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RESUMEN

Objetivos. Aislar, seleccionar e identificar actinomicetos asociados a hormigas cortadoras de hojas Afta cephalotes
(Linnaeus, 1758), que presenten mayor actividad anti-Candida. Materiales y métodos. Estudio transversal realizado en
hormigas recolectadas de una localidad de Huanuco, Peru, a partir de las cuales se aislaron cepas de actinomicetos que
fueron evaluadas mediante pruebas in vitro para determinar su capacidad antagonista frente a especies de Candida. Los
actinomicetos de mayor antagonismo fueron seleccionados y cultivados en agitacion, luego se obtuvieron los metabolitos
extracelulares con solventes organicos y finalmente se evaluaron los extractos crudos para determinar cuantitativamente
la concentracién minima inhibitoria (CMI). Resultados. Se logré aislar 30 actinomicetos, de los cuales el 47 % presentaron
actividad antagonista a Candida albicans (C. albicans) ATCC 7516, el 43 % a Candida parapsilosis ATCC 7307, el 37% a
Candida tropicalis ATCC 7206 y C. albicans ATCC 10231 y el 30% a C. albicans ATCC 98028. Extractos organicos de las
cepas HAA-16 y HAA-17 presentaron marcada actividad anti-Candida; siendo el extracto de acetato de etilo de la cepa HAA-
17 el de mejor rendimiento por tener mayor espectro de actividad y presentar una CMI de 3,25 mg/ml frente a C. albicans
ATCC 7516 y Candida parapsilosis ATCC 7307. Los actinomicetos seleccionados se identificaron mediante técnicas
moleculares como miembros del género Streptomyces. Conclusiones. Los actinomicetos asociados a Atta cephalotes son
excelentes productores de compuestos bioactivos, capaces de inhibir el crecimiento de levaduras patégenas del género
Candida y con potencial aplicacién en el desarrollo de nuevos productos naturales de interés biomédico.

Palabras claves: Productos naturales; Actinobacterias; Antagonista; Levaduras; Streptomyces (Fuente: DeCS BIREME)

ACTINOMYCES WITH ANTI-CANDIDA ACTIVITY ISOLATED
FROM LEAF-CUTTING ANTS ATTA CEPHALOTES (FORMICIDAE:

MYRMICINAE: ATTINI)
ABSTRACT

Objectives. To isolate, select and identify actinomyces associated to leaf-cutting ants Atta cephalotes (Linnaeus, 1758), that
present a greater anti-Candida activity. Materials and Methods. Cross-sectional study made with ants collected at a location
in Huanuco, Peru, from which strands of actinomyces were isolated and later evaluated by in vitro testing in order to determine
its antagonistic capacity against species of Candida. The actinomyces with greater antagonism were selected and cultured
by agitation, then the reliable extracellular metabolites were obtained with organic solvents, and finally the crude extracts
were evaluated to determine quantitatively the minimum inhibiting concentration (MIC). Results. Thirty (30) actinomyces were
isolated, of which 47% exhibited antagonistic activity against Candida albicans (C. albicans) ATCC 7516, 43% to Candida
parapsilosis ATCC 7307, 37% to Candida tropicalis ATCC 7206 and C. albicans ATCC 10231, and 30% to C. albicans ATCC
98028. Organic extracts of the HAA-16 and HAA-17 strands exhibited noticeable anti-Candida activity, being the ethyl acetate
extract of the HAA-17 strand the one with the highest performance thanks to a wider activity spectrum of MIC 3.25 mg/mL
against C. albicans ATCC 7516 and Candida parapsilosis ATCC 7307. The selected actinomyces were identified by means of
molecular techniques as members of the Streptomyces genus. Conclusions. Actinomyces associated to Atta cephalotes are
excellent producers of bioactive compounds, being able to inhibit the growth of pathogenic mold of the Candida genus and with
potential for application in the development of new natural products for the biomedical field.

Keywords: Natural products; Actinobacteria; Antagonist; Yeasts, Streptomyces (source: MeSH NLM).

