LEEERTAS CAPITUR

UNIVERSIDAD AUSTRAL DE CHILE
Facultad de Ciencias
Escuela de Ciencias

Profesor Patrocinante:
Biol. Mar., MSc Sergio Leiva P.
Instituto de Microbiologia

Facultad de Ciencias

Aislamiento, caracterizacion y actividad antimicrobiana de la

Microbiota Bacteriana de agua y sedimentos marinos de la costa de Valdivia

Tesis de Grado presentada como parte de los
requisito para optar al grado de
Licenciado en Ciencias

Biologicas

Carolina Andrea Mancilla Mancilla

Valdivia Chile 2003



Dedicatoria

Este trabajo se los dedico a mis padres y hermanos, por sus constantes esfuerzos

y sacrificios y a mis tios Adriana y Ernesto, por su continua preocupacion y apoyo.



Agradecimientos

A mi profesor patrocinante, MSc Sergio Leiva, por su invaluable apoyo cientifico y

la motivacidn entregada en el transcurso de esta tesis.

A los profesores informantes, Dr. Héctor Garcia-Quintana y Dr. Eduardo

Valenzuela F. por su orientacion y analisis critico de este trabajo.

Especial agradecimiento debo a todas las personas que conforman el Instituto de

Microbiologia de la Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile, por las facilidades

otorgadas para la realizacion de esta tesis.

Este trabajo se realizé en el marco del Proyecto DID S-2002-26.



INDICE DE CONTENIDOS

4.1

4.2

43

4.4

4.5

52

5.2.1

522

523

53

RESUMEN

SUMMARY

INTRODUCCION

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

Aislamiento de bacterias heterotroficas y oligotroficas viables

Aislamiento de actinomycetes

Ensayo de actividad antimicrobiana

Andlisis estadistico

RESULTADOS

Bacterias heterotroficas

Recuentos bacterianos

Identificacion de bacterias heterotréoficas
Actividad antimicrobiana de cepas heterotroficas
Bacterias oligotroficas viables

Recuentos bacterianos

Identificacion de bacterias oligotroficas
Actividad antimicrobiana de cepas oligotroficas

Actinomycetes

Pagina

12
12
13
13
14
14
15
15
15
16
17
20
20
21
22

25



5.3.1

532

5.33

Aislamiento de actinomycetes

Identificacion de los actinomycetes aislados
Actividad antimicrobiana de las cepas aisladas
DISCUSION

CONCLUSIONES

ANEXOS

REFERENCIAS

Pégina
25
25
26
31
42
43

44



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Actividad antimicrobiana de bacterias heterotréficas viables contra
cepas de referencia.

Tabla 2. Caracterizaciéon morfologica y fisiologica de las 5 cepas bacterianas
heterotroficas con actividad antimicrobiana.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de bacterias oligotroficas viables contra
cepas de referencia.

Tabla 4. Caracteristicas morfologicas y fisiologicas de las dos cepas
oligotroficas con actividad antimicrobiana.

Tabla 5. Numero de cepas de actinomycetes aislados de agua, sedimentos y
tejidos de invertebrados marinos de la costa de Valdivia.

Tabla 6. Distribucidn de los Streptomyces aislados segun el color de su micelio
aéreo maduro.

Tabla 7. Actividad antimicrobiana de 31 actinomycetes marinos contra cepas

de referencia.

Pagina

18

19

23

24

25

26

28



VI

INDICE DE FIGURAS
Pagina

Figura 1. Localizacion de los sitios de muestreo. 12

Figura 2. Recuentos viables de bacterias heterotroficas en agua y sedimento de 15
los 3 sitios de muestreo de la costa de Valdivia.

Figura 3. Distribucion porcentual de bacterias heterotroficas viables en 16
muestras de agua 3 sitios de muestreo de la costa de Valdivia.

Figura 4. Distribucion porcentual de bacterias heterotrofica viables en muestras 17
de sedimentos en 3 sitios de muestreo de la costa de Valdivia.

Figura 5. Recuentos viables de bacterias oligotroficas en agua y sedimento de 20
los 3 sitios de muestreo de la costa de Valdivia.

Figura 6. Distribucion porcentual de bacterias oligotréficas viables en muestras 21
de agua 3 sitios de muestreo de la costa de Valdivia.

Figura 7. Distribucion porcentual de bacterias oligotroficas en muestras de 22
sedimentos de 3 sitios de muestreo de la costa de Valdivia.

Figura 8. Actividad antimicrobiana de cepas bacterianas oligotroficas y 23
heterotroficas sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Figura 9. Especies bacterianas y fngicas inhibidas por actinomycetes marinos. 27

Figura 10. Actividad antimicrobiana de cepas de actinomycetes marinos sobre 29
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Bacillus subtilis ATCC 6639.

Figura 11. Actividad antimicrobiana de cepas de actinomycetes marinos sobre 30

Candida albicans ATCC 90029.



1. RESUMEN

Introduccion: Debido a la seleccion y diseminacion de poblaciones de microorganismos
resistentes, es imperativo buscar nuevos antimicrobianos, mas eficientes y de mayor espectro y
tolerancia para combatirlos. Se considera que el estudio de los metabolitos secundarios obtenidos
a partir de microorganismos marinos es una potencial fuente para el descubrimiento de nuevos
agentes antimicrobianos. Objetivo principal: Investigar la capacidad antimicrobiana de la
microbiota bacteriana viable que se aisle de aguas y sedimentos marinos, en 3 sitios de la costa de
Valdivia: Los Molinos, San Ignacio y Playa Rosada. Material y Métodos. Los actinomycetes se
pesquisaron a partir de muestras de agua y sedimentos marinos, utilizando agar caseina-almidon.
Para el aislamiento de bacterias heterotroficas se utilizd agar marino 2216 y para bacterias
oligotréficas un medio con baja concentracion de nutrientes. En los ensayos de antagonismo se
siguié el método de difusion en disco, con cepas vivas sobre las especies bacterianas de
referencia: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis
ATCC 6633 y sobre la levadura Candida albicans ATCC 90029. Resultados. Los recuentos
promedios de bacterias heterotroficas en la columna de agua fluctuaron entre 509 y 766 ufc/mL y
en los sedimentos entre 39.400 y 68.277 ufc/g, siendo Vibrio el género dominante en ambos
casos. Se aislaron 5 cepas heterotroficas antagdnicas, destacando las cepas UACH 54.5 y UACH
54.10, que mostraron actividad contra S. aureus. Para las bacterias oligotroficas, los recuentos
promedios en la columna de agua fluctuaron entre 396 y 3.815 ufc/ml, siendo las especies de
Vibrio las predominantes, mientras que en los sedimentos los recuentos fluctuaron entre 46.333 y
75.600 ufc/g, siendo el género dominante Alcaligenes. Sélo las cepas oligotroéficas UACH 26.5 y

UACH 27.2 exhibieron antagonismo, el cual se dirigié contra S. aureus. Se aislaron 45 cepas de



actinomycetes, mayoritariamente Streptomyces sp. (86,7 %). De ellas, 31 (68,9 %) exhibieron
actividad antimicrobiana, principalmente contra C. albicans y B. subtilis. Algunas cepas
presentaron un amplio espectro de inhibicion, como la cepa UACH 024 (Streptomyces sp) que
inhibi6 a todas las cepas indicadoras. Conclusiones: Aguas y sedimentos marinos del litoral de la
costa Valdiviana serian un importante reservorio de bacterias antagonicas, constituyendo una

fuente potencial de nuevos agentes antimicrobianos.



2. SUMMARY

Isolation, characterization and antimicrobial activity of the bacterial microbiota of

seawater and marine sediments of the Valdivia coast, Chile.

Background: The selection and spread of populations of resistant microorganisms. It is
imperative to search for new antimicrobials with more efficacy, spectra and tolerance. In this
sense, marine microorganisms have shown to be a potential source of new drugs.

