
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explican el metabolismo adaptativo de los actinomicetos para la produccion de
compuestos de accion complementaria.

Asi en estudios similares explicaron inicialmente la necesidad de streptomyces de
producir compuestos antimicrobianos con el objetivo de adaptarse a su propio
nicho. Su planteamiento esta relacionado con el comportamiento depredatorio de
estos microorganismos, los cuales usan los nutrientes provenientes de su propio
micelio de sustrato muerto. Ellos explican que estos microorganismos pueden
producir compuestos antibacterianos con el fin de proteger de otros
microorganismos la reserva de nutrientes generada a partir de su micelio de
sustrato, hecho que le permite obtener suficientes nutrientes es su ambiente. Esta
afirmacion puede apreciarse de cierta forma in vitro, debido a que el experimentos
de tipo fermentativo muestran que, generalmente, a que el inicio de la produccién
de compuestos antimicrobianos se da entre el final del desarrollo del micelio de

sustrato y el inicio del desarrollo del micelio aéreo.3®
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VI. CONCLUSIONES

De acuerdo a las evaluaciones realizadas en el trabajo podemos concluir que:

¢ Se determind la actividad antifingica cualitativa de los actinomicetos marinos
enfrentandolos con las cepas de Candida spp, seleccionando dos cepas que mejor
actividad tuvo en funcién al tamafio de halo.

¢ Se evalud la actividad antifungica cuantitativa de los metabolitos secundarios
extraidos de los actinomicetos marinos utlizando el solvente hexano y
diclorometano enfrentandolos con las cepas de Candida spp. Asi mismo se logré
determinar la concentracibn minima inhibitoria (CMI) siento las mas sensible
Candida tropicalis 7206 con una CMI de 4,453125 ug/mL
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VII. RECOMENDACIONES

e Continuar la investigacion de los actinomicetos no solo marinos también
pueden ser de tierra y otros substratos, para la busqueda especifica de
compuestos con actividad antimicrobiana, para lo cual se propone ensayar con
mas patdgenos de importancia médica.

e Evaluar extractos de metabolitos secundarios de actinomicetos marinos
obtenidos con solventes de diferente polaridad.

e Profundizar estudios sobre los rendimientos y concentraciones de los
metabolitos secundarios identificados en la presente investigacion, pues de ello
dependera si vale la pena o no su aprovechamiento por parte de la industria o
la medicina.
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Anexo 1. Flujograma del método de doble capa, para la seleccion de los actinomicetos
de mejor actividad antifingica en funcién al halo

Seleccién de la cepa de
actinomiceto

Incubar por 5 dias a 28°c

Sembrar los actinomicetos en
agar marino

Sembrar por doble capa incubar
a30°c x24 horas

Reactivar las cepas de
Candida

Medir los halos que determina
la actividad inhibitoria
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Anexo 2. Flujograma de la extraccién del compuesto activo

Cepa seleccionada

Se pone en agitacion x 24
horas

Sembrar en caldo marino
enriquecido. Mantener en
agitacion por 15 dias

Centrifugar a 4500 rpm x
30 min.

Separacion de las dos
fases

Se agrega el solvente al
sobrenadante

Extraccion del metabolito con la
ayuda de un rotavapor
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Filtracidn se separa la
biomasa

Extracto concentrado




Anexo 3. Flujograma de la prueba de su actividad inhibitoria

Extracto concentrado
diluido con DMSO 5%

Reactivacion de las cepas
patégenas

Hisopar toda la superficie
con los patdgenos a escala
de Mac farland 0.5

Se realizan los pocillos y se
inocula el extracto concentrado
so UL e incubara 30 °c x 24
horas

Patégenos a escala de mc
farland 0.5

Preparacion de las placas

de Muller hinton

Observar los resultados y con la ayuda de un vernier medir los

halos de inhibicién
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Anexo 4. Figura de los cultivos de actinomicetos en agitacion (1) actinomiceto en
crecimiento antes de la filtracion (2) actinomiceto filtrado con la adicion del solvente (3)
obtencion de los extractos en viales
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Anexo 5. Flujograma de la determinacién de la concentracion minima inhibitoria

Extracto concentrado
diluido con DMSO 5%

Concentraciones del
extracto 1:2

Reactivacion de las cepas
patégenas

Rotulacién de la microplaca

Preparacion de la escala de Mac farland

0,5

Inoculacién de las muestras
con sus respectivos controles
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Incubar a 30 °c x 24 horas

