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Introduccion

Actinomycetes bioactivos de sedimento marino de la costa central
del Peru

Bioactives Actinomycetes of marine sediment from the central coast of Peru

Jorge Leodn', Libia Liza', Isela Soto', D'Lourdes Cuadra’, Lilian Patifio?y Rito Zerpa?

Resumen

En el presente trabajo evaluamos la actividad antibacteriana y antifungica de actinomycetes marinos
sobre patdgenos de origen clinico. Asimismo, fueron evaluadas la capacidad de producir enzimas
extracelulares como carbohidrasas, lipasas y proteasas. Los Actinomycetes fueron aislados de
sedimentos colectados entre setiembre a diciembre del 2005 de las Bahias de Ancén (Lima) e
Independencia (Ica) de 34 y 100 m de profundidad. El aislamiento se realizé en Agar Caseina
- AImidén (ACA) y Agar Marino (AM) con adicién de Cicloheximide (10 ug/mL). Las evaluaciones
antimicrobianas fueron realizadas frente a bacterias patdgenas antibidtico-multirresistentes y hon-
gos de origen clinico; en tanto, para evaluar su actividad multienzimatica se utilizaron sustratos
poliméricos diversos. Se aislaron un total de 62 actinomycetes, de los cuales 31 (50%) mostraron
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, 36 (59%) frente a Pseudomonas aerugi-
nosay 23 (37%) a ambos patégenos. Las cepas de actinomycetes |1-400A y M10-77 identificadas
en cada caso como Streptomyces y Thermoactinomyces fueron las que exhibieron mayor activi-
dad inhibitoria frente a P. aeruginosa y S. aureus respectivamente. Asimismo, 13 actinomycetes
(20,97%) mostraron actividad antifungica frente a cultivos de Candida albicans cepa 1511 y 17
(27,42%) frente a Candida albicans cepa 1511MIC; sin embargo, ningun actinomycete presentd
actividad inhibitoria frente a Asperqillus niger, Aspergillus fumigatus 'y Trichophyton mentagrophytes.
La mayoria de los actinomycetes mostraron tener actividad multienzimatica capaz de hidrolizar
compuestos poliméricos como el tween-80 (96%), la gelatina (95%), almidon (93%), lecitina (88%)
y la caseina (74%). Extractos del compuesto activo obtenidos de la cepa M10-77 con etil acetato
rindieron notable actividad inhibitoria contra S. aureus. Se concluye que el sedimento marino es
fuente de Actinomycetes con gran capacidad de producir sustancias bioactivas de importancia
médica-farmacolégica e industrial.

Palabras clave: Sedimento marino, actinomycetes, patégenos multirresistentes, antibiosis.
Abstract

In the present research we evaluated the antibacterial and antifungical activity of marine actinomyc-
etes over pathogen of clinical origin. Likewise, it was evaluated the capacity to produce extracellular
enzymes like carbohidrases, lipases and proteases. The Actinomycetes were isolated from sedi-
ments collected between September to December 2005 of Ancén (Lima) and Independencia (Ica)
Bays at depths of 34 and 100 m. The isolation was performed in Casein - Starch Agar (CSA) and
Marine Agar (AM) with addition of Cicloheximide (10 ug/mL). The antimicrobial evaluations were
done comparing them with pathogenic antibiotic-multiresistant bacteria and fungi from clinical origin;
in as much, to evaluate their multienzimatic activity several polimeric substrates were used. A total
of 62 actinomycetes were isolated, 31 of there (50%) showed antibacterial activity in opposite to
Staphylococcus aureus, 36 (59%) in opposite to Pseudomonas aeruginosa and 23 (37%) to both
pathogens. Strains of actinomycetes I-400A and M10-77 identified in each case like Streptomyces
and Thermoactinomyces exhibited higher inhibitory activity against S. aureus and P. aeruginosa
respectively. Also, 13 actinomycetes (20,97%) showed to antifungical activity against cultures of
Candida albicans strain 1511 and 17 (27,42%) with Candida albicans strain 1511MIC; neverthe-
less, no actinomycete displayed inhibitory activity to the growth of Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus and Trichophyton mentagrophytes. Most Actinomycetes showed to have multienzymic
activity able to hydrolysis polymerics compounds like the tween-80 (96%), gelatin (95%), starch
(93%), lecitine (88%) and casein (74%). Extracts of the active compound obtained from the strain
M10-77 with ethyl acetate produced a notable inhibitory activity against S. aureus. We conclude
that the marine sediment is source of Actinomycetes with great capacity to produce bioactives
substances of medical-pharmacological and industrial relevance.

Keywords: Marine sediment, actinomycetes, multiresistant pathogens, antibiosis.

desarrollo constante de nuevos agentes antimicrobianos (Leiva

Las enfermedades infecciosas causadas por las bacterias y los
hongos patdgenos representan un desafio serio para la farma-
cologia actual, pues asf lo evidencian los millones de muertes
prematuras que causan en el mundo (World Health Organiza-
tion, 2002). Por otro lado, el rdpido desarrollo de la resistencia
antibiética por muchos patégeno, y la toxicidad de algunos de
los antibidticos actualmente usados propicia la btsqueda y el