Aim: To investigate the antimicrobial potential of the viable bacterial microbiota from seawater
and sediments of 3 sampling stations of the Valdivia coast: Los Molinos, San Ignacio and Playa
Rosada. Material and Methods. Actinomycetes were isolated from seawater and marine
sediment samples using casein-starch agar. Heterotrophic and oligotrophic bacteria were isolated
using marine agar 2216 and a low-nutrient medium, respectively. The antimicrobial activity
against three reference bacterial species (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633) and one reference fungal strain (Candida albicans
ATCC 90029) was tested using the disc diffusion method. Results. The mean counts of
heterotrophic bacteria in the water column ranged from 509 to 766 ufc/mL and in the sediments
from 39.400 to 68.277 ufc/g, being always Vibrio the dominant genus. Five isolates showed
antagonisms, like the strains UACH 54.5 and UACH 54.10 with activity against S. aureus. The
mean counts of oligotrophic bacteria in the seawater ranged from 396 to 3.815 ufc/ml, being the
dominant Vibrio sp. In the sediments the oligotrophic bacterial counts ranged from 46.333 and
75.600 ufc/g, being Alcaligenes sp the most representative. Only the strains UACH 26.5 and

UACH 27.2 showed antimicrobial activity, inhibiting S. aureus. A total of 45 strains of



actinomycetes were isolated, mainly Streptomyces sp (86,7 %). Thirty one strains (68,9 %)
showed antimicrobial activity, mainly against C. albicans and B. subtilis. Some isolates inhibited
a wide spectrum of indicator strains, like UACH 024 strain (Streptomyces sp) that inhibited all
the indicator strains. Conclusions: Seawater and marine sediments of the Valdivia coast would
be an important reservoir of antagonistic bacteria, being a potential source of novel antimicrobial

drugs.



3. INTRODUCCION

La Naturaleza ha constituido por miles de afnos una fuente de agentes medicinales para
el hombre. Es impresionante el nimero de drogas que se han aislado desde fuentes naturales,
especialmente plantas, las que han formado la base de un sistema de medicina durante milenios
(Cragg & Newman, 2001). El siglo pasado fue testigo de la creciente importancia de los
microorganismos como productores de antibidticos y otras drogas. Desde el descubrimiento
casual de la penicilina por Fleming en 1929 a partir de un cultivo de Penicillium notatum
(Tortora et al., 2001), hecho que inauguré la “Edad Dorada de los Antibioticos”, ha habido una
intensa investigacion destinada a descubrir nuevos productos de interés biomédico a partir de
microorganismos del ambiente. Estos han incluido antibidticos como penicilinas (desde especies
de Penicillium), cefalosporinas (desde Cephalosporium acremonium), aminoglicosidos,
tetraciclinas, agentes inmunosupresores como la ciclosporina (a partir de Trichoderma y
Tolypocladium), agentes que bajan el colesterol, como la mevastatina (desde especies de
Penicillium) y lovastatina (de Aspergillus), drogas antihelminticas y antiparasitarias como las
ivermectinas (desde Streptomyces), antitumorales como las familias de compuestos del acido

auredlico, mitomicina y actinomicina, e incluso agentes antidiabéticos (Cragg & Newman, 2001).

De acuerdo a Fenical (1993), en los ultimos 60 afios se han descubierto entre 30.000 y
50.000 productos naturales desde microorganismos, de los cuales mas de 10.000 son
bioldgicamente activos y mas de 8.000 son antibidticos y agentes antitumorales. Debido a que la
mayoria de estos compuestos tienen un origen terrestre, el ritmo de descubrimiento de moléculas

néveles ha disminuido notoriamente y se estima que mas del 90 % de los cultivos de



microorganismos terrestres producen sustancias ya conocidas o con pequeiias variaciones de una
molécula ya existente (Fenical, 1993). Hoy en dia, se considera que los futuros programas de
“screening” de nuevas drogas, deben considerar la busqueda de nuevas especies o géneros de
microorganismos, asi como su busqueda en ambientes no explorados anteriomente (Nolan &
Cross, 1988). Esta disminucion en la tasa de hallazgo de nuevos metabolitos ha llevado a la
busqueda de nuevos compuestos en el ambiente acuatico, que ofrece la posibilidad de encontrar
cepas silvestres aun no descritas y que podrian producir nuevos metabolitos secundarios
farmacoldgicamente relevantes (Fenical, 1993; Jensen & Fenical, 1994; Leiva et al., 2000;

Hentschel et al., 2001).

Actualmente, se considera que el estudio de los metabolitos bioactivos obtenidos a
partir de microorganismos acuaticos es una rica fuente para el descubrimiento de nuevas drogas.
La lista de compuestos obtenidos a partir de microorganismos acudticos incluyen
antimicrobianos, anticancerigenos y antiinflamatorios, muchos de los cuales pertenecen a clases
quimicas no descritas en microorganismos terrestres. Ejemplos de ello son dos productos
naturales marinos de naturaleza anticancerigena, briostatina y didemnina B (Pettit et al., 1982;
Rinehart et al., 1981), estando ambos ya en etapa de evaluacion clinica (Jensen & Fenical, 1994).
El més notable de estos compuestos es briostatina, aislado del briozoo Bugula neritina, agente
con un amplio espectro de actividades bioldgicas, entre las que destaca su promisoria actividad

contra melanomas en estudios de fase I (Cragg & Newman, 2001).

Los océanos poseen la mayor riqueza filogenética sobre la tierra, presentando el mayor

numero de animales, plantas y microorganismos. Ellos han desarrollado una serie de estrategias



metabolicas y fisiologicas, que les permitan sobrevivir en este medio extremo, lo cual puede
significar la produccién de metabolitos estructuralmente distintos a los encontrados en sus

contrapartes terrestres (Jensen & Fenical, 1994).

La pesquisa de cepas productoras de sustancias bioactivas en el ambiente marino ha
abarcado habitats tan diversos como: columna de agua, sedimentos y tejidos de invertebrados.
Las expectativas futuras de la utilizacién de actinomycetes con fines industriales ha conducido a
los investigadores locales a la busqueda de cepas de actinomycetes a partir de agua y sedimentos
acuaticos (Leiva et al., 2000). Entre los actinomycetes, las cepas del género Streptomyces son
unas de las de mayor importancia para la obtencion de sustancias de interés bioldgico como
antibioticos, antifingicos y antitumorales. No obstante, nuevos metabolitos se han reportado no
solamente de actinomycetes, sino también de otros grupos bacterianos e.g. bacterias
heterotroficas como Alteromonas, Chromobacterium, Moraxella, Vibrio, cianobacterias, hongos
y microalgas (Girones et al.,1989; Fenical, 1993; Jensen & Fenical, 1994; Uribe et al., 1994;

Heyduck-Soller & Fisher, 2000).

Numerosos estudios han demostrado el potencial productor de metabolitos
antimicrobianos noveles en bacterias marinas (Stout et al., 1991; Biabani et al.,1997; Fudou et
al., 2001; Nagao et al., 2001). Muchas de las moléculas aisladas desde bacterias marinas poseen
cualidades extraordinarias, como su halogenacion, siendo notable la presencia de 4&tomos de cloro

o bromo. Esta halogenacion rara vez se encuentra en metabolitos de origen terrestre.



En el ambiente marino los antibioticos y otros metabolitos secundarios cumplirian
funciones de supervivencia, confiriéndoles a los microorganismos productores una ventaja
selectiva respecto a otras poblaciones microbianas que compiten por el mismo nicho (Vining,
1990). Fudou et al. (2001) aislaron desde una myxobacteria marina el primer antibiotico:
haliangicina. Este compuesto tiene una potente actividad contra hongos filamentosos, comparable
a las de amfotericina B y nistatina, ademas de poseer actividad contra Oomycetes. Nagao et al.
(2001) identificaron 2 nuevas macrolactinas desde una cepa marina de Bacillus aisladas desde el
alga Schizymenia dubyi. Estas macrolactinas mostraron actividad contra Bacillus subtilis y
Staphylococcus aureus, pero no contra Escherichia coli. Estudios realizados por Barcina et al.
(1987) con cepas de Streptomyces aisladas desde agua y sedimentos marinos, demostraron
actividad inhibitoria principalmente contra Gram positivos, tales como S. aureus, B. subtilis y
Streptococcus faecalis. Pisano et al. (1989, 1992) aislaron desde sedimentos marinos cepas de
actinomycetes con actividad antagonica contra hongos filamentosos (4spergillus niger, Fusarium
moniliforme y Trichoderma viridae) y levaduriformes (Candida albicans, Candida kruzei). Estos
autores encontraron que la actividad antifingica era mayoritariamente debida a polienos como

hexaenos.