Agregar (TTC; 5 mg/mL) e incubar
30 min. Y realizar la lectura
correspondiente




Anexo 6. Composicion de agar y caldo marino

AGAR MARINO PARA PRUEBAS DE ANTAGONISMO

Componente g/L
Extracto de levadura 1
Peptona de Soya 4

Agua de mar 750 mL
Agua destilada 250 mL

CALDO MARINO MODIFICADO PARA FERMENTACION

Componente g/L
Extracto de levadura 1
Peptona de Soya 4

Agua de mar 750 mL
Agua destilada 250 mL
Glucosa 5
Almidon 10
CaCOs 1
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Anexo 7. Reactivos utilizados en el estudio

REACTIVOS UTILIZADOS

NOMBRE MARCA
Hexano Merck
Diclorometano Merck
Dimetilsulféxido Merck
Fluconazol IgFarma
2,3,5- Trifenil Tetrazolium Sigma-Aldrich
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Anexo 8. Resultados de la prueba de normalidad y homogeneidad de varianza para los
datos obtenidos

Homogeneidad de

Patogenos Normalidad (valor P) varianzas (valor P)
Candida tropicalis 7206 >0.150 0.308
Candida eitlobzigelms ATCC >0.150 0.440

Candida%%r?apsilosis >0.150 0.975
Candida globoiggns ATCC >0.150 0.883
Candida albicans 7516 >0.150 0.544
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Anexo 9. Resultados estadisticos de la prueba de Andlisis de Varianza (ANOVA).
Comparacion de la efectividad de los extractos frente a Candida tropicalis 7206

FUENTE GL SC MC F P
Ct 7206 2 1634.9 817.44 41.10 0.000
Error 6 119.3 19.89

Total 8 1754.2

GL: Grado de Libertad
SC: Suma de Cuadrados
MC: Cuadrados Medios
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Anexo 10. Subconjuntos homogéneos utilizando el método de tukey nivel de confianza
95% (extractos y el control frente a Candida tropicalis 7206

N MEDIA AGRUPACION
Fluconazol 0.025% 3 86.67 A
Diclorometano 3 71.00 B
Hexano 3 53.67 C

N: Ndmero de repeticiones
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Anexo 11. Resultados estadisticos de la prueba de Andlisis de Varianza (ANOVA).
Comparacion de la efectividad de los extractos frente a Candida albicans 10231

FUENTE GL SC MC F P
Ca ATCC 10231 2 5699.6 2849.78 161.31 0.000
Error 6 106.0 17.67

Total 8 5805.6

GL: Grado de Libertad
SC: Suma de Cuadrados
MC: Cuadrados Medios
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Anexo 12. Subconjuntos homogéneos utilizando el método de tukey nivel de confianza
95% (extractos y el control frente a Candida albicans ATCC 10231

N MEDIA AGRUPACION
Fluconazol 0.025% 3 87.67 A
Diclorometano 3 51.67 B
Hexano 3 26.333 C

N: Ndmero de repeticiones
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Anexo 13. Resultados estadisticos de la prueba de Andlisis de Varianza (ANOVA).
Comparacion de la efectividad de los extractos frente a Candida parapsilosis 7307

FUENTE GL SC MC F P
Cp 7307 2 470.89 235.444 27.17 0.001
Error 6 52.00 8.667

Total 8 522.89

GL: Grado de Libertad
SC: Suma de Cuadrados
MC: Cuadrados Medios
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Anexo 14. Subconjuntos homogéneos utilizando el método de tukey nivel de confianza
95% (extractos y el control frente a Candida parapsilosis 7307

N MEDIA AGRUPACION
Diclorometano 3 44.33 A
Fluconazol 0.025% 3 36.67 B
Hexano 3 26.67 C

N: Ndmero de repeticiones
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Anexo 15. Resultados estadisticos de la prueba de Andlisis de Varianza (ANOVA).
Comparacion de la efectividad de los extractos frente a Candida albicans 90028

FUENTE GL sc MC F P
Ca ATCC 90028 2 453.56 226.78 14.68 0.005
Error 6 92.67 15.44

Total 8 546.22

GL: Grado de Libertad
SC: Suma de Cuadrados
MC: Cuadrados Medios
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Anexo 16. Subconjuntos homogéneos utilizando el método de tukey nivel de confianza
95% (extractos y el control frente a Candida albicans 90028

N MEDIA AGRUPACION
Fluconazol 0.025% 3 53.00 A
Diclorometano 3 47.67 A
Hexano 3 36.00 B

N: NUmero de repeticiones
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Anexo 17. Resultados estadisticos de la prueba de Andlisis de Varianza (ANOVA).
Comparacion de la efectividad de los extractos frente a Candida albicans 7516

