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RESUMEN
Se caracterizan | . . 200 U «clae inhibitorias prociucidas por cepas marinas del género
Alteromonas spp. Prv zLas ~ it 771 L3 L. ~tos crudos de sobrenadantes de las cepas N22.Cy
N11.6 conconcentracion .. 't n. . '. ‘''_l t'eamonioy filtrados en columnas de Sephadex G-25
muestran la produccion ¢ - - arci¢ _inhibitoric. (Sl) de naturaleza proteinacea.
Otros ensayos de « racl. ._aciinreve .. rue dichas substancias tienen un amplio espectro de acti-

vidad antibidtica fren.e : ¢ 2as ¢ zoleccidn - atdgenas de peces, moluscos y crustaceos. Asimismo,
muestran a las Sl comct 1 «sensibles 2 ¢ “C zn 45 min y con capacidad de mantener estabilidad

inhibitoria dentro delrango 4 *pH. :: »* " has - nol 15 min. La actividad antibidtica de las substan-
cias frente a Vibrio anguillai m . ..o - 23 V' o guillarum ATCC 19264 y Aeromonas salmonicida
67,79 fueron comparativame...= aquivalc ©  a. = pm del antibidtico oxitetraciclina (OTC).
Palabras ciave:: bz ™ 5, 4ir + .vidau inhibiiuria, substancia extracelular, Alteromonas,
antibiosis.
ABSTRACT
Inhibitory subs < ~ce o b e s n2 helonging to the genus Alteromonas spp. are
partially characteri Vo Cf R VR - apernatans from strains N22.C and N11.6 with
concentration satuiinis . ¢.... .dur., 3 L .4 Tl 3s in columns Sephadex G-25 show the
production of inhibitorv su stanzez (3l) .© .teliaces nére, Other assays revealed that these
substances have a wic~:,- 1m 2 it iotic sctivity against collection strains pathogens of fish,
mollusks and crustacea, = Aler it v wi = T be thermosensitive at 90 °C for 45 min and stable
withinthe pHrangeof 3.0 .0 150, 51t ictic ~tivity of the substances against Vibrio anguillarum
NCMB 2133, V. anguill + +T™ 1 3¢ .. ' Aeromonas salmonicida 76,79 was comparatively
equivalent to 30 ppm of th . ntibictic - 2 *  ciclina (OTC).
Key words: marine tac i ., i .vihitory oF capces, o acellular substance, Alteromonas, antibiosis.
- a il de la quimica y las ciencias médi-
INTRODUCCI ., quimiea y e
5. ¢ 2] descubrimiento de la penicilina
Los microore: .« ,, p " €2, udios intensos principalmente de
bacterias han terid. un j, v+ < ¢ ¢ _asvh-ngosterrestres han revelado que
_ jo ~ _w . Osconstituyenunarica fuen-
1., . , . - o 101n i i
Microbiologia Ambicmal y bice . _ - ul- te ¢ ¢ 1nins bioactivas. A la fecha, se
tad de Ciencias '310“19" Sy s id g PO wfe 30 OOO a 50 000 nuevos
ayor de San Marcos, Liria, © u+ usprovenientes de microorganismos,
Lab. Bioquimica, = it. . de (i . Foous, - hs. 1 s mas o 10 000 son compuestos
Carrera de Bioguimic , Uw . 3i" 7 77 a0’

Valparaiso, Chile., ui s .. ente activos, y cerca de 8 000 tie-
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nen actividades antibidticas y antitumorales.
Actualmente, mas de 100 productos
microbianos tienen uso clinico continuado
como antibibticos, antitumol. ™y . 1w s
agroguimicos (Fenical, 1977).

Elestudio de aniibiosis en c¢ierias r *-
nas ha estado dirigido hacia = v sualizac’
del ambiente marine .. s efecio

autodepurador y al entenc  icnto de
interrelaciones ecoldgicas de mi.row. amsmos
en ambientes epifitos de macroalgas marinas
(Gauthier, 1969; Andersen et al. 1974: 1 emos
etal. 1985). No obstante, opaziieca . {1988),
Ledn (1996) y Leodn et al. (1997), frente a la
gran capacidad antagénica de alg:inas cepas
marinas sobre las bacierias pa:sgenas de pe-
ces, encontradas en estudios, sugier:n «} uso
potencial de las mismas en ¢l biocontrol de
epizootias en cultivos masives de peces,
moluscos y crusticeos. Por otra parte, Lodeiros
et al. (1988) realizaron un estudio del poten-
cial de produccién de antibiéticos por la flora
bacteriana asociada a 13 monocultivos
microalgales de utilidad en acuicultura, sugi-
riendo el posible uso profilactico de ciertos
monocultivos en sistemas de cultivo masivo
de organismos marinos.