Uno de los sucesos que tienen gran importancia en el ambiente marino, es el rol de las
bacterias simbidticas en la produccion de metabolitos secundarios. Las bacterias asociadas con
invertebrados marinos y con algas, son un claro ejemplo de interacciones que demuestran una
variedad de estrategias de colonizacion y crecimiento utilizadas por algunas bacterias, tal vez
inhibiendo microorganismos competidores gracias a la produccién de antimicrobianos. Dado que

los invertebrados marinos carecen de una respuesta inmune de tipo celular y estan expuestos a



una gran variedad de patdégenos microbianos, se postula que la elaboraciéon de metabolitos
secundarios como mecanismo defensivo es una estrategia destinada a la disuasion de poblaciones
microbianas dafiinas (Engel et al., 2002). Una interrogante aun no resuelta es saber si en realidad
son las bacterias o son los organismos invertebrados, los que verdaderamente producen dichos
metabolitos. El rol de los metabolitos secundarios en las interacciones del ambiente marino no se
ha definido, pero indudablemente representan una veta a explorar para la obtencién de nuevas
moléculas. En esta linea, los estudios en esponjas marinas han proporcionado mucha informacion
sobre la distribuciéon de los microorganismos en los tejidos de invertebrados, asi como el
descubrimiento de metabolitos no descritos previamente. Hentschel et al. (2001) aislaron desde
las esponjas Aplysina aerophoba y Aplysina cavernicola cepas de Pseudoalteromonas y o-
Proteobacterias con actividad antimicrobiana contra cepas de referencia Gram negativas y Gram
positivas. Stierle et al. (1988) identificaron una serie de dicetopiperazinas desde cultivos de
Micrococcus sp aislados desde la esponja Tedania ignis. Estas moléculas habian sido

erroneamente adscritas a la esponja.

El uso inapropiado de los antibidticos para combatir las enfermedades infecciosas ha
llevado a un aumento en el nimero de bacterias y hongos patdégenos que muestran resistencia a
las drogas tradicionales. Hoy en dia se acepta que existe una relacion establecida, pero compleja,
entre el consumo de antimicrobianos y la emergencia de patdogenos resistentes a las drogas
tradicionales. El ejemplo mas notable lo constituyen algunas bacterias Gram negativas como
Klebsiella, Enterobacter y Pseudomonas que inactivan algunos antibidticos a través de [
lactamasas. Si bien la prevalencia de la resistencia a los hongos es inferior a la de las bacterias,

hay una creciente preocupacion por el aumento de las micosis resistentes a los tratamientos
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tradicionales con antifingicos. Ejemplo de ello, lo constituye la resistencia de C. albicans a los
azoles. Se ha demostrado que algunas cepas de Candida aisladas de pacientes sometidos a
terapias con fluconazol de larga duracion, tienen niveles elevados de proteinas transportadoras
(MFS) (ABC) que provocan la salida del farmaco, reduciendo asi su acumulacion intracelular
(Hernandez et al., 1997). Como resultado, muchos antibiéticos han perdido su eficacia y algunos

ya no son utiles para tratar determinadas infecciones.

Chile tiene, proporcionalmente con relacion a su superficie el litoral mas extenso y
diversificado y una microbiota poco estudiada, la cual podria ser peculiar y deparar el hallazgo
de cepas de utilidad industrial. Ya que las bacterias marinas son una fuente relativamente
inexplorada de sustancias bioactivas, a fin de aprovechar eficientemente este recurso es necesario
investigar su distribucion en este habitat. Resultados preliminares indican que la microbiota del
ambiente marino de la costa de Valdivia posee un interesante potencial como fuente de
metabolitos antagonistas (Uribe et al., 1994). El estudio de sus propiedades antagonistas y la
caracterizacion del producto activo pueden llevar al descubrimiento de nuevas drogas
antimicrobianas. La utilizacion de bacterias marinas como fuentes de nuevas sustancias
bioactivas es comparativamente reciente, pero presenta promisorias proyecciones. Esta
investigacion se presenta como un estudio de linea base, destinado a comprender la distribucion
de algunos grupos bacterianos en el ambiente marino de la costa de Valdivia, con énfasis en los
actinomycetes, y evaluar su potencial antimicrobiano. Los resultados servirdn como base para
futuros estudios, donde se intente extraer e identificar el principio activo responsable de la

actividad antimicrobiana.
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El objetivo general de este estudio es investigar el potencial antimicrobiano de la
microbiota bacteriana viable de aguas y sedimentos marinos de la costa de Valdivia. Se plantea la
hipdtesis que, en el agua y sedimentos marinos de la costa de Valdivia, algunas cepas de la
poblacion bacteriana cultivable presentan actividad antagénica sobre bacterias y hongos de

referencia.

Para comprobar esta hipotesis se plantean los siguientes objetivos especificos:

a) Cuantificar algunas poblaciones bacterianas cultivables de aguas y sedimentos marinos
de la costa de Valdivia. El anélisis se enfocara en el estudio de bacterias oligotroficas y
heterotroficas viables y actinomycetes.

b) Identificar hasta nivel de género las cepas bacterianas aisladas.

c) Investigar la actividad antimicrobiana de las cepas aisladas contra cepas de bacterias y

hongos de referencia.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Area de estudio. Las muestras se colectaron en tres estaciones localizadas en el litoral de la
provincia de Valdivia, Los Molinos, San Ignacio y Playa Rosada (Fig. 1). En cada lugar se
establecieron varios puntos de muestreo, a una distancia entre 100 y 200 m de la costa. Las
muestras de agua se colectaron a 1 m de profundidad con envases estériles. Las muestras de
sedimento de obtuvieron con draga Eckman a profundidades entre 8§ y 20 m y se traspasaron a
envases de polietileno estériles. Las muestras se transportaron en cajas térmicas a 4° C para ser

procesadas de inmediato al Instituto de Microbiologia de la Universidad Austral de Chile.

73°14'

-40°

3 km

Figura 1. Localizacion de los sitios de muestreo.
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4.2 Aislamiento de bacterias heterotroficas y oligotroficas viables. Para el aislamiento de
bacterias heterotroficas, se sembraron diluciones de las muestras de agua y sedimento en la
superficie de placas con agar marino 2216 (Difco). Para el aislamiento de bacterias oligotréficas
se utilizd un medio con baja concentracion de nutrientes, consistente de triptona (0,05 %) (Difco),
extracto de levadura (0,005 %) (Difco), glicerofosfato de Na (0,01 %) (Sigma) y agar noble (1,2
%) (Difco), los cuales se disolvieron en agua de mar proveniente del lugar de muestreo, la cual
fue esterilizada previamente por filtracion (Sartorius 0,22 um) (Santavy et al., 1990). Todas las
placas se incubaron a 20 £ 1° C hasta por 5 dias. Desde cada placa de aislamiento se
seleccionaron al azar un numero entre 3 y 5 colonias las cuales se repicaron en agar marino 2216
o agar inclinado para bacterias oligotréficas. Las cepas escogidas se preservaron a 4° C en tubos
con el medio de aislamiento inclinado, hasta llevar a cabo los protocolos de identificacion y los
ensayos de antagonismo. Para la identificacion de los aislados hasta nivel de género se siguieron
los esquemas propuestos por Holt et al. (1994). La caracterizacion de los aislados que exhibieron

antagonismo se realizé mediante el sistema de identificacion API 20 NE (bioMérieux).