Este estudio forma parte de la tesis titulada «Aislamiento, caracterizacion y evaluacion de la capacidad antimicrobiana de actinomicetos asociados a
hormigas cortadoras de hojas (Formicidae: Myrmicinae: Attini)» perteneciente a la autora Cindy Abigail Gutierrez Espinoza para optar al titulo de biéloga
con mencién en Zoologia en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima, Pera
! Laboratorio de Ecologia Microbiana, Facultad de Ciencias Biol6gicas, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Pera.
* Bidlogo; " magister en Ciencias Microbioldgicas

Recibido: 16/05/2018 Aprobado: 26/09/2018 En linea: 21/12/2018

Citar como: Gutierrez-Espinoza CA, Ledn-Quispe J. Actinomicetos con actividad anti- Candida aisladas de hormigas cortadoras de hojas Atta cephalotes
(Formicidae: Myrmicinae: Attini). Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2018;35(4):590-8. d0i:10.17843/rpmesp.2018.354.3673.

590 |



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2018;35(4):590-8.

Actinomicetos con actividad anti-Candida

INTRODUCCION

Las infecciones fungicas se han incrementado en frecuencia
e importancia en las ultimas décadas, acompafiadas
de una alta mortalidad, generalmente ocasionadas por
infecciones del torrente sanguineo . La candidiasis es
una micosis oportunista causada por diferentes especies
de levaduras del género Candida, siendo la especie
mas importante Candida albicans (C. albicans) por
presentarse en el 80 % de las infecciones @. A pesar de
que la sensibilidad a los antifungicos, principalmente al
fluconazol, es alta para C. albicans, otras especies estan
aumentando significativamente su resistencia y muchas de
ellas presentan baja sensibilidad a los antifingicos utilizados
tradicionalmente, especialmente las especies Candida
krusei y Candida glabrata ®. Este problema de resistencia
obliga a la comunidad cientifica a identificar nuevos
antimicrobianos o de disefar inhibidores de enzimas que
confieran resistencia a antibiéticos ©.

El descubrimiento de nuevos compuestos antimicrobianos
y de oftros metabolitos secundarios bioactivos requiere la
busqueda de nuevas especies o géneros de microorganismos
productores de estos metabolitos, pero en ambientes
menos explorados ®. Los actinomicetos son bacterias
filamentosas grampositivas, con alto contenido de
guaninaycitosina (G-C)ensuADNybiotecnolégicamente
importantes, puesto que son utiles para la produccién de
metabolitos secundarios, especialmente los antibiéticos,
antifingicos y/o antitumorales ©. Aproximadamente 23
000 metabolitos secundarios con actividad biolégica son
producidos por microorganismos y mas de 10 000 de estos
compuestos son producidos por actinomicetos; de ahi la
importancia de seguir investigando los actinomicetos por su
gran capacidad para producir compuestos bioactivos ). La
mayoria de los actinomicetos son comunmente aislados del
suelo; sin embargo, después de décadas de bioprospeccion
de este entorno, cada vez es mas dificil obtener cepas que
produzcan nuevos metabolitos bioactivos ©.

Por otro lado, el descubrimiento de nuevos actinomicetos
provenientes de ecosistemas no estudiados parece ser
una de las fuentes mas interesantes y prometedoras de
nuevos compuestos biolégicamente activos ©. El papel
de los actinomicetos en las relaciones simbidticas con
artropodos ha sido recientemente estudiado, siendo
uno de los sistemas naturales mas caracterizados el de
los actinomicetos asociados a las hormigas cortadoras
de hojas (Hymenoptera: Formicidae: Attini) ("*™, Este
sistema es un mutualismo obligado, donde las hormigas
para sobrevivir dependen de su simbionte (hongos,
actinomicetos u otros); y como consecuencia de ello, las
hormigas protegen al simbionte de amenazas, ya sea de
otras bacterias o de parasitos especializados como el hongo
necrotréfico del género Escovopsis sp. (2. La estrategia de
defensa de las hormigas cortadoras de hojas ocurre por
mecanismos quimicos o por actinomicetos asociados a su

MENSAJES CLAVE

Motivacién para realizar el estudio. El incremento incesante de la
resistencia de microorganismos patogenos hacia los antimicrobianos
es una seria amenaza a la Salud Publica. Este hecho motiva la necesidad
de explorar nuevas fuentes para buscar microorganismos productores
de antimicrobianos novedosos.