El mundo marino es una enorme fuente ":
recursos, y entre ellos los antibiéticos nroduci-
dos en forma natural podrian ser de gran utili-
dad en el control de enfermedades iunto en
acuicultura como en patologia humana. En este
sentido, a través del presente trabajo se lleva-
ron a cabo estudios basicos de. t-ar ), ca-
racterizacién bioquimica parcial y capacidades
antibidticas de metabolitos inh:bitorios produ-
cidos por bacterias marinas .l21 ;énero
Alteromonas, seleccionadas por =i alta cana-
cidad antagdnica frente a ictiopatégenos.

MATERIAL Y METODC.:

Para la caracterizacion preliminar de subs-
tancias inhibitorias, se consideraron las cepas
marinas signadas como N22.C y N11L.., per-
tenecientes al género Alteromonas, seleccio-
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nadas previamente por su amplio espectro
< bacteriano frente a cepas testigo de labo-
ratorio ¢ ictionatégenas.

- = o cultivo
t. © 7o ¢ lidvo para esta experiencia
€. o segil 1. formulacién de Gauthier

("""7u), ' mudificada por el autor con la adi-
<16 1 de v 1% ae g:ucosa en lugar de 5% de
alrid™

¢ . utlizeron como base 200 ml de Caldo
f~rino de ZuBel (CwiZ) distribuidos en
mit. .3 de 300 . "os o ules fueron inocu-
« s 1,0imiAe precultivos de 24 h de las
cepas .a prueba (107 ¢ .rutas/m?). Los cultivos
fue, 1 ncuneio s mperatura de 20 °C
20 1agitacron cot suante ue 6O pulsos por min,
nast t alcanzar 1= 7 Lo estacionaria a los 4 d.

Extizccior do 'a st istancia inhibitoria

Puia la extrac:ién de productos
antinicrobionos se « 1l,izé basicamente €l mé-
touo desc: to por Barja et al. (1989), con algu-
nas medificaciones. [a cepa marina cultivada
eneln 1in CMZ en las condiciones indica-
da: fue . tritugada : 5 000 x g por 30 min.
E] ~ .et celular fue resuspendido en tampén
Tr. -. 150mMp .81 parasu posterior ana-

b

s sobrenadantes colectados fueron some-
tidos a precipitacion fraccionada de proteinas
coi sulfato de amonio (Merck) hasta alcanzar
70% de saturacivn (Keen, 1966). Después de
1. [+ 1 e:antenerlas a 4 °C, las muestras
s¢ w7 rlil_aron a 5 000 x g por 30 min. El
presipit a0 3 disuesto en agua destilada es-
tinl 1 “srn ra fue considerada «extracto
' robreradante» (ECS). En todos los
casos, It . «extrucios cr 1dos» fueron probados
> . deten marsu ctisdad inhibitoria frente
¢ Coales o Stuphvloc ccus aureus ATCC

P e

L.

oud

v

colamnas de gel de

S rac s togel se reanizo en columnas
¢

s 1ex £3-25 cquilibrada con tampén
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Figura 1 Perfil de elucion y actividad irhibitoria en &. aureus ATCC 11632 de {as fracciones
obtenidas por precipitacién con suifate de amonio (0-70% saturacion) en columnas de Sephadex
G-25 det ECS de Alteromonas cepa N22.C. Cada fraccién corresponde a 1 ml del eluido.

Tris-HCi 50 mM (pH 8,1) y 0,1M de NaCl,
con un flujo de 60 ml/h (Barje er al. 1989).
Para el proceso, se disolvié 0,5 g de ECS
Yiofilizado en 2 ml de agua destilada para lue-
go aplicar 1 ml a la columna. Las frazciones
fueron recolectadas en volimenes de 1 ml y
luego determinadas las absorbancias para pro-
teinas a 280 nm y su actividad inhibitoria fren-
te a S. aureus ATCC 11632. Las fracciones
activas de los eluidos fueron juntadas (5,0 ml),
luego liofilizadas y mantenidas a —20 °C. Es-
tas ruestras fueron consideradas
“semipurificadas” (SP).