4.3 Aislamiento de actinomycetes. Las muestras de agua y sedimento se mantuvieron en un
bafio de agua a 50° C por 60 min. Este tratamiento ha demostrado ser efectivo para reducir el
numero de bacterias no deseadas, favoreciendo el crecimiento de los actinomycetes (Pisano et al.,
1986; Takisawa et al., 1993). Diluciones de las muestras de agua y sedimento se sembraron en

triplicado en placas de agar caseina-almidon, ambos con una base de agua de mar del lugar de

muestreo (70 %) y suplementados con nistatina y cicloheximida (25 y 10 pg-mL'l,
respectivamente) para inhibir el crecimiento de hongos (Kiister & Williams, 1964; Takisawa et

al., 1993). Las placas se incubaron a 20 £ 1° C por lo menos 28 dias. La cepas aisladas se
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preservaron a 4° C en agar extracto de levadura-extracto de malta inclinado (ISP-2) hasta su
identificacion y realizacion de ensayos de antagonismo. Los aislamientos se identificaron en base
a criterios morfologicos siguiendo los esquemas de Holt et al. (1994). Para ello, se utilizo la
técnica de cultivo en laminilla, que consiste en introducir cubreobjetos estériles en una
inclinacion de 45° en placas con medio ISP-2 previamente sembradas con la cepa a analizar.
Después de una incubacion a 20 = 1° C por dos semanas, los cubreobjetos se retiraron, se fijaron
por calor, se tifieron con Gram y se observaron al microscopio (Holt et al., 1994; Diaz Corrales et
al., 1997). Aquellas cepas identificadas como Streptomyces spp se agruparon en series segun el
color de su micelio aéreo maduro, para lo cual se siguieron los protocolos descritos por Shirling
& Gottlieb (1966) utilizando medio ISP-2. A cada una de las cepas aisladas se le asignd una clave

y se traspasaron a cepario, esta clave corresponde a las siglas UACH- N° de muestra. N° de cepa.

4.4 Ensayo de actividad antimicrobiana. Se ensay¢ la actividad antimicrobiana de las bacterias
aisladas mediante la técnica de difusion en disco, que consiste en confrontar discos de agar ISP-2
(11 mm de diametro) inoculados con las cepas vivas de actinomycetes a ensayar, o agar 2216 con
la cepa bacteriana heterotrofica u oligotréfica, con tapices de las cepas de prueba Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633 en agar
Mueller Hinton (Difco) y Candida albicans ATCC 90029 en agar dextrosa Sabouraud (Difco)
(Hentschel et al., 2001). Las placas se incubaron a 20 = 1° C por 24 h para posteriormente medir

el diametro de la zona de inhibicidn.

4.5 Analisis estadistico. Para comparar los recuentos bacterianos entre las estaciones de

muestreo se empleo la prueba ¢ (Zar, 1999).



5. RESULTADOS

5.1 Bacterias heterotroficas

5.1.1 Recuentos bacterianos

Los recuentos de bacterias heterotréficas viables en el agua y sedimento en los tres sitios,
se muestran en la figura 2. Los recuentos bacterianos en la columna de agua en San Ignacio
fluctuaron entre 477 y 1.197 ufc/ml de bacterias (promedio = 766 ufc/mL). Por su parte, en Playa
Rosada los recuentos fluctuaron entre 260 y 725 ufc/mL (promedio= 509 ufc/mL). A su vez, en
las muestras de sedimento los recuentos fueron dos 6rdenes de magnitud mayores a los de las
muestras de agua. En los Molinos éstos fluctuaron entre 35.333 y 114.000 ufc/g (promedio =
68.277 ufc/g), mientras que en San Ignacio fluctuaron entre 31.000 y 104.500 ufc/g (promedio =

47.966). El analisis estadistico no reveld diferencias significativas en los recuentos de bacterias

heterotroficas en el agua y sedimento de las 3 estaciones de muestreo (Anexo 1).
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Figura 2. Recuentos viables de bacterias heterotroficas en agua y sedimento de los 3 sitios de
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5.1.2 Identificacién de bacterias heterotroficas

En la figura 3 se muestra la distribuciéon porcentual de los géneros bacterianos
encontrados en las muestras de agua de las 3 estaciones de muestreo. De las 71 cepas
seleccionadas en la columna de agua, se observoé un predominio de la flora bacteriana Gram
negativa (88,7 %), encontrandose los microorganismos Gram positivos en un porcentaje mucho

menor (5,6 %).

Los bacilos Gram negativos fermentadores predominaron en las muestras de agua, siendo
el género Vibrio el dominante (54,9 %). Los bacilos Gram negativos no fermentadores
representaron el 33,8 % de la flora bacteriana heterotrofica, siendo Flavobacterium el mas

importante.

Pseudomonas ~ Alcaligenes Bacillus

0 11,3%
No identificados 2.8% ° 4,2%

5,6%

Corineforme

1,4%
. Flexibacter
Flavobacterium 2.8%
16,9%

Vibrio
54,9%

Figura 3. Distribucion porcentual de bacterias heterotréficas viables en muestras de agua 3 sitios

de muestreo de la costa de Valdivia
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Los resultados de la identificacion bacteriana de 73 cepas aisladas en las muestras de
sedimento se muestran en la figura 4. Al igual que las muestras de agua, predominaron los Gram
negativos con un 87,6 %. Solo se aislaron 4 géneros bacterianos, siendo nuevamente Vibrio el
mayoritario, con un 82,2 % seguido por el Gram positivo Bacillus con sélo un 5,5 %.

No identificadas Alcaligenes  Bacillus
6,9% 4,0% 5.5%

Flavobacterium
1,4%

Vibrio
82,2%

Figura 4. Distribucion porcentual de bacterias heterotrofica viables en muestras de sedimentos en

3 sitios de muestreo de la costa de Valdivia.

5.1.3 Actividad antimicrobiana de cepas heterotroficas

Se ensay¢ la actividad antagonica de 144 cepas escogidas para su identificacion. En
la tabla 1 se resume el espectro de actividad de las cepas que presentaron antagonismo contra
alguna de las cepas indicadoras. S6lo 5 cepas fueron positivas a los ensayos, destacando las cepas

UACH 54.5 y UACH 54.10, que mostraron actividad contra S. aureus ATCC 25923.
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Tabla 1. Actividad antimicrobiana de bacterias heterotroficas viables contra cepas de referencia.

Aislamiento Tapiz indicador

S. aureus B. subtilis E. coli C.albicans

UACH 1.7 0 17 0 0
UACH 1.11 17 16 19 0
UACH 5.7 0 18 0 0
UACH 54.5 26 0 0 0
UACH 54.10 25 0 0 0

La sensibilidad de la cepa indicadora frente a la cepa marina se expresa como el
diametro del halo de inhibiciéon (mm) alrededor de un disco de agar de 11 mm
con la cepa viva después de una incubaciéon a 20 = 1° C por 16-18 h.

En la tabla 2 se muestra las caracteristicas morfologicas y fisioldgicas de las 5 cepas
heterotroficas que demostraron actividad antimicrobiana. De acuerdo al perfil numérico de cada
cepa, obtenido a través del sistema API 20 NE, los aislados UACH 1.11 y UACH 5.7 se
identificaron como Pseudomonas sp, mientras que los restante aislados no se pudieron afiliar a

ninguno de los géneros incluidos en la base de datos de este sistema de identificacion.
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Tabla 2. Caracterizacion morfoldgica y fisiologica de las 5 cepas bacterianas heterotréficas con

actividad antimicrobiana.

UACH 1.7 UACH UACH 5.7 UACH UACH

1.11 54.5 54.10
Gram - - - - -
Morfologia Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo
Motilidad + + + + +
Flagelacion Monopolar Monopolar Monopolar Monopolar Monopolar

monotrica monotrica moénotrica moénotrica  monotrica

Catalasa + + + + +
Oxidasa + + + - -
Color de colonia Crema Crema Crema Naranjo Naranjo
O/F (0] 0 0] - -
Reduccidon de NO; + + - - -
Reduccion de NOs a N, + + - - -
Indol - - - - -
Arginina dihidrolasa - + - -
Ureasa - - - - -
Hidrolisis de esculina + - - + +
Hidrolisis de gelatina - + + + +
B-galactosidasa + - - - -
Asimilacion de glucosa - + + - -
Asimilacion de arabinosa - + + -
Asimilacion de manosa - + + - -
Asimilacién de manitol + + + - -
Asimilacion de N-acetil - + + - -
glucosamina
Asimilacion de maltosa + - - - ;
Asimilacion de gluconato - + + - -
Asimilacion de acido - + + - -
caprico
Asimilacion de acido - - + - -
adipico
Asimilacion de acido malico + + + - -
Asimilacién de citrato - + + - -
trisodico

Asimilacion de acido - - - - -
fenilacético
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5.2 Bacterias oligotroficas viables

5.2.1 Recuentos bacterianos

Los recuentos de bacterias oligotroficas viables en el agua y sedimento en los tres sitios se
presentan en la figura 5. Los numeros de bacterias en la columna de agua de San Ignacio fueron
significativamente mas altos que en las otras estaciones y fluctuaron entre 507 y 5.972 ufc/mL

(promedio= 3.815 ufc/mL).