et al., 2004). Los microorganismos, especialmente bacterias
que pertenecen al orden Actinomycetal, son los productores
mds comunes de agentes antimicrobianos. Tradicionalmente,
estos organismos fueron aislados de fuentes terrestres, y solo
en las dos dltimas décadas llegé a ser evidente el potencial de
microorganismos marinos como productores de antibidticos,
aisldindose a muchas bacterias productoras de nuevos antibidticos
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con estructuras Unicas y caracteristicas muy propias del ambiente
marino (Maldonado et al., 2005). El orden Actinomycetal estd
compuesto por aproximadamente 80 géneros, en su mayoria
aislados de fuentes terrestres donde cumplen un rol muy im-
portante como organismos saprofiticos (Williams et al., 1984).
Los actinomycetes estd formado por grupos de microorganismos
filamentosos Gram positivos, con alto contenido de G+C en su
DNA, de amplia distribucién en la naturaleza y muy conocidos
por producir antibidticos naturales y otros importantes compu-
estos bioactivos de interés comercial e industrial (Magarvey etal.,
2004). En la actualidad, los actinomycetes se procuran de aislar
a partir de nuevas fuentes y contindan siendo objeto de estudio
en la busqueda de nuevas substancias con diversas propiedades
biolégicas tales como metabolitos antimicrobianos, antivirales,
anticancerigenos, anticoagulantes, inmunomoduladores entre
otros (Bull et al., 2000; Mincer et al., 2002; Kokare et al., 2004).
En las dltimas décadas, la basqueda de actinomycetes se ha reori-
entado hacia otros ambientes como: sedimentos de rios, lagos y
océanos que ofrecen la posibilidad de encontrar cepas silvestres no
descritas que produzcan nuevos metabolitos secundarios farma-
colégicamente activos (Jian y Xu, 1996; Bull et al., 2005; Ward
y Bora, 2006)). Asimismo, en los tltimos afos, el ndmero de
nuevos compuestos de interés médico—farmacolégico obtenidos
de géneros de actinomycetes de origen terrestre ya conocidos ha
decrecido; en cambio a partir de actinomycetes marinos principal-
mente de las familias Strepromycetaceae y Micromonosporaceae han
ido en aumento en cantidades cada vez mayores, considerdndose
por ello como virtuales productores prolificos de importantes
metabolitos secundarios (Kelecom, 2002; Jensen et al., 2005;
Fiedler et al., 2005). Por otro lado, el incremento vertiginoso
de patégenos drogo-resistentes que pone en riesgo el futuro
de las terapias antimicrobianas, ha motivado la basqueda de
nuevas cepas a partir de nuevas fuentes y el desarrollo de nuevas
estrategias combinatorias en la sintesis quimica y su aplicacién
antimicrobiana (Saadoun et al., 1999; Projan y Youngman,
2002; Sujatha et al., 2005). A la fecha, numerosos estudios sobre
actinomycetes marinos resaltan la importancia de estos microor-
ganismos en la obtencién de nuevos productos naturales, muchos
de los cuales tienen potencial aplicacién biomédica en la terapia
antimicrobiana (Magarvey et al., 2004; Augustine et al., 2005).
Debido a que los ecosistemas marinos difieren notablemente de
los terrestres, las capacidades metabdlicas y fisiolégicas de los
actinomycetes marinos son también diferentes, lo que ofrece
un enorme potencial de descubrimiento de nuevas drogas, las
cuales se espera que actden contra diversas bacterias, hongos y
levaduras. Si bien la sintesis quimica de drogas es una opcién
vélida, la basqueda de compuestos a partir de microorganismos
contintia siendo la principal fuente de nuevos antimicrobianos.
Algunos estudios reportan que las cepas de actinomycetes pueden
exhibir un amplio espectro de inhibicién tanto sobre bacterias
Gram negativas, Gram positivas y hongos; esto puede significar
que el agente activo no es muy especifico en cuanto a su diana
ya que actia igualmente sobre procariotas y eucariotas, o bien el
actinomycete pueda elaborar mas de un metabolito y que cada
uno de ellos tenga un sitio blanco especifico distinto (Leiva et al.,
2004). El objetivo del presente trabajo fue evaluar las caracteristi-
cas culturales de actinomycetes aislados de sedimento marino de
la costa central del Perti y determinar su actividad antibacteriana
y antifingica frente a patégenos de origen clinico. Complemen-
tariamente, se evalda la capacidad de producir diversas enzimas
extracelulares de interés biotecnoldgico.

Material y Métodos
Muestreo

Mediante campanas mensuales se tomaron un total de 24
muestras de sedimento marino de 34 y 100 m de profundidad,
las que fueron recolectadas mediante el método del dragado en
la Bahfa de Ancén (Lima) y Bahia de Independencia (Paracas
-Ica) (Tabla 1). Las muestras fueron colocadas en tubos estériles
y transportadas en cajas térmicas en refrigeracién (4 °C), las que
fueron procesadas posteriormente para el andlisis microbiolégico
en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia
del Instituto de Ciencias Biolégicas Antonio Raimondi de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Procesamiento de muestras y aislamiento de acti-
nomycetes marinos

Previo al aislamiento de los actinomycetes y con la finalidad
de eliminar la microbiota vegetativa que acompana la muestra,
éstas fueron procesadas por dos métodos: el método I (hiimedo),
que consiste en pesar 20 g de muestra y colocar en placas estériles
para someter a un tratamiento térmico en bafio marifa; el método
II (seco), un procedimiento similar al anterior pero colocando
las muestras en una estufa en calor seco. En ambos casos la tem-
peratura de tratamiento fue de 50 °C por 60 minutos (Pisano et
al., 1986; Takizawa et al., 1993). Después de estos tratamientos
se hicieron diluciones consecutivas al décimo en agua de mar
estéril hasta 10”°. De cada muestra diluida se sembré 0,1 mL en
placas de Agar Marino (AM) y Agar Caseina—Almidén (ACA)
preparados con agua de mar natural y con adicién de Cyclo-
heximide (10 pg/mL) como agente antifingico. Los cultivos
fueron incubados a 28 °C durante 15 a 20 dias (Kokare et al.,
2004). Se aislaron las colonias caracteristicas de actinomycetes y
se mantuvieron en ceparios de Agar Marino mds glicerina (20%
v/v) para estudios posteriores.

Caracterizacion de cultivos de actinomycetes

Las caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas, bioquimicas y
de cultivo de actinomycetes aislados se realizaron siguiendo la
metodologia y la gufa prictica para identificaciéon de Actinomy-
cetes segiin esquemas de Holt et al. (1994). Las caracteristicas
culturales de colonias de actinomycetes marinos en medio liquido

Tabla 1. Lugares de colecta de muestras de sedimento para el
aislamiento de Actinomycetes marinos (setiembre - diciembre
de 2005).

Profundidad de colecta (m)

Lugares de colecta 34 100

Bahia de Ancon:

Ubicacién geografica (11°765;77°20W) (11°81S;77°39W)

Fecha de colecta

(N° de muestras) 30 set. 2005 (6)

30 set. 2005 (6)

Bahia Independencia:

Ubicacion geografica  (14°265;,76°17W)  (14°34LS;76°18W)

25 oct. 2005 (2) 25 oct. 2005 (2)

Fecha de colecta

(N° de muestras) 05 nov. 2005 (2)

05 nov. 2005 (2)
22 dic. 2005 (2) 22 dic. 2005 (2)

N° total de muestras (12) (12)
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y s6lido fueron descritas segtin su crecimiento en el Caldo Marino
y Agar Marino respectivamente. Las observaciones microscépicas
se realizaron a partir de microcultivos luego de su crecimiento por
el método de “bloques de agar” y/o “laminilla en plano inclinado”
e incubados en cdmara himeda a 28 °C por 5—7 dias.

Actividad enzimatica de los actinomycetes marinos

La produccién de enzimas extracelulares (proteasas y car-
bohidrasas) de los actinomycetes se determind por pruebas
convencionales seguidos por Ledn et al. (2000) segin el método
de difusién radial en placas con Agar Marino mds el sustrato
especifico consistente de caseina (1%), gelatina (5%) y almidén
(2%). Asimismo, la produccién de lipasas como esterasas y leci-
tinasas se determinaron utilizando Tween 80 y yema de huevo
estéril como sustratos respectivos. En todos los casos se incubaron
a 20 °C hasta por 21 dias. La determinacidn cualitativa positiva
se determiné midiendo los halos de actividad en la zona de
crecimiento de los actinomycetes.