Principales hallazgos. Se aislaron 30 cepas de actinomicetos asociadas
a Atta cephalotes, donde 16 cepas presentaron actividad, al menos, a
una cepa del género Candida.

Implicancias. Los actinomicetos asociados a hormigas cortadoras
de hojas contribuirén en la produccién de nuevos metabolitos que
podrian controlar la resistencia antimicrobiana.

cuticula, principalmente de los géneros Pseudonocardia y
Streptomyces (3.

Basados en experiencias previas, esta investigacion
se llevd a cabo con el objetivo de aislar, seleccionar e
identificar cepas de actinomicetos asociados al organismo
Afta cephalotes (Linnaeus, 1758) que presenten mayor
actividad anti-Candida. Nuestros resultados permitiran en
el futuro disefar estrategias de produccion y desarrollo
de nuevos productos naturales basados en metabolitos
microbianos con principios bioactivos eficaces en el control
de patdgenos emergentes.

MATERIALES Y METODOS
DISENO DE ESTUDIO

Se realiz6 un estudio transversal en hormigas cortadoras de
hojas de la especie Atta cephalotes colectadas durante el
mes de enero del 2015 en una localidad del distrito Mariano
Damaso Beraun (9°21°22" S, 75°58'27” O) en la provincia
de Leoncio Prado, Departamento de Huanuco en Peru.

COLECTA DE HORMIGAS

La colecta se llevo a cabo en un solo muestreo, de forma
manual y en condiciones asépticas. Las hormigas se
almacenaron en tubos estériles y fueron transportadas en
cajas refrigeradas a 4 °C hacia el Laboratorio de Ecologia
Microbiana de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos para su
procesamiento.

AISLAMIENTO DE ACTINOMICETOS ASOCIADOS A
Atta cephalotes

Previo al aislamiento, las hormigas fueron liberadas de

cualquier particula externa. El aislamiento de los actinomicetos
se realizd a partir de 10 g de hormigas, las cuales fueron
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sumergidas en 90 mL de solucién salina estéril (107) y
homogenizadas enérgicamente en un vortex. La dilucién
fue sometida a shock térmico; luego se realizaron diluciones
seriadas hasta 10*. Se tomd 100 pL de cada dilucién y se
sembraron en los medios Agar Almidon Caseina (AAC) y
Agar Czapek-Dox (ACZ), suplementados con cicloheximida
(100 pg.mL") y &cido nalidixico (25 pug.mL") (. Los cultivos
fueron incubados a 28 °C por 15 dias; al cabo de este tiempo
se seleccionaron colonias tipicas de actinomicetos, los cuales
previa caracterizacion macroscépica y microscopica se
conservaron en ceparios de AAC mas dlicerina (20 % v/v)
para estudios posteriores ('),

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTI-CANDIDA
Cepas indicadoras

Las cepas testigo utilizadas en el presente estudio
pertenecen a levaduras del género Candida (C): C. albicans
ATCC 10231, C. albicans ATCC 7516, C. albicans ATCC
98028, C. tropicalis ATCC 7206 y C. parapsilosis ATCC
7307, las cuales forman parte de la coleccion del Laboratorio
de Ecologia Microbiana de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos.

Actividad anti-Candida

Se realizd6 mediante el método de «doble capa» segun
Ledn et al. (2007) . Los actinomicetos fueron sembrados
como macrocolonias en AAC e incubados a 28 °C por 5-7
dias. Las cepas de Candida fueron reactivadas en caldo
Sabouraud por 24-48 h hasta alcanzar la escala 0,5 de
Mac Farland. Las pruebas de antagonismo se realizaron
mediante la inoculacion de las cepas testigos en medio
semisolido licuado y agregado a modo de segunda capa
sobre los cultivos de los actinomicetos. Los cultivos fueron
incubados a 30 °C por 24-48 h. Posteriormente, se realizaron
las lecturas correspondientes, observando y midiendo los
halos de inhibiciéon (en mm de diametro). Las pruebas
se realizaron por triplicado. El calculo del porcentaje de
inhibicion (1) se realizé mediante la siguiente formula:

R1-R2

X
R1
Donde, R1 = media del diametro del halo de inhibicién; R2 = media
del diametro de la colonia de actinomiceto. Este ensayo permitio

seleccionar a los actinomicetos con mayores halos de inhibicion
anti-Candida para ensayos posteriores.