En los sedimentos, los recuentos promedios fluctuaron entre 46.333 ufc/g en San Ignacio
y 75.600 ufc/g en Playa Rosada. Sin embargo, el andlisis estadistico no revel6 diferencias

significativas en los promedios de los tres sitios de muestreo (anexo 1).
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Figura 5. Recuentos viables de bacterias oligotroficas en agua y sedimento de los 3 sitios de

muestreo de la costa de Valdivia.
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5.2.2 Identificacion de bacterias oligotroficas

En la figura 6 se presenta la distribucion porcentual de los géneros hallados en las
muestras de agua de las 3 estaciones de muestreo. De las 69 cepas seleccionadas en la columna
de agua, se encontrd un predominio de la flora bacteriana Gram negativa (89,8 %), mientras que

los Gram positivos se hallaron en un 10,1 %.

Los bacilos Gram negativos fermentadores dominaron en el agua, siendo nuevamente
Vibrio sp el mayoritario (53,6 %). En contraste, los Gram positivos estuvieron representados por
Bacillus y corineformes, los que en conjunto representaron el 10,1 % del total de cepas

identificadas.

Bacillus
4,3%

Alcaligenes
30,4%

Corineformes
5,8%

Pseudomonas
5,8%

Vibrio
53,6%

Figura 6. Distribucion porcentual de bacterias oligotréficas viables en muestras de agua 3 sitios

de muestreo de la costa de Valdivia
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Las distribucion de 77 cepas oligotroficas en las muestras de sedimento se muestra en la
figura 7. También se observo una dominancia de Gram negativos, los que alcanzaron un 79,2 %.
Los bacilos Gram negativos no fermentadores predominaron en el sedimento, siendo Alcaligenes
sp el género mas representativo con un 58,4 %. Dentro de los Gram positivos destacod Bacillus sp

con un 9 %.

Vibrio Pseudomonas
14,3% 2.6% Corineformes

6,5%

Flexibacter
3,9%

No identificados

Bacillus 5,2%

9,0%

Alcaligenes
58,4 %

Figura 7. Distribucion porcentual de bacterias oligotroficas en muestras de sedimentos de 3 sitios

de muestreo de la costa de Valdivia.

5.2.3 Actividad antimicrobiana de cepas oligotréficas

Se ensay¢ la actividad antimicrobiana de 146 cepas escogidas para su identificacion.
Soélo las cepas UACH 26.5 y UACH 27.2 exhibieron antagonismo, el cual se dirigi6 contra S.

aureus ATCC 25923 (fig. 8). La tabla 3 muestra el detalle de la actividad de ambos aislados.
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Tabla 3. Actividad antimicrobiana de bacterias oligotroficas viables contra cepas de referencia.

Aislamiento Tapiz indicador

S. aureus B. subtilis E.coli C.albicans

UACH 26.5 26 0 0 0

UACH 27.2 25 0 0 0

La sensibilidad de la cepa indicadora frente a la cepa marina se expresa como el
diametro del halo de inhibiciéon (mm) alrededor de un disco de agar de 11 mm
con la cepa viva después de una incubacion a 20 = 1° C por 16-18 h.

En la tabla 4 se presentan las principales caracteristicas morfologicas y fisioldgicas de

ambas cepas.

TAPIZ: Staphylococcus aureus ATCC 25923

UACH 26.5

UACH 54.10 ; UACH 27.2

Figura 8. Actividad antimicrobiana de cepas bacterianas oligotroficas y heterotroficas sobre

Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Tabla 4. Caracteristicas morfolédgicas y fisiologicas de las dos cepas oligotroficas con actividad

antimicrobiana.

UACH UACH

26.5 27.2

Gram - -
Morfologia Bacilo Bacilo
Motilidad + +
Flagelacion Monopolar Monopolar

monotrica moénotrica
Color colonia Naranjo Naranjo
Catalasa + +
Oxidasa - -
O/F - -
Reduccion de NO; - -
Reducciéon de NOs; a N, - -
Indol - -
Arginina dihidrolasa - -
Ureasa - -
Hidrdlisis de esculina + +
Hidrdlisis de gelatina + +

B-galactosidasa - -
Asimilacion de glucosa - -
Asimilacion de arabinosa - -
Asimilacion de manosa - -
Asimilaciéon de manitol - -
Asimilacion de N-acetil - -
glucosamina

Asimilacion de maltosa - -
Asimilacion de gluconato - -
Asimilacion de acido - -
caprico

Asimilacion de acido - -
adipico

Asimilacion de acido - -
malico

Asimilacion de citrato - -
trisédico

Asimilacion de acido - -
fenilacético

De acuerdo al perfil numérico de los aislados, obtenido a través del sistema API 20 NE,
los aislados UACH 26.5 y UACH 27.2 no se pudieron afiliar a ninguno de los géneros incluidos

en la base de datos de este sistema.
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5.3 Actinomycetes

5.3.1 Aislamiento de actinomycetes

El nimero de actinomycetes aislados sobre las placas de caseina-almidon fue bajo, lo
que impidi6 obtener una estimacion de su abundancia en las muestras analizadas. Se aislo un total
de 45 cepas de actinomycetes, la mayoria desde Los Molinos. En la Tabla 5 los aislados se

ordenan segun su procedencia.

Tabla 5. Ntmero de cepas de actinomycetes aislados de agua y sedimentos marinos de la costa

de Valdivia

Procedencia Cepas aisladas Cepas aisladas  Total cepas
en agua en sedimento aisladas

Los Molinos 11 14 25

San Ignacio 6 8 14

Playa Rosada 5 1 6

5.3.2 Identificacién de los actinomycetes aislados

De las 45 cepas aisladas, 39 (86,7 %) pertenecieron al género Streptomyces. Para las
restantes 6 cepas (13,33 %) esta aun en estudio su filiacion taxonémica. Las 39 cepas de

Streptomyces se clasificaron de acuerdo al color de su micelio aéreo maduro (tabla 6). Las cepas
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de la serie gris fueron las mayoritarias (41,03 %), aislandose principalmente desde Los Molinos,

mientras que las menos representadas fueron las cepas de la serie amarilla (5,13 %).

Tabla 6. Distribucion de los Streptomyces aislados segln el color de su micelio aéreo maduro.

Sitios de muestreo Color del micelio
(N° de cepas)
Amarillo Blanca Crema Gris
Los Molinos 0 4 5 12
San Ignacio 2 3 4 3
Playa Rosada 0 1 4 1
Total 2 8 13 16

5.3.3 Actividad antimicrobiana de las cepas aisladas

De las 45 cepas de actinomycetes marinos aisladas, 31 (68,9 %) tuvieron actividad
antimicrobiana. El andlisis del espectro antimicrobiano proporciona informacion sobre los
patrones de inhibicion (Fig. 9). La actividad antagonica se dirigidé principalmente contra C.
albicans, la cual fue inhibida por el 61,3 % de las cepas positivas. En contraste, solo 4 cepas
(12,9 % del total de cepas positivas) presentaron actividad contra la bacteria Gram negativa E.

coll.
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Figura 9. Especies bacterianas y fungicas inhibidas por actinomycetes marinos.
EC, Escherichia coli ATCC 25922; SA, Staphylococcus aureus ATCC 25923; BS, Bacillus

subtilis ATCC 6639; CA, Candida albicans ATCC 90029

El detalle de la actividad antimicrobiana de las 31 cepas de actinomycetes sobre las cuatro
cepas de referencia se muestra en la tabla 7. Algunos aislados presentaron un espectro de
inhibicion amplio. Del total de cepas con actividad, 12 (38,7 %) presentaron antagonismo sobre
ambos Gram positivos. Las 4 cepas que inhibieron a E. coli también lo hicieron contra uno o
ambos Gram positivos de referencia. Asimismo, 7 cepas (22,6 % del total de cepas positivas)
inhibieron simultaneamente a Gram positivos y C. albicans. En contraste, la cepa UACH 24

(Streptomyces sp) fue la tnica que exhibio actividad contra todas las cepas indicadoras.