Determinacion de la actividad antibiotica
Cepas indicadoras

Las cepas patdgenas multi-drogo-resistentes de Pseudomonas
aeruginosa 'y Staphylococcus aureus, asi como de Candida albicans
fueron otorgadas por los laboratorios respectivos de Microbi-
ologfa y Micologfa del Instituto Especializado de Salud del Nino.
Los hongos miceliales fueron proporcionados por el Laboratorio
de Micologfa del Instituto de Medicina Tropical Daniel Alcides
Carrién, Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Actividad antibacteriana

Se realiz6 mediante el método de “doble capa” de Westerdahl
et al.,, (1991) modificado por Leén y Garcia-Tello (1998). Los
actinomycetes fueron sembrados como macrocolonias en Agar
Marino pH 7,6 e incubadas a 28 °C por 5—7 dias. Para las
pruebas de antagonismo las cepas testigo de P aeruginosa y S.
aureus fueron previamente reactivadas en Caldo Tripticasa Soya
y luego ajustadas a 10° UFC/mL. Las pruebas de antagonismo
se realizaron mediante la inoculacién de cepas testigo en medio
semis6lido a modo de “segunda capa” sobre los cultivos de los ac-
tinomycetes marinos. Las placas en prueba fueron incubadas a 37
°C por 24 a 48 h, realizdndose luego las lecturas correspondientes
mediante la medida del radio de los halos de inhibicién.

Actividad antifungica

La determinacién de la actividad de los actinomycetes marinos
frente a hongos levaduriformes se realizé6 de modo similar que
para las bacterias. Las cepas de Candida albicans se agregaron
sobre los actinomycetes a modo de segunda capa previamente
preparados en el medio semisdlido Extracto de Levadura-Pep-
tona-Glucosado (YPG), las que fueron incubadas a 35—37 °C
por 24—48 h. La actividad antiftingica se determiné midiendo
el radio de los halos de inhibicién. La actividad antifingica
de actinomycetes frente a hongos filamentosos patdgenos, se
determiné segtin procedimientos seguidos por Zaror y Espinel-
Ingroff (1989). Las cepas en prueba incluyeron a Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus y Trichophyton mentagrophytes.

Extraccion del compuesto activo y prueba de su
actividad inhibitoria

Los compuestos antibacterianos de una cepa seleccionada de
actinomycete marino (cepa M10-77) fueron recobrados medi-

ante extraccién con Etil Acetato segtin procedimientos descritos
por Zheng et al. (2004). El cultivo del actinomycete se realizd
en el Caldo Marino y mantenido en constante agitacién a 150
rpm a 20 °C durante 15 difas. El caldo se filtré y se traté con
Etil Acetato (v/v) y agitado vigorosamente por una hora. La fase
orgdnica conteniendo el compuesto activo fue separada de la fase
acuosa y luego evaporada hasta sequedad. El residuo obtenido
fue usado para determinar la actividad antibacteriana frente a S.
aureus cepa 457.

Resultados y discusion

Enriquecimiento y aislamiento de actinomycetes
marinos

De las muestras de sedimento procesadas por el método I
(calor himedo) y sembradas en Agar Caseina-Almidén, se lle-
garon a recuperar colonias de actinomycetes en el 50% del total
de placas sembradas; en tanto, las que fueron sembradas en Agar
Marino tuvieron mejor rendimiento llegando a alcanzar el 75%
de placas con crecimiento caracteristico de actinomycetales. Por
otro lado, a partir de las muestras tratadas por el método II (calor
seco) y sembradas en Agar Caseina-Almidén solo en el 12% de
ellas hubo crecimiento favorable a actinomycetes, mientras que
en el Agar Marino alcanzaron hasta el 25% de crecimiento. Sin
duda, el pretratamiento de la muestra en calor fue eficaz para
restringir el crecimiento de la flora acompanante, ya que en la
mayoria de los cultivos se obtuvo colonias puras de actinomycetes.
Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Pisano et al.
(1986), quienes ademds del calor aplicaron tratamientos con fenol
y posterior cultivo en agar quitina. En nuestro estudio, como
resultado de ambos métodos se llegaron a aislar un total de 62
cepas de actinomycetes marinos cuyas caracteristicas culturales se
indican en laTabla 2. El protocolo de aislamiento que resulté més
factible para obtener mayor nimero de cepas de actinomycetes
marinos fue aquel en el que se realizé el tratamiento térmico
himedo y el cultivo en Agar Marino (75% de rendimiento). Este
resultado difiere de otros trabajos, puesto que el Agar Marino muy
atil generalmente en el aislamiento de heterétrofos marinos no
es utilizado necesariamente para el aislamiento de actinomycetes,
pero si el Agar Caseina-Almidén, Agar Czapeck y otros medios
enriquecidos, los cuales segtin otros autores (Pisano et al., 1986;
Takizawa et al., 1993) tuvieron un 6ptimo rendimiento para
la recuperacién de actinomycetes marinos. En nuestro caso, el
Agar Caseina-Almiddn y el Agar Czapeck fueron ocasionalmente
utilizados y tuvieron un rendimiento discreto.

Caracteristicas culturales de los actinomycetes

Las caracteristicas de cultivo tanto en medio sélido como
liquido de los 62 aislados de actinomycetes se muestran en la
Tabla 2. En Agar Marino los actinomycetes iniciaron su cre-
cimiento generalmente a partir de 5—7 dias de incubacién
hasta los 21 dfas. Formaron colonias de tamafio variable (desde
pequefias menores a | mm hasta colonias de 12 mm de didmetro).
La mayoria (65%) formaron inicialmente colonias ligeramente
himedas y algo brillosas, pero con el transcurrir del tiempo se
volvieron opacas y secas adquiriendo una apariencia yesosa y
pulverulenta. Todo esto hacia referencia a los estados de conver-
sién por los que pasan las hifas aéreas hasta llegar a la formacién
de esporas (conidias).

Se pudo observar que existe una variedad de formas de co-
lonia de actinomycetes marinos, siendo las mds frecuentes las
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Tabla 2. Caracteristicas culturales de actinomycetes aislados de sedimentos marinos.

Caracteristicas de colonia

Cepas Medio liquido (Caldo Marino) Medio sélido (Agar Merino)

M11-105 Blancas, crecen a lo largo del tubo y en superficie. Blanqa, circular, 10 mm de didmetro, bordes irregulares, y

sin pigmento.

M11-106 Blanca-yesosa en superficie y fondo del tubo con pequefios | Circular, 20 mm de didmetro, de bordes regulares, sin pre-
conglomerados miceliales en el caldo. sencia de pigmento.

M11-110 Blancas, circulares, crecen en superficie del caldo, aparente | Blanco-rojiza, yesosa, 8 mm de didmetro, borde irregular,
color rojizo en la base de la colonia. pulverulenta, pigmento rojizo bajo la colonia.

M11-115 Blanca-yesosa en toda la superficie del medio de cultivo, | Blanco-yesosa, 20 mm de diametro, borde irregular, expansiva,
sedimento blanquecino. centro pulverulenta.

M11-118 Blancas, pulverulentas en toda la superficie del cultivo, color- | Blanca, circular, 8 mm de didmetro, borde irregular, marrén
acién rojo-marrén en el fondo. claro, convexa, costrosa, centro pulverulenta.

Mi11-120 | Blanca-yesosas, micelio aéreo pronunciado, algunas adheridas Blanca, circular, borde irregular lobulado, centro crema.
al tubo, sedimento escaso.