FUENTE GL SC MC F P
Ca 7516 2 2452.7 1226.33 20.94 0.002
Error 6 351.3 58.56

Total 8 2804.0

GL: Grado de Libertad
SC: Suma de Cuadrados
MC: Cuadrados Medios
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Anexo 18. Subconjuntos homogéneos utilizando el método de tukey nivel de confianza
95% extractos y el control frente a Candida albicans 7516

N MEDIA AGRUPACION
Fluconazol 0.025% 3 86.67 A
Diclorometano 3 71.00 B
Hexano 3 53.67 B

N: Ndmero de repeticiones
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Anexo 19. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto hexanico y
diclorometanico del actinomiceto BI-IM2 feb15 frente a cepas de Candida spp.
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Cepas patdgenas: (C1) Candida albicans ATCC 90028. (C2) Candida tropicalis 7206 (C3) Candida albicans
ATCC 10231 (C4) Candida albicans 7516 (C5) Candida parapsilosis 7307

Diluciones del hexano (mg/mL): (H1):71,25 (H2):35,625 (H3):17,8125 (H4):8,90625 (H5):4,453125
(H6):2,2265625

Diluciones del diclorometano (mg/mL): (D1):71,25 (D2):35,625 (D3):17,8125 (D4):8,90625 (D5):4,453125
(D6):2,2265625

Controles: (Ci): Control de inhibicién por fluconazol (0.25mg/mL); (Cc): Control de crecimiento; (Cs): Control de
solvente (DMSO al 5%); (Ce): Control de esterilidad del medio de cultivo

Los actinomicetos seleccionados fueron los siguientes: BI-IM2 feb15, 2PAT-ARG1.
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Anexo 20. Actividad inhibitoria por el método de doble capa. Actinomiceto marino frente a
(1) Candida albicans ATCC 10231 (2) Candida albicans 7516 (3) Candida tropicalis 7206
(4) Candida albicas ATCC 90028 (5) Candida parapsilopsis 7307

(1) (2)

®3) (4)

®)
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Anexo 21. Caracteristicas culturales de actinomicetos marinos asilados

Actinomicetos

Medio liquido (caldo marino)

Medio sélido (agar marino)

ER14 feb15

Blanca en toda la superficie,
escasez micelial en el cultivo
pero abundante en el
sedimentado.

Colonia yesosa, 9 mm de
diametro, superficie
pulvurulenta, borde irregular,
sin elevacion.

M10-85 marl5

Abundantes colonias en
superficie, sedimento micelial
blanquecino.

Blanca grisacea, yesosa
circular, poco elevada.

B1-665(2)
abrill5

Blanca en toda la superficie,
escasez micelial en el cultivo
pero abundante en el
sedimentado.

Colonia yesosa, superficie
pulvurulenta, borde irregular sin
elevacion.

ARG13-1I feb
15

Blanca y compacta en toda la
superficie, algunas en el fondo,
escaso micelio profundo y
sedimentado.

Colonia blanca yesosa, borde
irregular pulvurulenta,
ligeramente elevada, sin
pigmento.

BismP2(2)
Abrill5

Blanquecina con exudado en
toda la superficie, pulvurulenta,
abundante micelio profundo.

Blanca yesosa, bordes
irregulares, centro plomizo, con
bordes blanco cremoso,
ligeramente elevada.

BI-665 abril15

Plomiza en superficie,
abundante micelio sedimentado.

Plomiza superficie rugosa.

BI-IM2 feb15

Blanca yesosa en superficie,
micelio profundo largo.

Colonia circular.

2PAT-ARG1

Grande plomiza, con puntos
blancos, micelio profundo.

Plomiza circular.

BI-SMP2 ab15

Crema marrén yesosa, micelio
profundo uniforme sin
conglomerados y abundante
micelio.

Beige yesosa, pulvurulenta,
ligeramente elevada.

E2B10-3C
abrill5

Blanca yesosa, pigmentacion
marrén en la base, micelio
profundo.

Blanca yesosa circular, borde
poco irregular elevada.

1334C abril15

Blanca yesosa sin micelio
profundo, micelio sedimentado.

Colonia circular con borde
irregular de color plomo
oscuro.

MII-116 feb15

Blanca yesosa sin micelio.

Blanca yesosa, borde irregular,
pulvurulenta, poco elevada,
presencia de pigmento color

marrén.

9PAT-ARG
abrill5

Blancas, crecen a lo largo del
tubo y en superficie.

Blanca circular bordes
irregulares y sin pigmento.

ANS8-ESP
feb15

Blancas amarillentas en
superficie, micelio corto
sedimentado en el fondo del
cultivo.