En las figura 10 y 11 se muestran fotografias de algunos ensayos de antibiogramas usando

cepas de actinomycetes marinos contra cepas bacterianas y fungicas de referencia.



Tabla 7. Actividad antimicrobiana de 31 actinomycetes marinos contra cepas de referencia.

Cepa Tapiz indicador
E. coli  S. aureus B. subtilis C.albicans
1 UACH 005 0 0 0 19
2 UACH 008 0 0 0 21
3 UACH 009 0 20 19 27
4  UACHO010 0 16 13 0
5 UACH 011 13 0 15 0
6 UACHO014 0 16 21 14
7 UACHO015 0 0 18 0
8 UACH 016 0 0 0 20
9 UACHO017 0 19 24 0
10 UACHO019 0 0 0 20
11 UACH 020 0 0 0 21
12 UACH 021 0 11 11 0
13 UACH 022 0 0 0 17
14 UACH 024 21 32 24 14
15 UACH 025 0 0 0 22
16 UACH 026 0 0 0 16
17 UACH 027 0 0 0 20
18 UACH 029 12 14 0 0
19 UACH 033 12 12 17 0
20 UACH 034 0 0 13 0
21 UACH 035 0 12 0 17
22  UACH 037 0 0 21 0
23  UACH 038 0 16 14 16
24 UACH 041 0 21 22 0
25 UACH 042 0 0 26 0
26 UACH 043 0 0 0 20
27 UACH 044 0 28 20 0
28 UACH 045 0 16 15 41
29 UACH 046 0 0 0 21
30 UACH 047 0 0 0 20
31 UACH 052 0 25 17 12

La sensibilidad de la cepa indicadora frente a la cepa marina se expresa como el
diametro del halo de inhibicion (mm) alrededor de un disco de agar de 11 mm
con la cepa viva después de una incubacion a 20 = 1° C por 16-18 h.

28
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Figura 10. Actividad antimicrobiana de cepas de actinomycetes marinos

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Bacillus subtilis ATCC 6639.
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TAPIZ : Candida albicans ATCC 90029

UACH 043 —§ | “ UACH 045

UACH 020

Figura 11. Actividad antimicrobiana de cepas de actinomycetes marinos sobre Candida

albicans ATCC 90029.
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6. DISCUSION

Se considera que una condicion que deben tener los futuros programas de ‘screening’ es
la busqueda de nuevos metabolitos con potencial farmacoldgico en ambientes no explorados con
anterioridad (Nolan & Cross, 1988). Hasta ahora la busqueda de especies de microorganismos
productores de nuevas moléculas bioactivas se ha enfocado en los ambientes terrestres, siendo los
actinomycetes y microhongos los mas antagonicos. Sin embargo, hoy en dia se considera que el
ambiente marino también constituye un importante recurso para la obtencion de nuevos
productos naturales para el tratamiento de enfermedades infecciosas (Fenical, 1993; Jensen &

Fenical, 1994; Sponga et al., 1999; Donia & Hamann, 2003).

Los océanos del mundo cubren casi dos tercios de la superficie terrestre y se considera
que posee la mayor riqueza filogenética, con 34 de los 36 phyla representados y mas de 300.000
especies de plantas y animales descritos (Donia & Hamann, 2003). En este sentido, es imperativo
explorar mas intensamente el habitat marino y su biota, para asegurar un flujo continuo de
metabolitos que sean candidatos a nuevas drogas. En efecto, los organismos marinos han
desarrollado capacidades metabolicas y fisioldgicas unicas, diferentes a las de sus contrapartes
terrestres, las cuales estarian destinadas a facilitar la supervivencia en el ambiente marino, un
concepto apoyado por numerosas publicaciones que describen las interacciones intra e
interespecificas. Factores como competencia por espacio y nutrientes, adhesion a superficies
sumergidas (fouling) y predacién, constituyen presiones selectivas que han llevado a la evolucion
de moléculas unicas, distintas a las producidas por organismos terrestres en estructura y actividad

biologica (Fenical, 1993; Engel et al., 2002; Donia & Hamann, 2003).
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La bioprospeccion del ambiente marino ha llevado al descubrimiento de mas de 12.000
compuestos nuevos y este numero aumenta rapidamente (Donia & Hamann, 2003). Segiin Donia
& Hamann (2003) varios de estos productos marinos ya han sido desarrollados exitosamente por
la industria farmacéutica y el rango de propiedades farmacologicas incluye agentes antifingicos,

antihelminticos, antiprotozoarios, antibacterianos , antituberculosis y antivirales.

Tradicionalmente los programas de “screening” han privilegiado el aislamiento de
actinomycetes, debido a su conocida capacidad productora de sustancias antimicrobianas. Sin
embargo, es conveniente considerar otros microorganismos en los cuales también se ha
encontrado produccion de metabolitos bioactivos, como otros grupos bacterianos y microhongos
(Gauthier & Flatau, 1976; Girones et al.,1989; Christophersen et al., 1999; Cueto et al., 2001;
Henstchel, 2001). En este sentido, en el presente trabajo se utilizaron dos medios de cultivo, agar
marino 2216 y un medio con baja concentracién en nutrientes, para el aislamiento de bacterias
viables heterotroficas y oligotroficas, respectivamente, para posteriormente ensayar su actividad

bioldgica.

Los recuentos promedios de bacterias heterotroficas fluctuaron entre 509 ufc/mL y 766
ufc/mL, en Playa Rosada y San Ignacio, respectivamente. Estos nimeros son similares a lo
encontrados por Schadebrodt (1983), quien en un estudio orientado a evaluar la calidad
bacteriologica de agua de la Bahia de Corral obtuvo recuentos de bacterias heterotroficas entre

501 y 1.000 ufc/mL.
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Es necesario senalar que los recuentos en placa de bacterias marinas subestiman
apreciablemente el nimero de bacterias presentes en el agua. En efecto, se cree que no mas de un
1 % de los microorganismos viables en el agua son capaces de formar colonias visibles en medios
de agar (Fenical, 1993; Kaeberlein et al., 2002; Zengler et al., 2002). Este sesgo es inherente al
cultivo de microorganismos, ya que los actuales medios de cultivo presentan condiciones
extremadamente artificiales y no realistas, como lo son una alta concentracién de nutrientes
(éstos se encuentran en bajas cantidades en el agua de mar) y la carencia de nutrientes especificos
requeridos para el crecimiento (Zengler et al., 2002). Al respecto, se ha demostrado
recientemente que algunos microorganismos que no crecen en los medios de cultivo
tradicionales, si lo hacen en cultivo puro, si al medio se afiaden nutrientes especificos presentes

en su habitat (Kaeberlein et al., 2002).

La microbiota bacteriana heterotrofica y oligotrofica predominante en el agua y sedimento
consistid de bacterias Gram negativas, con una participacion superior al 70 %. En contraste, el
mayor porcentaje de bacterias Gram positivas no superd el 16 %. Estos resultados coinciden con
lo descrito por Rheinheimer (1987), quién sefiala que la mayoria de las bacterias marinas son
Gram negativas, con proporciones incluso mayores al 90 %. Similares resultados también son
reportados por Schadebrodt (1983), quien informé que en los sectores de El Canelo, Las Balizas
y Las Coloradas de Corral, los porcentajes de bacterias Gram negativas son: 77,7 %, 71 %, 74 %,

respectivamente.