I = 100

OBTENCION DE EXTRACTOS CRUDOS

Los actinomicetos seleccionados por su mayor actividad
anti-Candida se procesaron segun las pautas sefialadas por
Aponte et al. (2016) ('®. Se inocularon en Erlenmeyer con
200 mL del caldo Peptona-Extracto de levadura, incubados
a 28 °C por 10 dias en agitacion constante de 250 rpm.
Transcurrido el tiempo, los cultivos fueron centrifugados a
4000 rpm por 25 min para obtener el sobrenadante libre de
células. Para concentrar los metabolitos extracelulares de
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los cultivos se afiadieron solventes como acetato de etilo,
diclorometano (polares) y hexano (apolar) en la proporcién
1:1 (v/v), luego fueron agitados vigorosamente durante
24h (7, Transcurrido el tiempo, los extractos crudos fueron
concentrados a presion reducida en un rotavapor (BUCHI
R-3000) a 40 °C hasta obtener los residuos secos.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTI-CANDIDA
DE LOS EXTRACTOS CRUDOS

Se realizé segun Pandey et al. (2004) ®. Los residuos
secos fueron pesados y resuspendidos en Dimetilsulfoxido
(DMSO) al 5 % para obtener las concentraciones iniciales
de los extractos organicos (mg.mL"). A partir de estas
muestras, 45 pL fueron colocadas en pocillos (5 mm de
diametro) preparados en Agar Mueller Hinton y sembradas
con la cepa testigo. Los cultivos fueron incubados a 30 °C
por 24-48 h. Luego de este tiempo, la zona de inhibicion fue
medida y registrada (en mm de diametro). Las pruebas se
realizaron por triplicado.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) DE LOS
EXTRACTOS CRUDOS

Para esta prueba se utilizd como cepas testigo cultivos de C.
albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 7516, C. albicans
ATCC 98028, C. tropicalis ATCC 7206 y C. parapsilosis
ATCC 7307 mantenidos en caldo Tripticasa de Soya (TSB)
a 30 °C de incubacion. Se realizé siguiendo la metodologia
de Karthy et al. (2009) (. Los extractos organicos con
acetato de etilo de las cepas seleccionadas se disolvieron
en DMSO al 5 % para obtener una solucion stock, a partir
del cual se prepararon diluciones consecutivas (1:2),
aplicando 10 pL de cada uno en los pocillos de microdilucién
(Microplacas Pure Grade; Brand); luego, se agregd 80 pL de
caldo TSB y previa homogenizacion, se agregé 10 yL de las
suspensiones de las cepas testigo. Las microplacas fueron
incubadas a 30 °C por 18-24 h. Transcurrido el tiempo se
vertio 40 uL de cloruro de trifenil tetrazolio (TTC; 5mg.mL")
en cada pocillo, incubando a 30 °C por 20 min adicionales.
El viraje a rojo indicé crecimiento microbiano. Se consideré
como valor de CMI a la menor concentracion en que no
hubo crecimiento.

IDENTIFICACION GENOTIPICA

Los actinomicetos seleccionados fueron cultivados en
TSB e incubados a 28 °C por cinco dias. Transcurrido
el tiempo, fueron centrifugados a 4000 rpm por 10 min y
el ADN gendmico se extrajo segun las indicaciones del kit
comercial Vivantis®GF-1. Mediante reaccién en cadena
de polimerasa (PCR) se amplificd el gen que codifica
ARNFr 16S, utilizando los primers universales 27F (5 -AGA
GTT TGATCC TGG CTC AG-3") y 1492R (5 -TAC GGT
TAC CTT GTT ACG ACTT-3’). Los productos de la PCR
se secuenciaron mediante los servicios de Macrogen Inc.
(Seul, Corea). Las secuencias se analizaron y editaron
mediante el programa BioEdit Sequence Alignment Editor
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7.0.9 y luego se compararon con las secuencias de la
base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) mediante el algoritmo BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) %, El arbol filogenético se
disefid mediante el programa MEGA 7 de acuerdo con
el método estadistico Neighbor-Joining, utilizando el
modelo de sustitucién Kimura-2-parametros y con un valor
de bootstrap de 1000 réplicas @".