Superficie algodonosa,
ligeramente elevada, borde
regular.

5T3 abrill5

Blanca y compacta en
superficie, algunas en el fondo,
escaso micelio profundo y
sedimentado.

Colonia blanca yesosa borde
irregular, pulvurulenta.

BI-CD1 feb15

Blanca con exudado en
superficie, micelio sedimentado.

Blanca yesosa circular
pulvurulenta.

BI-665 abril15

Muy delgada, que cubre toda la
superficie, agrietada, micelio
corto.

Blanca yesosa, circular,
elevada
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2PAT(2)-ARG1

Blanca yesosa en superficie,
micelio profundo largo
sedimento miceliar escaso.

Colonia circular, blanca
pulvurulenta.

ARG212-II Ploma seca con algunas zonas Plomizo claro, borde irregular,
feb15 blancas, micelio profundo, borde ancho blanguecino, sin
escaso micelio sedimentado. micelio.
AN ESP1 Pequefias, blancas, planas con Plomiza, borde poco irregular
feb15 bordes lisos, poco micelio puntos blancos sobre la
profundo. colonia.
MII-131 feb15 Crema yesosa agrietada, poco Crema yesosa circular, borde
micelio profundo. irregular
1434B feb15 Unica en superficie, poco Blanca yesosa, borde irregular,
abrupta, blanco yesosa. circular.
ER13(B) Blanca yesosa sin micelio Colonia circular de borde
profundo. regular.
MER-II Blanca yesosa agrietada, micelio Blanca yesosa, pulvurulenta,
profundo corto. pigmento marrén bajo.
BI-662(1) Crema yesosa, corto micelio Blanca yesosa, circular, borde
abrill5 poco profundo. regular, poco elevada.
MII-116 © Blanca y compacta en Colonia blanca yesosa borde
superficie, algunas en el fondo, irregular, pulvurulenta.
escaso micelio profundo y
sedimentado.
11334C Grande blanco yesoso, Blanca yesosa, borde irregular.
presencia de micelio
sedimentado y medio de cultivo
transparente.
BISmP2(3) Plomiza y algo himeda en Plomizas circulares,
Abril15 superficie poca presencia de pulvurulentas.
sedimento.
1434B(2) feb15 Blanca y compacta en Colonia blanca yesosa borde
superficie, algunas en el fondo, irregular, pulvurulenta.
escaso micelio profundo y
sedimentado.
ER-Il feb15 Blanquecina con exudado en Blanca yesosa con bordes

toda la superficie, pulvurulenta.

irregulares.
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Anexo 22. Matriz de consistencia

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: “Evaluacioén de la actividad antifingica de actinomicetos marinos frente a cepas de Candida spp, aisladas de hemocultivos”.

Lima 2015.

Responsable: Bach. Pamela Pilar Bautista Carrasco

Asesor: MCs. Blgo. José Alarcon Guerrero

< VARIABLES E .
PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO INDICADORES METODOLOGIA
. . : . . Variable Tipo de investigacion:
¢ Los actinomicetos General e Actinomicetos . . . .
marinos tendran *Determinar la actividad e Antecedentes independiente Basica pre-experimental

actividad antifangica
frente a cepas de
Candida, aisladas de
hemocultivos?

antifingico de actinomicetos
marinos frente a cepas de

Candida aisladas de
hemocultivos. Lima 2015
Especificos
e Determinar la actividad

antifingica cualitativa de los
actinomicetos marinos frente a
cepas de Candida spp.

e Evaluar la actividad antifungica
cuantitativa de los metabolitos
secundarios de los
actinomicetos marinos frente a
cepas de Candida spp.

e Taxonomia
e Metabolitos

secundarios
producidos por
actinomicetos

¢ Infecciones

nosocomiales

e Hemocultivo
¢ Fungemia
e Candidemia

¢ Actinomiceto
marino

Variable

dependiente

¢ Capacidad
antifingica de
los extractos
organicos del
actinomiceto

Indicadores:

° pH

e Formacion del
halo

e Tiempoy T° de
incubacién

e Medio de
cultivo

Andlisis de datos
Poblacién
60 cepas de actinomicetos
aislados de lecho marino.
Técnicas

e La determinacion de la actividad

antifingico se realizara mediante
el método de “doble capa”.

e Extraccién del compuesto activo y

pruebas de Su actividad inhibitoria
se realizar4 por el método del
pocillo.

e La Prueba De La Concentracion

Minima Inhibitoria (CMI) Se
realizara siguiendo la metodologia
de pocillos en placas de
microdilucion.
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