Ensayos de actividad inhibitoria

La actividad inhibitoria de las fracciones
fue ensayada por dos métodos: el método de
difusién en «pocillos» (Vignolo et al. 1993) y
el método de difusidon directa en placas
(Naclerio e al. 1993). En ambos casos los
métodos fueron adaptados para bacterias
marinas. S. aureus ATCC 11632 y V.
anguillarum NCMB 2133 fueron usados
como cepas testigo, y Agar Tripticasa Soya

96

(TSA) como medio de siembra.

Placas con medio TSA fueron cubiertas
con 3 ml de una segunda capa de TSA
semisélido (0,6% de agar) € inoculadas con
10 ul del cultavo testigo de 18 h de incubacidn.
Luego de 30 min de difusién se crearon poci-
llos de 5 mm de didmetro e inoculados con 30
ul de la muestra en estudio. En el caso del
segundo método se inocularon 10 ul de la
muestra directamente sobre el cuitivo. En
ambos casos las placas fueron incubadas a 30
°C para ¢l caso de V. anguillarum NCMB
2133 y a 35 °C para S. aureus ATCC 11632.
Los resultados fueron observados a las 24 y
30 h mediante la formacién de halos de inhibi-
cién.

Efecto de la temperatura y el ph en la
estabilidad de la substancia inhibitoria

Para la prueba de termoestabilidad, la
muestra “semipurificada” de la cepa N22C (50
mg) fue reconstituda en 400 ml de agua desti-
lada, fuego distribuida en tubos eppendorf (75
ml) y sometida a temperaturas crecientes
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Fig 2. Actividad inhibitoria sobre V. anguillarum NCMB 2133 de las fracciones 5-8 del extracto
crudo del sobrenadante (ECS) de Alteromonas N22.C, filtradas por columnas de Sephadex G-

25.

(Bafio Maria Memmert) de 50, 60, 70, 80 y 90
°C por 10, 15, 30 y 45 min cada una. Luego
del descenso de la temperatura a la ambien-
tal, se inocularon 15 ml en el medio TSA, pre-
viamente sembrado con S. aureus ATCC
11632 como cepa testigo. Para la lectura se
considero el didmetro de los halos de inhibi-
cion.

Para el ensayo del efecto de pH se empled
el Método de Bhunia et al. (1988). Las mues-
tras semipurificadas de las cepas en estudio
(N11.6 y N22.C) fueron disueltas en agua
desionizada estéril (50 mg/ml}, luego distribui-
das en tubos eppendorf (100 ml) y ajustadas a
pH distintos (2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; y 12,0)
con soluciones de HCl y NaOH 10 mM. Des-
pués de 1,5 h de exposicién las muestras trata-
das fueron ajustadas a 7,0 de pH con una solu-
cién estéril de tamp6n fosfato 4 mM e inocu-
ladas en placas conteniendo TSA sembradas
con la cepa testigo.

Antibiosis comparativa de una sustan-
cia inhibidora

La actividad antimicrobiana de la sustan-
cia SP de la cepa N22.C se determind me-
diante ensayos comparativos por el método de
difusién en placas segin Baarn et al. (1966),
con modificaciones del autor. Para el ensayo
se utilizaron placas de TSA y cultivos de 18 h.
Eluidos activos (10 ml) fueron comparados
con la actividad de cinco antibiéticos de con-
centraciones conocidas (Sensidiscos, Merck).
Como testigos se utilizaron cepas de S. aureus
ATCC 11632, V. anguillarum ATCC 19264,
V. anguillarum NCMB 2133 y A. salmonicida
67.79.

RESULTADOS

Procesos de extracciéon de las substan-
cias inhibitorias

Trabajos previos y ensayos preliminares con
las cepas marinas en estudio mostraron evi-
dencias de que las substancias inhibitorias son
de naturaleza proteica. Asimismo, los ensa-
yos preliminares sobre antibiosis mostraron que
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Tabla 1. Espectro de actividad inhibitori *+ 2 ¢ " :xtractos crudos” de las cepas N11.6 y N22.C

del género Alteromor- ,frente ¢ acteriz i it genas.