En el presente trabajo, los géneros de bacterias Gram negativas mas frecuentes fueron

Vibrio y Alcaligenes. Estos géneros también han sido observados como predominantes por otros
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autores en ambientes marinos. Schadebrodt (1983) observdé un predominio de los géneros
Pseudomonas, Alcaligenes y Vibrio en la Bahia de Corral. A su vez, Macdonell & Hood (1982),
en un trabajo realizado en Perdido Bay, Alabama, hall6 en mayor cuantia a los géneros

Pseudomonas 'y Vibrio.

Entre los Gram positivos, el género predominante fue Bacillus que alcanzd su mayor
nimero en las bacterias oligétroficas de sedimento (9 %). Estos resultados estdn de acuerdo con
lo expresado por Rheinheimer (1987), quien sefiala que los microorganismos esporulados son

mas frecuentes en los sedimentos, no estando bien difundidos en el agua de mar.

De 290 cepas de bacterias heterotroficas y oligotréficas ensayadas, 7 mostraron actividad
antagonica contra alguna de las cepas indicadoras, dirigida principalmente contra S. aureus. Si
bien la proporcion de cepas activas puede parecer bajo, permite reafirmar la idea de que es
necesario incluir en futuros programas de ‘screening’ no sélo actinomycetes, sino también otros
grupos bacterianos. En esta linea, el hallazgo de actividad antagdnica en bacterias marinas no
actinomycetales ha sido reportada extensamente. Fudou et al. (2001) aislaron la mixobacteria
Haliangium luteum la cual producia un nuevo antibidtico poliinsaturado denominado
haliangicina, el cual present6 una fuerte actividad contra hongos filamentosos como Aspergillus
niger y Aspergillus fumigatus, comparable a antibioticos polienos como amfotericina B y
nistatina. Gauthier & Flatau (1976), descubrieron que la bacteria marina pigmentada Alteromonas
luteoviolaceus, producia 2 tipos de sustancias antimicrobianas, un polisacarido acido difusible y
una sustancia intracelular bromada las cuales exhibieron actividad antibiotica en contra de

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Bacillus firmus. Otro hallazgo significativo
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es el realizado por Nagao et al. (2001) quienes encontraron que una bacteria marina del género
Bacillus, aislada desde el alga Schizymenia dubyi, producian antibioticos macrolactinas, las
cuales tienen efecto inhibitorio contra Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, ademas de
actividad citotoxica y antiviral. Por su parte Hentschel et al. (2001), aislaron desde la esponja
Aplysina cavernicola cepas bacterianas de los géneros Bacillus, Micrococcus 'y Vibrio, las cuales
poseian actividad antimicrobiana en contra de las especies Staphylococcus aureus 'y

Staphylococcus epidermidis multirresistentes

Los actinomycetes se han aislado desde habitats muy diversos, incluyendo suelos (Diaz
Corrales et al., 1997; Saadoun & Al-Momani, 2000), agua (Cross, 1981; Barcina et al., 1987,
Saadoun et al., 1999; Zaitlin et al., 2003), sedimentos (Barcina et al., 1987; Ellaiah & Reddy,
1987) e invertebrados acuaticos (Mathew et al, 1994; Trischman et al., 1994). Historicamente, la
pesquisa de actinomycetes y sus metabolitos secundarios se ha realizado principalmente en
suelos, abarcando diferentes tipos de suelos, practicamente rastrillindose este ambiente en
diferentes latitudes (Xu et al., 1996; Diaz Corrales et al., 1997; Saadoun & Al-Momani, 2000;
Lee & Hwang, 2002). Los estudios realizados en Chile hablan de su busqueda en muestras de
suelo del extremo Sur-Austral, aislandose numerosas cepas con actividad antibacteriana y
antifungica (Garcia-Quintana et al.,, 1997.) Si bien los actinomycetes del suelo siguen
constituyendo una fuente de nuevos metabolitos de interés farmacologico, la disminucion en la
tasa de descubrimiento de nuevas moléculas ha llevado a reorientar la busqueda hacia otros
ambientes. En este sentido, la pesquisa de actinomycetes en ambientes acuaticos ha deparado el

hallazgo de metabolitos con estructuras unicas y posibles de ser usados en el area terapéutica.
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Si bien son los estudios en ambientes de agua dulce los que han suministrado el mayor
volumen de informacion sobre la distribucion de los actinomycetes en los sistemas acuaticos
(Cross, 1981; Zaitlin et al., 2003), en los tltimos afos se ha avanzado bastante en la comprension

de la ecologia de los actinomycetes en los ambientes marinos.

Aunque el medio caseina-almidon ha sido ampliamente utilizado para el aislamiento de
actinomycetes desde diferentes tipos de muestras, tanto de ambientes terrestres como acuaticos,
en el presente estudio el nimero de actinomycetes aislados sobre este medio de cultivo fue bajo.
Esto podria deberse a que este medio incluye como fuente de carbono almidon o glicerol, los
cuales no son nutrientes representativos de los utilizados por los microorganismos en el medio
marino. Futuros estudios sobre actinomycetes podrian considerar por ejemplo el uso de quitina
como fuente de carbono, ya que varios estudios demuestran un aumento en la recuperacion de
actinomycetes desde muestras marinas cuando se incluye este compuesto en los medios de

aislamiento (Pisano et al., 1986, 1992).

El bajo nimero de actinomycetes aislados no permitidé conocer su abundancia en las
muestras analizadas (expresada como ufc/g o ufc/mL) y de paso averiguar la proporcion de la
poblacion de actinomycetes en relacion a la poblacién microbiana viable total. Takizawa et al.
(1993), estudiando la distribucion de actinomycetes en la Bahia de Chesapeake en Estados
Unidos, reportaron que la proporcion de actinomycetes en la poblaciéon microbiana total fluctuaba
entre 0,36 y 8,63 %. Similares proporciones fueron encontradas por Barakate et al. (2002) en

suelos de Marruecos (0,5 - 8,70 %).
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En el presente estudio, se observd un predominio de Streptomyces spp, lo que es
consistente con lo informado en la literatura. Ellaiah & Reddy (1987), en un estudio realizado
en las costas de la India en sedimentos marinos, encontraron un predominio de Streptomyces
(72,8 %) y Micromonospora (15 %). Barcina et al. (1987) partir de muestras de agua y sedimento
marinos colectadas en Espafia, también observaron un predominio de Streptomyces. Asimismo,
numerosos estudios demuestran que géneros como Streptomyces también predominan en diversos
tipos de suelo (Xu et al., 1996; Diaz Corrales et al.,1997; Barakate et al., 2002; Lee & Hwang,

2002; Saadoun & Gharaibeh, 2002).

Los resultados de la caracterizacion de los Streptomyces segun el color de su micelio
aéreo maduro muestran un predominio de los aislados de la serie gris (41,03 %), los cuales se
aislaron mayoritariamente desde Los Molinos, mientras que los menos representados fueron las
cepas de la serie amarilla (5,13 %). Diversos autores han demostrado que los Streptomyces de la
serie gris son los mas comunes, tanto en suelos como en hébitat marinos. Saadoun et al. (1999),
analizaron la morfologia y actividad antimicrobiana de Streptomyces aislados desde estanques de
acuicultura y observaron un predominio de representantes de la serie gris, seguidos por aislados
de la serie amarilla. En ambientes terrestres Saadoun & Gharaibeh (2002), al estudiar los
Streptomyces aislados desde suelos de Jordania, informaron que de 292 aislados, 101 (35 %)
correspondian a representantes de la serie gris, seguidos por los de la serie blanca (30 %).
Similares resultados fueron obtenidos por Barakate et al. (2002), quienes observaron en la
rizosfera de suelos de Marruecos el dominio de los aislados de la serie gris (40 %), siendo los

menos representados los de la serie roja (2 %).
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En este estudio, de 45 cepas de actinomycetes aisladas- mayoritariamente Streptomyces-
31 fueron antagonicas, dirigiéndose la actividad principalmente hacia B. subtilis y C. albicans.
Mas atn, algunas cepas exhibieron un espectro de inhibicién mas amplio, presentando actividad
contra S. aureus y B. subtilis (e.g. cepas UACH 010, UACH 017 y UACH 041), Gram negativos
y Gram positivos (e.g. cepas UACH 29 y UACH 33), contra Gram positivos y Candida albicans
(e.g. cepas UACH 009, UACH 014 y UACH 45) e incluso contra todas las cepas indicadoras
(cepa UACH 24). Estos resultados son promisorios e indican el potencial de los actinomycetes

marinos como una rica fuente de nuevos compuestos antimicrobianos.