M11-121 Ausencia de colonias en superficie pero abundantes en el | Circular, 6 mm de didmetro, borde irregular, marrén oscuro,
fondo. Colonias blanquecinas. costrosa, con perimetro membranoso marrén claro.
Abundantes colonias pequefias en superficie, sedimento mic- | Blanca-grisdcea, yesosa, circular, 5 mm de didmetro, poco

M11-123 . . .
elial de color blanquecino. elevada, borde entero amarillento, aspecto membranoso.
Blanca-amarillentas en superficie, micelio corto sedimentado | Superficie algodonosa, 10 mm de didmetro, ligeramente el-

M11-125 - . - : ;
en el fondo del cultivo. evada, borde regular, pigmento anaranjado bajo la colonia.
Blanca-yesosa en toda la superficie, escaso micelio sedimen- | Circular, 5 mm de didmetro, de borde irregular, superficie

M11-131 I . . .
tado, viraje a naranja del cultivo. corrugada, ligeramente elevada.

M11-133 Blanca en toda la superficie, ausencia micelial en el caldo, | Colonias irregulares, superficie pulverulenta, aplanadas, hifas
presencia de micelio sedimentado. aéreas de color beige, pigmento rojo bajo la colonia.

Blanca en toda la superficie, escasez micelial en el cultivo pero | Colonia yesosa, 9 mm de didmetro, superficie pulverulenta,

EM-2005 . . . ”
abundante en sedimentado. borde irregular, sin elevacion.

M10-85 Blanca y compacta en superficie, algunas en el fondo, escaso | Colonia blanca yesosa, circular, 10 mm de didmetro, borde
micelio profundo y sedimentado. irregular, pulverulenta, ligeramente elevada, sin pigmento.
Blanquecina con exudado en toda la superficie, pulverulenta, | Blanca-yesosa, 8 mm de didmetro, bordes irregulares, centro

M12-141 o . .
abundante micelio profundo. plomizo, con bordes blanco cremoso, ligeramente elevada.

M10-77 Plomiza y algo himeda en superficie, poca presencia de sedi- | Plomizas, circulares, 13 mm de didmetro, pulverulenta, plana,
mento y cultivo transparente. pigmento marrén oscuro bajo la colonia.

AC16 Blanca-rojiza en superficie, sedimento amarillento y medio de | Blanca-yesosa, 8 mm de didmetro, de borde irregular, ligera-
cultivo transparente. mente rojiza, plana, sin pigmento.

1-34A Blanca con exudado en superficie, micelio sedimentado. B}anqa—yesosa, c1rcula1_‘, 9mm de dlametrq, pulverulgnta, con-

céntrica, corrugada, pigmento marrén bajo la colonia.

Plomiza en superficie, con 2-3 puntos blancos sobre ella, | Plomiza, circular, 9 mm de didmetro, prolongaciones tenues

1-34B b ! .
abundante micelio sedimentado. a los alrededores de la colonia.

1-234 Plomiza con puntos blancos en superficie, micelio profundo | Plomiza, circular, 10 mm de didmetro, superficie rugosa, borde
y medio de cultivo transparente. blanquecino, sin pigmento.

1-334A Blanca-yesosa en superficie, micelio profundo largo, sedimento Colonia circular, 5 mm de didmetro.
miceliar escaso.

Grande, blanco-rojizo-yesoso, presencia de micelio sedimen- | Blanca-yesosa, 3 mm de didmetro, borde irregular con prolon-

1-334B - - - i
tado y medio de cultivo transparente. gaciones dactiliformes, puntos blancos en el borde.

Plomiza con puntos blancos en superficie, micelio profundo | Plomiza, 13 mm de didmetro, borde irregular, superficie ru-

1-434A R . °
y abundante micelio sedimentado. gosa, bordes blancos, ligeramente elevada.

Plomiza-yesosa, algo himeda y brillosa, puntos blancos en | Plomiza, circular, 15 mm de didmetro, aterciopelada, pulveru-
1-434B .. ot - !
superficie, micelio sedimentado. lenta, borde blanco, ligeramente elevada.
1-534 Muy delgada que cubre toda la superficie, agrietada, crema- | Blanca-yesosa, circular, 10 mm de didmetro, elevada, pulveru-
rojizo, micelio corto sedimentado. lenta, pigmento marrén bajo la colonia.

I-100A Delgada, blanca-yesosa, agrietada, abundante micelio pro- | Plomiza opaca, 15 mm de didmetro, bordes irregulares, cor-
fundo y en sedimento. rugada, ligeramente elevada.

1-100B Blanca-plomiza en superficie, abundante micelio profundo, | Plomiza, 6 mm de didmetro, borde irregular, superficie pul-
conglomerado de micelios en sedimento. verulenta, concéntrica, pigmento naranja bajo la colonia.

1-300A Plomiza, grande, seca, con puntos blancos en superficie, con | Plomiza, 8 mm de didmetro, poco elevada, pulverulenta,
micelio profundo y sedimentado. pigmento anaranjado bajo la colonia.

1-300B Ploma, seca, con algunas zonas blancas, micelio profundo, | Plomiza claro, borde irregular, borde ancho blanquecino, sin
escaso micelio sedimentado. micelio aéreo, sin pigmento.

Color plomo, ciertas zonas hiimedas y puntos blanquecinos, | Plomiza, 8 mm de didmetro, circular, borde irregular, pulveru-

1-300C Lo .
micelio profundo y sedimentado. lenta, puntos blancos en los bordes.

1-400A Plomiza, seca, puntos blancos en superficie, conglomerado | Plomiza, circular, 1 mm de didmetro, seca, borde entero de
de hifas en el cultivo. color blanco, sin pigmento.

1-400B Plomiza, puntos blancos en superficie y a los bordes del tubo, | Plomiza opaca, 1,5 mm de didmetro, borde irregular blanco
conglomerado de micelios en sedimento. yesoso, sin pigmento bajo la colonia.

ya o \
{contmnua—)
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Tabla 2. Continuacion.