ANALISIS ESTADISTICOS

El criterio utilizado fueron las medidas de los halos de
inhibicion sobre el crecimiento de la cepa testigo como
prueba positiva de actividad anti-Candida mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias sin interaccion,
verificandose los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianzas. La significancia se reporté con un nivel de
confianza del 95 % (0=0,05). Para realizar estos calculos,
se empleo el programa estadistico INFOSTAT 2018.

RESULTADOS

AISLAMIENTO DE ACTINOMICETOS Y
CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS

Se logro aislar un total de 30 cepas de actinomicetos
asociados a Atfta cephalotes. Del los cuales, 24 (80 %) se

recuperaron en AAC y sélo 6 (20 %) en ACZ. El tamafio
de las colonias fue variable, desde 4 mm hasta 15 mm de
diametro; los morfotipos predominantes fueron colonias
de color blanco-grisaceas, bordes irregulares, elevadas
o planas, convexa y de consistencia dura (Figura 1A).
Las observaciones microscépicas mediante la tincion
gram mostraron filamentos ramificados grampositivos
delgados y largos (Figura 1B), mientras que por
técnicas de microcultivo se observaron esporas tanto
individuales como las originadas de las hifas ramificadas
no fragmentadas, organizadas en forma de cadenas largas
y enrolladas en espiral; siendo esta ultima caracteristica
muy propia del género Streptomyces (Figura 1C).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTI-CANDIDA

De la totalidad de actinomicetos aislados y evaluados
por su actividad anti-Candida, 16 cepas (53 % del total)
presentaron actividad al menos frente a una cepa del género
Candida; de ellas, 14 (87,5 %) presentaron actividad frente a
C. albicans ATCC 7516, 13 (81,2 %) frente a C. parapsilosis
ATCC 7307, 11 (68,7 %) frente a C. tropicalis ATCC 7206 y
C. albicans ATCC 10231 y 10 (62,5 %) a C. albicans ATCC
98028. Los actinomicetos indicados como HAA-16 y HAA-
17 fueron los mas relevantes y seleccionados para estudios
complementarios por ser las cepas mas efectivas contra C.
albicans ATCC 10231 con 86,2 % y 87,1 % de inhibicion,
respectivamente (Tabla 1). Se verificaron los supuestos

Flgura 1. Caracteristicas macroscoépicas de algunos actinomicetos aislados de A. cephalotes. A) Crecimiento en agar Aimidén Caseina,
luego de una incubacién de 15 dias a 28 °C. B) Coloracion gram del actinomiceto HAA-17, hifas en formacion a partir de un cultivo de
siete dias. Aumento 100X. C) Microcultivo de siete dias (tincion con Azul de Lactofenol) de la cepa HAA-17, se observan las esporas
organizadas en formas de cadenas largas y onduladas (flecha). Aumento 100X. Todas son caracteristicas del género Streptomyces.
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Tabla 1. Actividad anti-Candida de los actinomicetos activos aislados de A. cephalotes (método de doble capa)

Cepa indicadora

Actinomicetos

(n=16) C. tropicalis C. albicans ATCC C. albicans C. parapsilosis C. albicans
ATCC 7206 98028 ATCC 7516 ATCC 7307 ATCC 10231
HAA-1 78,5+0,2 - 83,2+0,1 80,2+ 0,1 -
HAA-4 - 70,4 +0,1 82,1+0,1 - 742+0,1
HAA-6 27,3+ 0,1 - - 79,6 £0,1 -
HAA-7 58,2+ 0,1 - - - -
HAA-9 - - 64,9+0,1 66,7+ 0,2 76,3+0,1
HAA-11 - 60,2 +0,2 62,8+ 0,1 63,4 +0,1 76,8+ 0,3
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+ 0,1 752+0,2 37,2+0,3 87,1+0,1
HAA-18 - - 772+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
HAA-21 70,3+0,2 79,5+0,3 76,2+ 0,1 71,5+0,1 82,3+0,1
HAA-22 - 354+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-25 745+0,2 - 79,4 +0,1 80,2+ 0,1 -
HAA-26 774 +0,1 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

Para todos los valores en las celdas la actividad anti-Candida se expresa como la media del porcentaje de inhibicién y la desviacion estandar

Guion (-) : no se encontré actividad anti-candida

de normalidad y homogeneidad de varianzas, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
(p=0,134).