SUBSTANCIAS DE:
CEPAS PATOG _ * "6 o N22.C
Vibrio tubiashii FX/ ++(a) +
Vibrio anguillarum . . '' 2133 + ++
Vibrio anguillarum RP-:3 Lo +++
Vibrio anguil! rrum 773 . +
Vibrio o tic oo 21'7 R ++++
Vibrio ordalii 84/c 5% S ++
Vibrio damsela ATC (. . 52, ¢ + +
Vibrio alginolyticus A32 ++ +++
Aeromonas hydrophila B-35 + +++
Aeromonas salmonicida 67.79 ++ ++
Aeromonas sobria P-281 + +
Pseudomonas aeruging e <10 "2, 53 i+ +++
Yersinia ruckeri PP-3] —+
(@) +, <3 MM 20 Ge uu iciON; +4, 6-12 mm zona de inhibicion; +++, 12-16 mm zona de

inhibicidn; ++++, > 18 mm zona de inhipicién.
cepa control.

las substancias inh n..: 2% crea sozretasas  absorbi L1 e los eluidos a 280 nm y la acti-
hacia ¢l med;. <xir .2l " . . or 1o anto, los  vidad antibact. .ana frente a S. aureus ATCC
sobrenadantes - lc> cultiv. se p. eoiron 11632 (Fig. 1. Pruebas de actividad frente a

precipitando con .o S es  Voar e, NCMB 2133 mostraron tam-
de sulfatode am. u, hasta na st i ode  biénfu  inhibicion en las fracciones 5, 6, 7,
70%. y 8 =1 - -luidos (Fig. 2).

Segtn el per u do eiu ounes de la cena Aci‘vicad inhibitoria de “extractos cru-
N22.C, existe cie'w» o r2lact '+ +.la . el sobrenadante”

Tabla2. Efectodel="_.. . att enlacstabilicad de la substancia SP de Alteromonas cepa
N22.C.

. turas (°C
Tiempo (min) e eraturas (°C)

R ] o o 90 Control(a)
T o0 1: 14 L 3 15
15 " 1. B 2 2 15
€ ¥ 1 © 8 5 15
a5 i 13 10 5 . 15

(@) S.aursus A 11 . ) L iles e inniicion en mm.
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Tabla 3. Efecto de pH en la estabilidad de la substancia SP de Alteromonas cepas N11.6y

N22.C
g
Muestra 3 3 5 6 7 8 9 10 1 12
N116 - - + + ++ ++ ++ + (+) - -
N22.C - (+ + + + ++ ++ + ) - -

(+): actividad aparente; +: actividad débil; ++: actividad definida.

Los extractos crudes del sobrenadante
(ECS) cepas en estudio presentan un amplio
rango de actividad inhibitoria contra bacterias
patégenas de peces y molusces (Tabla 1). To-
dos los patdgenos ensayadcs fueron inhibidos
por las sustancias crudas. El patégeno de ma-
yor sensibilidad resulté ser Vibrio ordalii
NCMB 2167 (halo de inhibicién de 18 mm de
didmetro), seguida por V. anguiilarum RP-13
(14 mm), Vibrio alginolyticus A32 (13 mm),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (14
mm) y Aeromonas hydrophila B-35 (13 mm).

Estabilidad de Ja substancia
semipurificada frente a la temperatura y
ph

Pruebas de termosensibilidad (pérdida de
actividad inhibitoria) entre 50 y 60 °C hasta
por 45 min no alteraron la actividad de la subs-
tancia en estudio. A 70 °C por 45 min se ob-

serva una ligera sensibilidad de la muestra; a
80 °C por 30 min la sensibilidad es mayory a
los 45 min se produce pérdida de actividad.
Finalmente a 90 °C a diferentes tiempos se
cbservo mayor sensibilidad, aunque la pérdida
total de actividad fue a los 45 min (Tabla 2),
(Fig. 3).

Respecto a la accién de diferentes niveles
de pH, la substancia inhibidora de 1a muestra
SP permanece estable dentro del rango de 5,0
—9,0 y parcialmente sensible a pH 4,0 y 10,0;
pero pierde actividad a valores extremos de
pH 2,0y 11,0 (Tabla 3).

Actividad antibiética comparativa de la
substancia semipurificada

En la Fig. 4 se muestran ensayos compara-
tivos del efecto inhibitorio de la substancia SP
(cepa N22.C) y antibiéticos con concentra-
ciones conocidas frente a V. anguillarum

Tabla 4. Actividad antibidtica comparativa de la substancia SP de Alteromonas cepa N22.C

V. anguillarum V. anguillarum A. salmonicida
Antibiéticos

NCMB 2133 ATCC 19264 67.79

Lincomicina (2 mg) - - NP
Vibramicina (30 mg) 35 (a) 16 NP
Neomicina (30 mg) 16 18 NP