Pequenias, blancas, planas, con bordes lisos, poco micelio

Plomiza, 4 mm de didmetro, borde poco irregular, puntos

1-400C profundo pero abundante en sedimento. blancos sobre la colonia, sin pigmento bajo la colonia.
Grande, plomiza, con puntos blancos, pequefias hifas en cul- | Plomiza, circular, 13 mm de didmetro, corrugada, se observa
I1-334A . L X S
tivo, micelio profundo pero escaso en el sedimento un borde adicional muy delgado de color blanco.
Grande, plomiza, opaca, pulverulenta, con puntos blancos, | Plomiza oscura, circular, 8§ mm de didmetro, borde regular, y
11-334B S . .
micelio profundo y poco en el sedimento. borde adicional de color blanco.
11-334C Grisacea, pulverulenta en superficie y puntos blancos. Plomiza, 10 mm de d1amet.ro, pulverulenta, corrugada, puntos
blancos y bordes blanco, ligeramente elevada.
11-534 Blanco-amarillento-yesoszfl, escaso micelio profundo y algunos Bla.nca—yes'osa, circulgr, 2 mm de didmetro, elevada, pigmento
conglomerados en el cultivo y sedimento. guinda bajo la colonia.
11-300A | Dlanca-yesosa, llana, pocos conglomerados de micelio en el Plomiza, circular, 5 mm de diametro, concéntrico.
cultivo, presencia de micelio sedimentado.
11-300B Crema-yesosa, agrietada,' poco mi.celio profundo, y algunos Crema-yeso§a, circulal:, 5 mm de didmetro, borde irregular
conglomerados en el cultivo y sedimento. con proyecciones concéntricas.
1-400A Blanca-yesosa, poco micelio profundo, pequefios conglomera- | Blanca-yesosa, circular, 7 mm de diametro, bordes dactili-
dos en el cultivo y abundante en sedimentos. formes.
11-400B Blanca-yesosa, poco abrupta, micelio profundo corto, con- | Blanco claro, yesosa, 6 mm de didmetro, pigmento crema bajo
glomerado de micelios sedimentados. la colonia, bordes irregulares, llana.
Crema-marron, yesosa, micelio profundo uniforme, sin con- | Beige, yesosa, 7 mm de didmetro, pulverulenta, ligeramente
II1-234A S : . . - . .
glomerados y abundante micelio sedimentado. elevada, borde irregular, pigmento rojizo bajo la colonia.
IM1-234B Unicaen superficie, poco abrupta, blanco-yesosa, pocomicelio | Blanca-yesosa, circular, 5 mm de didmetro, borde irregular,
profundo y sedimentado. elevada, pigmento marrén claro bajo la colonia.
[1-234C Blanca, yesosa, abrupta, pigmento marrén en la base, micelio | Blanca-yesosa, circular, 3 mm de didmetro, borde pogo irregu-
profundo, conglomerado en sedimento. lar, elevada, pigmento marrén verde bajo la colénia.
[1-234D Abrupta, blanco-café, micelio profundo uniforme, poco micelio | Blanca-yesosa, 7 mm de didmetro, corrugada, ligeramente
libre y conglomerados en sedimento. elevada, pigmento amarillento.
I-234E Blanco-marroén, yesosa, abrupta, agrietada, larga prolongacién | Beige-yesosa, bordes irregulares, ligeramente elevada, presen-
micelial en la base, micelio sedimentado. cia de pigmento de color rojo.
I1-434A Blanca, yesosa, poco a}:)ruptq, sip micglio profundo, pero con- Blanca-yesosa,. borde irregular, pulverulenta, poco elevada,
glomerados en el cultivo, micelio sedimentado. presencia de pigmento color marrén.
[1-434B Blanca, seca, delgada, plana, micelio profundo, conglomerados | Plomiza, circular, 1 mm de diametro, aspecto pulverulento,
en el cultivo y en el sedimento. de borde regular, sin presencia de pigmento.
[1-434C Blanca, yesosa, sin micelio profundo, escasos conglomerados | Colonia circular de 1 mm de didmetro, de borde regular, de
y micelio sedimentado color plomo oscuro, concéntrica y elevada em el centro.
1-434D Blanca, yesosa, agrietada, abrupta, escaso plicelio profundo, | Circular, 4 mm de diametro, borde irregular con prolonga-
algunos conglomerados y sedimento marrén. ciones dactiliformes.
II-434E Blfmc_a, yesosa, poco abrupta, sin micelio profundo pero con C}'ema-opaca, bordel irregular,' pulverulenta, poco elevada,
micelio sedimentado de color verde claro. pigmento marrén bajo la colonia.
[11-434F Blanca, yesosa, poco abrupta, agrietada, poco micelio pro- | Blanca-yesosa, irregular, pul\{erulgnta, crateriforme, bordes
fundo, micelio sedimentado. dactiliformes, pigmento marrén bajo la colonia.
III-200A Blanca, yesosa, pigmentacién verdosa en la parte inferior de | Blanca-yesosa, 10 mm de didmetro, borde irregular, pulveru-
la colonia, micelio sedimentado. lenta, pigmento marrén bajo la colonia.
[I-200B Blanca, yesosa, agrietada, micelio profundo corto, micelios | Blanca-yesosa, 12 mm de didmetro, pulverulenta, bordes
conglomerados y sedimentados. dactiliformes, pigmento marrén bajo la colonia.
II-200c | Blanca, yesosa, poco abrupta, agrietada, poco micelio pro- | Blanca-yesosa, circular, 11 mm de diametro, elevad, puntos
fundo, micelio sedimentado marrén verdoso oscuro. blanquecinos en todo el borde de la colonia.
Blanca, yesosa, agrietada, micelio profundo, micelio sedimen- | Crema-yesosa, 1 mm de didmetro, bordes irregulares, con
II1-200D ) ; s
tado de color marrén verdoso claro. prolongaciones dactiliformes.
I11-200EB Blanca, yesosa poco abrupta, no se observa micelio profundo, Colonias pequefas, blanca-rosaceas borde entero.
cultivo cristalino y micelio sedimentado
[1I-200F Crema, yesosa, corto micelio profundo, medio de cultivo | Blanca-yesosa, circular, 4 mm de didmetro, borde regular,
cristalino, presencia de micelio sedimentado. poco elevada.
II-200G | Blanca, yesosa, sinmicelio profundo, pigmento marrén debajo | Blanco-crema, yesosa, borde irregular con prolongaciones,
de la colonia, micelio sedimentado. poco elevada, presencia de pigmento de color plomo.
III-300A Bl.ancell, yesosa, agx.'ietada,. poco micelio profundo, cultivo Blanc:al opaca, yesosa, bm“de irregular, poco elevada, pigmento
cristalino y presencia de micelio sedimentado. marrén rojizo oscuro bajo la colonia.
II1-300B Blfmc_a, yesosa, poco abrupta, con poco micelio profundo, sin B!anca opaca, yesosa, borfle irregular, pulverulenta, plana,
micelio libre pero con sedimentado. pigmento color marrén rojizo.
II-400A | Blanca, cremosa, yesosa 'y superficial, con micelio profundo, | Blanca, borde irregular, corrugada, ligeramente elevada,
cultivo cristalino, micelio sedimentado. presencia de pigmento color marrén rojizo.
II1-400B Blanca, cremosa, yesosa, superficial, sin micelio profundo, | Crema-rojizo, circular, 8 mm de didmetro, borde irregular,

escasos conglomerados, micelio marrén sedimentado.