Se observa el comportamiento de las medias y el error
estandar de los porcentajes de inhibicion de los actinomicetos
frente a las levaduras evaluadas y al contrastar las medias se
puede observar ciertas diferencias que no son significativas
(Prueba LSD de Fisher) (Figura 2). Entre los otros
actinomicetos son destacables las cepas HAA-17, HAA-19,

75,47

63,941

52,411

Porcentaje de inhibicion (%)

40,88

29,351

HAA-21, HAA-23, HAA-26 y HAA-27 por presentar actividad
frente a las cinco cepas del género Candida. Asimismo, las
pruebas de caracterizacion fenotipica sefialan que todas
corresponden al género Streptomyces sp.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTI-CANDIDA
DE LOS EXTRACTOS CRUDOS

Los extractos de los actinomicetos seleccionados (HAA-
16 y HAA-17) presentaron actividad frente a las levaduras
evaluadas, siendo en su mayoria los extractos con acetato

C. albicans ATCC

98028 7206

C. tropicalis ATCC  C. parapsilosis ATCC

C. albicans ATCC
7516

C. albicans ATCC

7307 10231

Cepas Indicadoras

Figura 2. Porcentajes de inhibicion de los actinomicetos aislados frente al género Candida. Cada barra representa la media y

el error estandar de tres réplicas independientes (p>0,05)
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de etilo los que mostraron mayores halos de inhibicion.
Es destacable la actividad del extracto de la cepa HAA-17
frente a C. parapsilosis ATCC 7307 con halos de inhibicion
que alcanzo hasta 30 mm de diametro (equivalente a 86 %
de inhibicién), valor muy cercano al del control positivo
Fluconazol (20 pg.mL") (33 mm de didmetro, 87 % de
inhibicién) (Figura 3A), mientras que frente a C. albicans
ATCC 10231 alcanz6 halos de hasta 27 mm de diametro
(equivalente a 85 % de inhibicién) (Figura 3B). Por su
parte, los extractos diclorometanicos también presentaron
resultados favorables para algunas especies, por ejemplo,
el extracto de la cepa HAA-16 presentd mayor actividad
de inhibicion (22 mm de diametro) frente a C. tropicalis
ATCC 7206 en comparacién con la del extracto con acetato
de etilo (15 mm de diametro). En cambio, los extractos
hexanicos mostraron tener limitada actividad anti-Candida.
De acuerdo con estos resultados, el extracto organico
obtenido con acetato de etilo fue seleccionado para la
determinacion de la CMI.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Las concentraciones iniciales de los extractos obtenidos
con acetato de etilo de las cepas HAA-16 y HAA-17
fueron en ambos casos de 6,5 mg.mL". La CMI de los
dos actinomicetos en estudio frente a especies del género
Candida varié entre 3,25 - 6,50 mg.mL"'. Es destacable la
actividad de la cepa HAA-17 frente a C. albicans ATCC
7516y C. parapsilosis ATCC 7307, donde el extracto logra
alcanzar la CMI de 3,25 mg.mL""en ambos casos (Figura 4).

IDENTIFICACION MOLECULAR DE LOS
ACTINOMICETOS SELECCIONADOS

El andlisis filogenético de las dos cepas seleccionadas
muestra alta homologia con el género Streptomyces. Lacepa
sefialada como HAA-16 se encuentra muy estrechamente
relacionada a Streptomyces albidoflavus con identidades de
secuencias de 99 % (Figura 5), en cambio la cepa HAA-17
solo fue identificada a nivel de género como Streptomyces
sp. Las secuencias del gen 16S ARNr de los actinomicetos
seleccionados HAA-16 y HAA-17 fueron depositados en
la base de datos del GenBank bajo los cédigos de acceso
MH746807 y MH746806, respectivamente.