Indudablemente, el resultado mas destacable del presente estudio es la notoria actividad
de los actinomycetes marinos contra C. albicans. En efecto, la mayoria de los trabajos revisados
sobre antibiosis en actinomycetes marinos, describen actividad principalmente contra Gram
positivos como S. aureus o B. subtilis. No obstante, la mayoria de los estudios también describen
una baja actividad contra Gram negativos. Pisano et al (1989), reportaron que un 46 % de los
actinomycetes aislados desde sedimentos marinos exhibian actividad antimicrobiana,
principalmente contra Gram positivos, siendo B. subtilis el mas sensible, mientras que solo el 5 %
de los aislados inhibieron a E. coli. Barcina et al. (1987) informaron que el 47 % de los
Streptomyces marinos presentaron actividad contra B. subtilis y s6lo un 8 % contra E.coli. A su
vez, Pisano et al. (1992) encontraron que el 58 % de los actinomycetes aislados desde sedimentos
marinos presentaban actividad contra B. subtilis, un 50 % contra S. aureus y s6lo un 11 % contra

E. coli.
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La actividad antifungica de actinomycetes marinos fue reportada por Pisano et al. (1992)
quienes hallaron que Candida krusei era susceptible al 49 % de los aislamientos marinos,
mientras que C. albicans era inhibida por el 32 %. Estos autores también informaron
antagonismo contra los hongos filamentosos Aspergillus niger, Trichoderma viride y Fusarium
moniliforme, atribuyendo la actividad antifungica principalmente a antibioticos polienos, como

heptaenos.

Actividad contra Gram negativos fue informada por Angulo et al. (1987) y Ellaiah &
Reddy (1987). Angulo et al. (1987), analizaron la actividad antimicrobiana de actinomycetes
marinos contra 15 cepas de Gram negativos patogenos de peces y moluscos y encontraron que el
60 % de los aislados inhibian al menos a uno de las cepas indicadoras. La actividad se dirigié
principalmente contra Yersinia ruckery, Vibrio anguillarum y Aeromonas hydrophila. Por su
parte, Ellaiah & Reddy (1987) encontraron que de 19 cepas de Streptomyces activas aisladas
desde sedimentos marinos, el 47,4 % inhibia a E. coli. Estos autores también reportaron actividad

contra los hongos 4. niger (36,8 %)y C. albicans (26,3 %).

Si bien los ensayos de antibiosis usando cepas vivas constituyen la aproximacion inicial
en los programas de ‘screening’, es fundamental en la busqueda de nuevos metabolitos el ensayo
rapido de extractos bacterianos y el posterior andlisis estructural de la molécula a través de
metodologia NMR. Estos estudios han revelado una enorme cantidad de moléculas bioactivas
estructuralmente nuevas a partir de actinomycetes marinos (Pathirana et al., 1991; Fenical, 1993;
Ford et al., 1998; Capon et al., 2000; Yamada et al., 2002). Yamada et al. (2002) descubrieron un

nuevo macrolido denominado halichoblelida, el cual presentd una fuerte actividad antitumoral
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contra la linea celular murina P388 y 39 lineas celulares cancerigenas humanas. Esta nueva
molécula se aislo desde una cepa de Streptomyces hygroscopicus, que a la vez fue aislada desde
el pez marino Halichoeres bleekeri. Capon et al. (2000) aislaron dos nuevas amidas aromaticas
denominadas lorneamidas A y B, las cuales se aislaron desde un cultivo de un actinomycete
marino obtenido desde las costas de Australia. Las lorneamidas son moléculas con esqueletos
carbonados no descritos antes en la literatura. Lorneamida A exhibi6 actividad contra B. subtilis
con una LDgg de 50 pug/mL. Biabani et al. (1997) aislaron desde un aislado de Streptomyces
marino un nuevo metabolito del tipo pluramicina llamado 6-indomycinona, el cual mostrdé un
MIC de 113 pg/mL contra B. subtilis. Por su parte, Pathirana et al. (1991), encontraron a partir
de una cepa de un actinomycete marino un nuevo glicosido macroélido al que denominaron
maduralida, el que mostrd actividad antibidtica contra B. subtilis. Un interesante hallazgo fue
reportado por Tapiolas et al. (1991), quienes, a partir de un Streptomyces aislado desde la
superficie del coral gorgoniano Pacifigorgia sp, aislaron dos nuevos agentes citotdxicos,
octalactinas A y B, presentando el primero actividad citotdxica in vitro contra lineas celulares

cancerigenas humanas y murinas.

Si bien el medio caseina-almidon es muy utilizado para el aislamiento de actinomycetes,
una de sus limitantes es que favorece el crecimiento de algunos géneros, principalmente
Streptomyces. Este efecto también se observo en la presente investigacion, donde mas del 85 %
de las cepas aisladas sobre el agar caseina-almidon fueron Streptomyces spp. Sin embargo, el
descubrimiento de antibioticos desde nuevas especies de actinomycetes no pertenecientes al
género Streptomyces, hace necesario reorientar la busqueda hacia el aislamiento de nuevos

géneros o especies productoras. En este sentido, para maximizar el aislamiento de los
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denominados ‘géneros raros’, se emplean métodos de aislamiento selectivos orientados a géneros.
Este es un enfoque no exento de problemas, ya que implica el desarrollo de medios de cultivo
especializados, empleo de pretratamientos en las muestras, tiempos de incubacién mas
prolongados, asi como el uso de antibacterianos, que inhiban el crecimiento de bacterias
competidoras, incluyendo otros actinomycetes (Nolan & Cross, 1988). Esta aproximacion ha
renovado la pesquisa de antimicrobianos y ha significado el descubrimiento de nuevas especies y
géneros de actinomycetes, asi como de nuevos compuestos de importancia farmacoldgica.
Ejemplo de ello es el género Actinoplanes, desde el cual se han obtenido mas de 120 antibidticos,
como por ejemplo la purpuromicina producida por A. ianthinogenes ATCC 21884 y lipiarmicina

obtenida desde A. deccanensis ATCC 21938 (Lazzarini et al., 2000).

Finalmente, se acepta la hipotesis que en el agua y sedimentos marinos de la costa de
Valdivia, algunos aislados de la poblacion bacteriana cultivable presentan actividad antagénica

sobre bacterias y hongos de referencia.
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7. CONCLUSIONES

o  La poblacion bacteriana heterotrofica y oligotréfica viable en el agua y sedimento de la
costa de Valdivia consisti6 mayoritariamente de bacterias Gram negativas, siendo los

principales géneros Vibrio y Alcaligenes.

o  Lapoblacion de actinomycetes estd formada principalmente por Streptomyces sp. de la serie

gris.

o  El bajo nimero de cepas de actinomycetes obtenidos sefiala la necesidad de utilizar, ademas

del medio caseina- almidon, otros medios selectivos y/o pretratamientos, a fin de aumentar

el nimero y diversidad de los actinomycetes aislados

o El 68,9 % de los actinomycetes presentaron actividad antimicrobiana, la cual se dirigié

principalmente contra la levadura C. albicans.

o  Finalmente, la hipotesis de trabajo se acepta.
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ANEXOS

Recuentos promedios de bacterias heterotroficas y oligotroficas viables en muestras de agua y

sedimentos de tres sitios de muestreo de la costa de Valdivia.

Los Molinos San Ignacio Playa Rosada
Bacterias heterotroficas en
639 766 509
columna de agua (ufc /mL)
Bacterias heterotroficas en
68.277 47.966 39.400
sedimentos (ufc/g)
Bacterias oligotroficas en columna
644 3.815 % 396
de agua (ufc /mL)
Bacterias oligotroficas en
48.666 46.333 75.600

sedimentos (ufc/g)

* Indica una diferencia significativa entre estaciones (o = 0,05)
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