poco elevada.
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colonias circulares con borde liso y las colonias de bordes muy
irregulares (festoneados, dactiliformes y dentados). En muchos
casos fue posible observar colonias con superficie crateriforme
y corrugada con anillos concéntricos de pigmentacidn variable
(Figura 1). Asimismo, el color de las colonias variaron desde
blancas sin pigmentacién en superficie (37,1%) a grisdceas
(29,03%), tal como se puede observar en la Figura 2; presentdn-
dose ademds pigmentaciones intermedias como blanco-rosiceas
(16,12%), cremas (12,9%) y blanco-amarillentas (4,83%). Los
actinomycetes en la base de sus respectivas colonias presentaron
pigmentacién que variaron desde marrén oscuro, rojizo hasta
amarillo pdlido. Fue muy frecuente observar colonias grisiceas
con puntos blancos en el centro y muchas veces con exudados.
La capacidad de formar anillos concéntricos en el medio parece
ser una respuesta quimiotrdfica inducida por el gradiente de
nutrientes en el medio y la temperatura de incubacién, ya que
en nuestro caso fue posible observar este comportamiento sobre
todo en las colonias mantenidas en refrigeracién. Muchas de
estas caracteristicas fueron también observadas por Magarvey
et al. (2004) para actinobacterias miembros de la familia Mi-
cromonosporaceae. Observaciones microscépicas mostraron
células filamentosas y finamente ramificadas, todas ellas Gram
positivas. En medio liquido sin agitacién se pudo observar que
la gran mayorfa de los actinomycetes iniciaron su desarrollo
formando una gran pelicula en superficie hasta formar colonias
muy bien definidas (Figura 3A), en cambio otros se adhirieron
fuertemente a las paredes del tubo, pero con el transcurrir del
tiempo se observé la formacion de micelios en la superficie de esta
pelicula, indicando que la colonia estd en la fase de maduracién
de esporas por lo que adquiere una apariencia pulverulenta y
yesosa. En los cultivos con agitacidn, los actinomycetes crecieron
de manera peculiar (Figura 3B); pues algunos inicialmente for-
maron pequefios conglomerados de micelio en la parte inferior
del medio para luego aparecer colonias secas en la superficie;
por el contrario, otras cepas iniciaron su crecimiento en la parte
superior a veces adheridas a las paredes del tubo y a manera de
colonias pequenas y brillosas que viene a ser la fase de crecimiento
y formacién de tirabuzén. Tardfamente formaron precipitados de
colonias algodonosas. Estas caracteristicas fueron también obser-
vadas por Maldonado et al. (2005) en la descripcién de nuevos
Actinomycetes de sedimentos marinos con especies dominantes
del género Micromonospora, Rhodococcus y Streptomyces.

Por otro lado, el olor a “tierra himeda” (geosmina) caracter-
istica de muchos actinomycetes de origen terrestre, se percibe
de manera indistinta en los actimomycetes marinos ya sea en el
medio liquido o s6lido. Al respecto, Zaitlin et al. (2003) considera
que la produccién de geosmina es particularmente variable sobre
todo en actinomycetes de origen continental.

Asimismo, los microcultivos de actinomycetes realizados por
el método de “bloques de agar” resultaron ser mds ttiles que el
método de “laminilla en plano inclinado”, ya que se pudo ob-
servar mejor microscopicamente las estructuras vegetativas y de
fructificacién de los actinomycetes marinos en estudio (Fig. 5).

Produccion de Enzimas Extracelulares por actino-
mycetes marinos

La totalidad de cepas de actinomycetes marinos producen
algtin tipo de enzima extracelular (Tabla 3). Se ha determinado
cualitativamente la produccién de enzimas hidroliticas en la
mayoria de los aislados, siendo 96% productores de esterasas,

Tabla 3. Actividad multienzimatica de actinomycetes aislados de
sedimento marino de las bahias de Ancoén e Independencia.

g & © ns 3
I < 17s] (=] <
Actinomycete i & = § g £
= < L =
(n=62) 8 5 g =g E
M11-105 + - + + 4+
M11-106 ++ +++ + ++ ++
M11-110 ++ +++ ++ ++ +++
M11-115 ++ +++ + + NC
M11-118 ++ - +++ + ++
M11-120 +++ +++ ++ ++ +++
M11-121 NC NC + + ++
M11-123 + + + ++ ++
M11-125 ++ +++ ++ +++ +++
M11-131 ++ ++ + NC +
M11-133 +++ +++ +++ +++ +++
EM-2005 ++ ++ + +++ +++
M10-85 ++ ++ NC +++ ++
M12-141 ++ ++ ++ +++ ++
M10-77 + - +++ ++ +
ACl6 + - NC ++ ++
[-34A ++ - + T+ NC
1-34B + - + ++ ++
1-234 + - +++ +++ ++
1-334A + ++ ++ +++ +++
1-334B ++ +++ +++ +++ +++
[-434A + - ++ +++ ++
1-434B + - + ++ ++
1-534 +++ +++ +++ +++ +++
I-100A ++ ++ + +++ NC
1-100B + + + + -
1-300A + - + ++ ++
1-300B + - + ++ ++
1-300C + - + ++ ++
1-400A + - + ++ ++
1-400B + - ++ ++ ++
1-400C + - + + ++
1I-334A NC ++ ++ - +
11-334B + + + ++ ++
11-334C + + + ++ ++
11-534 ++ +++ +++ +++ +++
1I-300A ++ ++ ++ +++ +++
1I-300B ++ +++ +++ +++ +++
1I-400A ++ +++ + +++ ++
11-400B NC +++ - + -
1I1-234A ++ ++ ++ +++ ++
111-234B ++ ++ ++ +++ ++
111-234C ++ + ++ +++ ++
111-234D ++ ++ ++ +++ +++
I1-234E ++ ++ +++ +++ +++
111-434A ++ ++ ++ +++ ++
111-434B + + + ++ ++
111-434C ++ ++ ++ +++ +
111-434D ++ ++ +++ +++ ++
111-434E ++ ++ ++ +++ +
111-434F +++ +++ NC +++ NC
111-200A ++ +++ +++ +++ -
1I1-200B +++ +++ +++ +++ NC
1I1-200C ++ +++ +++ +++ +++
111-200D ++ +++ +++ +++ +++
III-200E +++ +++ +++ +++ +++
1I1-200F +++ +++ +++ +++ +++
1I1-200G ++ +++ +++ +++ +++
1II-300A ++ ++ ++ +++ ++
111-300B +++ ++ ++ +++ ++
111-400A ++ +++ ++ +++ +++
111-400B +++ ++ ++ +++ +++

Halos de actividad enzimatica (radio): (—) sin actividad; (NC) no
crecimiento; (+) < 8 mm; (++) 8—16 mm; (+++) >16 mm
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Figura 1. Diversidad morfologica de colonias de actinomycetes de origen marino aislados de sedimentos de la costa central
del Peru (Bahias de Ancén e Independencia).

-
S -

i

Figura 2. Plgmentac:|ones de colonia de Actlnomycetes (100 m de profundidad, Bahla de Independencia) con actmdad anti-
microbiana. Colonias rosaceas (M12-141), blancas (M11-120) y grisaceas (M10-77)
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Flgura 3. Comportamlento cuIturaI de actlnomycetes marinos. (A) pelicula gruesa en superficie y produccion de pigmento marrén
difusible; B: pelicula gruesa en superficie (izquierdo), precipitado denso (centro) y microcolonias en suspension (derecho).

Figura 4. Produccion de Enzimas Extracelulares por Actinomycetes aislados de sedimento marino: cepas amiloliticas (A),
lipoliticas (B) y proteoliticas (C).
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Figura 5. Observacion microscépica de Actinomycetes marinos, A: cepa M10-77 identificada como Streptomyces; B: cepa
M11-120, miembro del grupo Thermoactinomycetes.