Ac. Pipemidico (20 mpg) 22 20 NP

Subst. SP de N22.C (10 m}) 10 12 12
Oxitetraciclina (30 ppm) 10 13 12

(a]: halo de inhibicién en mm; NP, no probado; -, negativo.
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Figura 3. Pruebas deterrn  ~=rsibilided ues la substi  ia SF de AlteromonasN22.C frentea S.
aureus ATCC 11632; en. , por sCminy en !y, por 45 min.
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NCMB 2133**. El efecto inhibitorio de 1a cepa
N22.C (10 ml) es medianamente considera-
ble si se compara con los antibiéticos comer-
ciales. La concentracién de proteinas en los
10 ml de la muestra SP con actividad inhibitoria
fue estimada, segin Brown et al. (1989), en
36 mg. Los ensayos comparativos de la subs-
tancia SP con soluciones de oxitetraciclina
(OTC), frente a V. anguillarum NCMB 2133,
V. anguillarum ATCC 19264 y A.
salmonicida 67,79, revelaron resultados simi-
lares en actividad inhibitoria (Tabla 4). La efec-
tividad de la substancia SP (10 ml) fue similar
a la solucién de OTC de 30 ppm en los tres
Cas0s.

DISCUSION

Estudios de purificacién y caracterizacion
de las substancias inhibitorias producidas por
bacterias marinas demuestran que pueden ser
variables en cuanto a su naturaleza molecular.
Burkholder et al. (1966) determinaron la na-

<

<

-t
-
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Fig. 4. Actividad antibiética com-
parativa de la substancia SP de
Alteromonas N22.C frente a
Vibrio anguillarum NCMB 2133.
V, vibramicina (30 mg); L,
lincomicina (2 mg); PIP, &cido
pipemidico (20 mg); n neomicina
(30 mg); N22.C, (10 ml).

turaleza quimica de substancias antibacterianas
producidas por cepas bacterianas marinas
como compuestos bromopirrélicos, mientras
que Gauthier (1976) y Gauthier & Flatau
(1976) aislaron compuestos macromoleculares
polianiénicos extracelulares de Alteromonas
citrea, A. rubra y A. luteo-violaceus. 1L.emos
et al. (1985) y Dopazo et al. (1988) aislaron
compuestos inhibitorios polianiénicos
extracelulares de Alteromonas. Ballester et
al. (1977) aislaron y caracterizaron substan-
cias antibioticas de alto peso molecular, en tan-
to que Barja et al. (1989) purificaron y carac-
terizaron substancias antibacterianas produci-
das por Alteromonas cepa P-31; ésta fue una
macromolécula glicoproteica termoléabil de 90
000 Da, con amplio espectro de actividad
antimicrobiana. Asi también, Riquelme et al.
(1996) aislaron una cepa de Alteromonas
haloplankiis con actividad inhibitoria contra
vibrios patégenos de moluscos, cuya naturale-
Za se sugiere como un compuesto proteinaceo.
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En el presente trabajo se ha caracterizado
parcialmente la substziicia inhibitoria semi-
purificada encontrada e el extractc crudo
extracelular (sobrenadante) dv » r'vos de
Alteromonas spp cepa N22.C. Los resulta-
dos obtenidos son concordantes con {os mos-
trados por Barja et al. (1989) y Riquelme ef
al. (1996). La(s) substancia(s) inhibidora(s)
solo fue(ron) parcialmente fraccionada(s) con
concentraciones crecientes de sulfato de
amonio hasta una saturacién de 0-70%, por
lo que se asume que tiene naturaleza
proteinacea. Otros ensayos de caracterizacion
revelaron que la substancia inhibitoria produ-
cida por la cepa N22.C es termosensible a 90
°C en 45 min y se mantiene estabie dentro de
un amplio rango de pH (3,0 2 9,0). Asimismo,
la actividad antibiética de la substancia
semipurificada es comparativamente equiva-
lente a 30 ppm de oxitetraciclina en pruebas
de antibiosis frente a Vibrio anguillarum
NCMB 2133.

La substancia inhibitoria secretada por
Alteromonas sp cepa N22.C mostré su ma-
yor actividad antagénica en la fase estaciona-
ria (datos no presentados}, y con ello adopta
el comportamiento de un metabolito secunda-
rio. Esta caracteristica junto con la naturaleza
proteindcea y actividad antibacteriana de am-
plio espectro son concordantes con los resul-
tados obtenidos por Lemos er al. (1985),
Dopazo et al. (1988) y Riquelme et al. (1996)
en otros aislados marinos del género
Alteromonas.
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