DISCUSION

Estudios similares sefialan la presencia de actinomicetos
productores de antimicrobianos asociados a hormigas
cortadoras de hojas, los cuales poseen una marcada
actividad frente a levaduras del género Candida sp.; lo
cual es consistente con lo reportado por Barke et al. @2
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
antifngica, proporcionando la combinaciéon adecuada
de recursos antimicrobianos. Por tanto, la produccion
de multiples compuestos antifungicos los hace utiles y
atractivos para las hormigas como mutualistas.

Existen diversos estudios que confirman la eficacia de los
extractos de actinomicetos obtenidos a partir de acetato

Control positivo

Figura 3. A) Actividad anti-Candida de los extractos organicos de acetato de etilo frente a Candida parapsilosis ATCC 7307 y B)
Candida albicans ATCC 10231. Control positivo: fluconazol (20 pg/mL). Control negativo: acetato de etilo
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Cl: control de inhibicién del patégeno.
CP: control de crecimiento del patégeno.

Figura 4. Prueba de concentracion minima inhibitoria de
los extractos organicos obtenidos con acetato de etilo
frente a Candida albicans ATCC 7516, usando cloruro
de trifenil tetrazolium (TTC) como revelador

de etilo, reportandose una destacada actividad antifingica
frente a C. albicans. Mendes et al. ?® determinaron la
actividad de extractos de acetato de etilo de actinomicetos
asociados a hormigas Trachymyrmex frente a C. albicans,
con resultados similares. Asimismo, Narayana et al.
(2008) @4 evaluaron el extracto crudo de acetato de etilo
de Streptomyces sp, obteniendo maximos resultados de
inhibicion frente a los microorganismos evaluados en
su estudio. Por su parte, Sivasankar et al. @® ratifican la
gran capacidad de los compuestos polares como el acetato
de etilo en la recuperacion de metabolitos secundarios
bioactivos de actinomicetos.

Respecto a la determinacién de la CMI, el extracto crudo
con acetato de etilo presenté valores entre 3,25-6,50
mg.mL"frente a las distintas cepas del género Candida,
siendo estos valores mayores a diferencia de los
obtenidos por otros autores, esto debido a que los
extractos crudos contienen una mezcla de metabolitos
bioactivos que presentan actividad biolégica y que en
ocasiones generan reacciones antagonicas entre los
compuestos bioactivos; por lo tanto, mientras mayor
fraccionamiento se realice, mayor sera la inhibicién @,
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Tal es asi que, Mendes et al. ® determinaron la CMI de
las fracciones de los extractos de acetato de etilo frente a
especies de Candida con valores que oscilan entre 10-
100 pg.mL". Rashad et al. ® determinaron la CMI de las
fracciones FHM572 y FHM275 del compuesto bioactivo de
Streptomyces sp. frente a C. albicans, siendo estos valores
de 123y 370 pg.mL", respectivamente. Asimismo, Narayana
et al. @ determinaron la CMI de cuatro fracciones del
compuesto bioactivo de Streptomyces sp. ANU 6277 frente
a C. albicans, resultando susceptible a la fraccion AF3 a
una concentracion de 10 pg.mL™.

El andlisis filogenético permite asignar a las cepas HAA-16
y HAA-17 como pertenecientes al género Streptomyces;
confirmando de esta manera lo sefalado en las
observaciones morfolégicas. Sinembargo, en la cepa HAA-17
no se logro identificarla a nivel de especies; en consecuencia,
se plantea estudios moleculares complementarios, tales
como: la evaluacién de marcadores moleculares especificos
0 secuencia parcial del gen de la subunidad B del ARN
polimerasa, pruebas confirmatorias de acidos grasos, lipidos
polares, contenido en guanina y citosina, entre otras 8.

El género Streptomyces representa un modelo en
la produccion de nuevas y promisorias moléculas
antimicrobianas. Se estima que cerca de 10 000 metabolitos
secundarios bioactivos son producidos por actinomicetos,
de ellos, 7600 son producidos por Streptomyces y sélo 150
se han utilizado en areas como farmacologia, agricultura,
entre otras @, En los Ultimos afios se han realizado estudios
especificos de metabolitos producidos por actinomicetos
asociados a hormigas cortadoras de hojas, obteniendo
resultados muy satisfactorios e inclusive llegando a
identificar las estructuras de compuestos bioactivos como
la candicidina y dentigerumicina purificadas a partir de
Streptomyces y Pseudonocardia respectivamente @239, los
cuales resultaron ser muy activos frente a C. albicans.