40 36,75

35
30

Radio de antibiosis (mm)
N
o

NESEOTOSROR S Y o o SR X
KNI T SRR NN
Actinomycetes

Figura 6. Actividad antimicrobiana de una coleccién de 23 Actinomycetes marinos frente a una cepa multidrogorresistente de
Staphylococcus aureus cepa 457.
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Figura 7. Actividad antimicrobiana de una coleccion de 16 Actinomycetes marinos frente a una cepa multidrogorresistente de
Pseudomonas aeruginosa cepa 657.
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Tabla 4. Actividad inhibitoria de 62 cepas de actinomycetes
aislados de sedimento marino frente a bacterias multi-drogo-
resistentes y levaduras patégenas de origen clinico.

cus aureus 457
Pseudomonas
aeruginosa 657
Candida
albicans 1511
Candida
albicans
1511 MIC

Actinomycetes
Staphylococ-

M11-105
M11-106
M11-110
M11-115 -
M11-118 -
M11-120 +
Mi11-121 ++
M11-123 -
M11-125 -
M11-131 -
M11-133 -
EM-2005 -
M10-85 ++
M12-141 +
M10-77 ++++
AC16 +
1-34A +
1-34B +
1-234 +
1-334A -
1-334B -
1-434A ++
1-434B ++
1-534 -
I-100A +
1-100B -
1-300A ++
1-300B
1-300C
1-400A
1-400B
1-400C
I1-334A
11-334B
11-334C
11-534 -
I1-300A -
11-300B -
11-400A -
11-400B -
I11-234A -
I11-234B -
I11-234C +
111-234D +
I11-234E +
111-434° -
111-434B +
111-434C

111-434D -
I11-434E - - - -
I11-434F - - - -
I11-200A - - - -
I11-200B - + - -
I11-200C -
I11-200D + - - -
I11-200E - - - -
I11-200F
I11-200G - -
I11-3007 ++ + - -
I11-300B + +

111-4007 + - - -
111-400B - - - -

+
o+
+
1

1

+
'
'

+
+
+
'

+
+
+

+ + + + +
+
++
[ S|

+ o+ o+ o+
! + 4+ [ +
! + 4+ + +

+ + + +
+ o+ + + + o+
+ o+ o+ + o+
+ o+ o+ o+ o+

+ 4+
+ 4+

+ 4+ 4+
+ 4+ 4+

+ o+ F o+ 4
1 1
1 1

+
'
'

L4+
o+
1 1

+
1
1

Halos de inhibicion (mm de radio): 0 <->, 1-10<+>, 11-20 <++>, 21-
30<+++>, 30 a mas <++++>

95% de gelatinasas, 92% de amilasas, 88% de lecitinasas y 74%
de caseinasas. Los actinomycetes marinos que mostraron mayor
actividad enzimdtica fueron los productores de caseinasa. Igual-
mente los actinomycetes productores de lipasas (Tween esterasas y
lecitinasas) fueron muy significativas, tal como se puede observar
en la Figura 4. Se resalta a las cepas M11-133, 1-534, I1I-200E y
ITI-200F como las mds significativas en la produccién de las 5 enz-
imas extracelulares determinadas en este estudio (Tabla 3). Con
el advenimiento de la biotecnologifa la demanda y la bisqueda de
enzimas microbianas con nuevas propiedades ha incrementado
enormemente su interés por el estudio de actinomycetes marinos.
Actualmente, han sido reconocidos muchos microorganismos
marinos como potenciales fuentes de nuevas enzimas de uso
industrial como fosfatasas, arilsulfatasas, quitinasas, L-aspara-
ginasas, L-glutaminasas, amilasas, proteasas, lipasas, celulasas,
ureasas y lactamasas. En la produccién de estas y otras enzimas
estdn involucradas bacterias marinas como Vibrio, Pseudomonas
y miembros de Actinomycetes como Streproverticillium (Chan-
drasekaran, 1997). Si se toma en cuenta que actualmente tienen
importancia industrial prioritariamente los microorganismos
ambientales terméfilos y psicréfilos, los actinomycetes marinos
por su hdbitat son considerados psicréfilos moderados; por ello,
los actinomycetes aislados en este trabajo adquieren relevancia
biotecnoldgica debido a la capacidad de producir diversas enzimas
extracelulares bajo condiciones de laboratorio.

Actividad antibacteriana

Del total de 62 actinomycetes marinos evaluados, 31 cepas
(50%) mostraron actividad antibacteriana frente al patégeno mul-
tirresistente Staphylococcus aureus; 36 (59%) frente a Pseudomonas
aeruginosa’y 23 (37%) a ambos patégenos (Tabla 4). Las cepas de
actinomycetes marinos signadas como M10-77 e I-400A identi-
ficadas respectivamente como Streptomyces y Thermoactinomyces
(Tabla 5) fueron las que exhibieron mayor actividad inhibitoria
frente a S. aureus 457 (Figura 6) y P aeruginosa 657 (Figura 7)
respectivamente. Se destaca la efectividad de los actinomycetes
aislados demostrada por las pruebas de antagonismo in vitro
frente a S. aureus cepa 457 un patdgeno aislado de aspirado de
catéter y declarado multidrogorresistente en el drea de patologia
del Instituto Especializado del Nifio con resistencia a 8 drogas
de un total de 10 de uso convencional en el tratamiento de
Gram positivas (Tabla 7). Estos resultados son prometedores si
se considera que la aparicién de cepas Staphylococcus aureus meti-
cilino-resistentes (MRSA) son cada vez mds frecuentes en todo
el mundo. En el Pert, la presencia de MRSA est4 registrada en
varios reportes, entre ellas los trabajos de Mendoza et al. (2003).
En otras latitudes, Sujatha et al. (2005), describen el aislamiento
y la caracterizacién de Streptomyces psammoticus cepa BT-480
productora de un antibiético poliketide SBR-22 efectiva contra
S. aureus meticilino-resistentes. Asimismo, Magarvey et al. (2004)
describen a 17 cepas de actinomycetes aislados de sedimento
marino con diversas actividades bioldgicas, entre ellas inhibitorias
de S. aureus meticilino-resistentes, Enterococcus vancomicina-re-
sistentes, Cryptococcus neoformansy Candida albicans. En el caso
de Pseudomonas aeruginosa, la multirresistencia antibidtica es
ampliamente conocida, sobre todo si el patégeno tiene un origen
intrahospitalario. Si bien, los actinomycetes marinos aislados en
este trabajo son cuantitativamente mayor que las que actuaron
frente a S. aureus, cualitativamente mostraron actividad discreta
sobre P aeruginosa; sin embargo, se debe considerar que son muy
pocas las bacterias ambientales que muestran actividad antagénica
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Tabla 5. Identificacion supragenérica de cepas seleccionadas de actinomycetes marinos y su actividad antimicrobiana frente
a patdgenos de origen clinico.

Cepa testigo
Admom(ync Ztif}) marinos Identificacién supragenérica Staphylococcus aureus 457 Pseudomonas aeruginosa 657
Grupo 28 *

MI1-120 Thermoactinomycetes 9,50() 0.25
Grupo 25

M10-85 Streptomycetes 10,50 1,00

M12 141 Grupo 26 Maduromycetes 0,25 1,70
Grupo 25

M10-77 Streptomycetes 36,75 1,50
Grupo 25

1-34B Streptomycetes 4,00 L75

1-434A NI 12,75 2,00

1-434B NI 11,25 3,00
Grupo 22

I-300A Nocardiformes 10,50 0,25

1-300B NI 4,50 1,50

1-300C NI 2,25 3,00
Grupo 28

1-400A Thermoactinomycetes 1,50 5,00
Grupo 25

1-400B Streptomycetes 1,50 2,00
Grupo 25

11-334B Streptomycetes 4,50 2,50

(*) La actividdd&ntimicrobiana se expresa com®él radio del halo de inhibicién (mm) di#&dedor de la colonia. NI = no ideriifiéado.

Tabla 6. Actividad antifungica de 17 cepas seleccionadas de  Tabla 7. Origen y localizacion de las cepas testigo drogo-mul-
actinomycetes marinos frente a hongos miceliales y levaduras tirresistentes de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus

de origen clinico. aureus, en el Instituto Especializado del Nifio, Lima - Peru.
Cepa indicadora Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
=~ n )
£ s, z2 & g .. . — B
L8 8 32 s ) =2 Y Localizacién: Cardiologia Localizacién: Medicina
B8 £ %y §% ¥g 32
= S8 . .
= § S0 é‘_é % g" f§ = f§ % Cédigo de la muestra: 657 Codigo de la muestra: 457
[3] () = = =
< . < S s S
< - S S Tipo de muestra: Tipo de muestra:
Aspirado traqueal Aspirado de catéter
M11-120 0 0 0 14 (*) 0
Halo Halo
M11-125 0 0 0 2,5 0,5 e sas s reaye i
Antibiético (*) | inhib. | Antibiético *) inhib.
M10-85 0 0 0 7,5 0,5 (mm) (mm)
M12-141 0 0 0 13,5 0
M10-77 0 0 0 5 0,5 Carbenicilina R 6 Penicilina R 6
1-34B 0 0 0 1,5 0 Imipenem R 11 Oxacilina R 6
1-434° 0 0 0 4 0,5 Amicacina S 18 Gentamicina R 6
1-434B 0 0 0 5 3 Ciprofloxacina S 26 Eritromicina R 6
1-300° 0 0 0 5 1
1-300B 0 0 0 5 4 Ceftazidina R 6 Tetraciclina S 25
1-300C 0 0 0 4 0,5 Aztreonam 1 17 Cloramfenicol R 6
1-400° 0 0 0 5 1 Gentamicina R 6 Clindamicina R 6
1-400B 0 0 0 5 5 Meropenem R 6 Rifampicina S 31
11-334* 0 0 0 3,5 2 )
11-334B 0 0 0 5 25 Sulfamet+Trime R 6
11-334C 0 0 0 5 1,5 Ciprofloxacina R 6
111-434B 0 0 0 4 0

(*) R: resistente; S: sensible; I: intermedio

(*) La actividad antifungica se expresa como el diametro del halo de
inhibicién (mm) alrededor de la colonia.
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Figura 8. Actividad antifungica de 16 Actinomycetes aislados de sedimento marino frente a una cepa patégena de Candida

albicans cepa 1511.

a Gram negativos patdgenos como Pseudomonas aeruginosa, Esch-
erichia coli, Vibrio cholerae, Aeromonas hydrophila, entre otros. En
consecuencia, nuestros resultados difieren ampliamente de otros
trabajos, en especial de los reportados por Kokare et al (2004),
quienes de un total de 20 cepas bioactivas de actinomycetes,
marinos determinan que 16 de ellas presentan fuerte actividad
antagdnica frente a microorganismos Gram positivos y solamente
2 de ellas frente a Gram negativos.

Actividad antifungica

De las 62 cepas de actinomycetes marinos evaluados por su
actividad antifiingica, 17 actinomycetes (27,42%) mostraron
tener actividad frente a cultivos de Candida albicans cepa 1511
y 13 (20,97%) frente a Candida albicans cepa 151 1MIC (Tabla
6; Figura 8 y Figura 9), siendo las cepas M11-120 (Thermoacti-
nomycete) y M12-141 (Maduromycete) las de mayor actividad

6

(&)}

N

25

|

Radio de antibiosis (mm)
b
N

|

X N ® \ 'y \
\ﬂf/b b?’b‘ %QQ @Q (b,bb‘ n;bv
\ X N Y N
Actinomycetes

Figura 9. Actividad antifungica de 6 Actinomycetes marinos
frente al patégeno Candida albicans cepa 1511 MIC.

antagénica frente a la levadura patégena Candida albicans cepa
1511, pero no asi a la cepa 1511 MIC. Cabe resaltar que estos
resultados son prometedores si se considera que los antimicéticos
de uso clinico son escasos, las candidiasis y micosis causadas por
hongos dematidceos constituyen enfermedades emergentes y en
general tiene creciente importancia como agentes oportunistas en
pacientes inmunocomprometidos e incluso inmunocompetentes,
alo cual hay que agregar el incremento de la resistencia al escaso
namero de antifingicos existentes (Pujol et al., 2000). Por otro
lado, en el presente trabajo ningtin actinomycete marino presentd
actividad inhibitoria frente a otros hongos miceliales de origen
clinico tales como Aspergillus niger, Aspergillus fumigatusy Tricho-
phyton mentagrophytes (Tabla 6). Al respecto, existen muy pocos
datos sobre el rol antagénico de actinomycetes marinos frente
a hongos causantes de micosis en humanos, aunque Magarvey
et al. (2004) describen el aislamiento de 3 cepas marinas con
actividad antagénica a Candida albicans; y Kokare et al. (2004)
senalan que de un total de 80 actinomycetes marinos lograron
aislar 7 con gran actividad antifiingica. Igualmente, Kathiresan
etal. (2005), sefalan que de 160 actinomycetes marinos enfren-
tados contra 4 principales hongos fitopatégenos, el 51% fueron
eficaces contra Helminthosporium oryzae y Pyricularia oryzae, el
31% contra Rhizoctonia solani'y el 12,5% contra Colletotrichum
falcatum. Ante estos resultados, queda como tarea inmediata
determinar si los actinomycetes aislados en el presente trabajo
tienen algin efecto inhibitorio sobre hongos fitopatégenos de
nuestro medio.

Actividad inhibitoria de extractos de cultivos ob-
tenidos con etil acetato

El uso de solventes orgdnicos para la obtencién de principios
activos a partir de cultivos microbianos es de aplicacién frecuente
en biotecnologia. En este caso, a partir de un cultivo en agitacién
dela cepa elegida (M10-77) se ha logrado recoger extractos crudos
con etil acetato, los cuales mostraron tener limitada capacidad
inhibitoria contra el patdgeno S. aureus cepa 457. Si bien, el
resultado en este estudio es atin discreto, pues las medidas de
los halos de inhibicién generados por los extractos no superaron
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a 26 mm de radio, muy posiblemente una estandarizacién de
la metodologfa brindard buen rendimiento en la extraccién de
principios activos a partir de cultivos de actinomycetes marinos.
Trabajos similares al presente indican que es necesario probar
varios solventes orgdnicos y varias cepas indicadoras; asi, Leiva
et al. (2004) utilizando 5 solventes diferentes obtuvo mejores
resultados con etilmetilcetona que tuvo un rendimiento muy
activo contra Bacillus subtilis.

Futuros estudios de este tipo permitirdn conocer la biodi-
versidad, biogeografia, distribucién y el rol que cumplen los
actinomycetes en los ecosistemas marinos; asi como el potencial
uso de sus productos en diversos campos de la biotecnologia
microbiana.
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