En la actualidad, los problemas de salud publica por
infecciones emergentes provocadas por Candida demandan
compuestos eficaces contra este patdégeno oportunista.
Asimismo, ponen de manifiesto la necesidad de buscar
cepas nuevas de actinomicetos bioactivos a partir de fuentes
no convencionales. En el presente estudio, a partir de Afta
cephalotes se logré aislar un nimero considerable de estas
bacterias con potencial actividad anti-Candida; sin embargo,
los estudios realizados sélo se limitaron a escaso numero
de actinomicetos que fueron finalmente seleccionados
para las pruebas cualitativas y cuantitativas de su
bioactividad e identificacion molecular. Por tratarse de
estudios aun muy incipientes limita el planteamiento de
posibles aplicaciones en el tratamiento de candidiasis o su
uso biotecnoldgico en salud publica. No obstante, la fortaleza
del estudio es que representa un avance preliminar muy
interesante en la investigacion de compuestos bioactivos que
deben ser considerados como punto de partida para futuras
investigaciones que incluyan un mayor numero de cepas de
actinomicetos aislados de Atta cephalotes u otras fuentes no
convencionales.
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70 'I Streptomyces griseus subsp.griseus (AB184699.1)

8 Streptomyces omatus (AB184290.1)

Streptomyces praecox (AB184293.1)
Streptomyces anulatus (AB184875.1)
Streptomyces cyaneofuscatus (HG965212.1)
Streptomyces microflavus (AB184765.1)
1Str<—:4ptomyces alboviridis (AB184256.1)
Streptomyces globisporus (KF730767.1)
Streptomyces griseoplanus (KR476418.1)

ah X o

Streptomyces halstedii (KY007168.1)
Streptomyces anulatus (EU647478.1)

4;‘2 I-Streptomyces bacillaris (KJ571045.1)

45[

99

99

HAA-17

Streptomyces sp. ADI96-02(KJ571045.1)
Streptomyces puniceus strain ADAT1 (KT781123.1)
Streptomyces californicus (JQ218934.1)

5 |Streptomyces microflavus strain KML-8 (KJ020690.1)

Streptomyces vinaceus (AB184757.1)
Streptomyces vinaceus (AB184757.1)
Streptomyces albolongus (KX431250.1)

Streptomyces tsusimaensis (EU622279.1)

83 Streptomyces cavourensis MF276633.1

Streptomyces pratensis (KU973965.1)

63 | Streptomyces celluloflavus (KP235209.1)

Streptomyces griseus (EF192235.1)
Streptomyces griseobrunneus (NR 115448.1)

Streptomyces griseochromogenes (NR 112396.1)
STI_E Streptomyces ciscaucasicus (AY508512.1)

52 L_Streptomyces resistomycificus (NR 112287.1)
Streptomyces althiocus (AY999791.1)

99 Streptomyces albidoflavus (EF620361.1)

HAA-16
Streptomyces flavofungini (EF571003.1)
Streptomyces griseus strain 45 H (EF571002.1)
99 |Streptomyces albus (KF977551.1)
Streptomyces somaliensis (KF973255.1)

Rhodococcus equiATCC33707 (X80594.1)
4|7 | Mycobacterrium tuberculosis (X58890.1)

99! Mycobacterrium bovis (AM408590.1)

0.0100

Figura 5. Arbol filogenético de los actinomicetos HAA-16 y HAA-17 aislados de hormigas
cortadoras de hojas A. cephalotes y especies relacionadas a Streptomyces, en funcion del
analisis del gen ARNr 16S. Las secuencias de Mycobacterium y Rhocococcus fueron elegidas

arbitrariamente como grupo externo

Este estudio demuestra que Atta cephalotes es una fuente
promisoria de numerosas cepas de actinomicetos con gran
capacidad de producir compuestos bioactivos contra las
levaduras del género Candida. Esto permite afirmar que
representan posibles candidatos para ser utilizados en la
lucha contra infecciones y la resistencia microbiana; por
consiguiente, podrian tener posibles aplicaciones en el futuro.
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