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RESUMEN

Se emplearon dos métodos microbiolégicos para estudiar el antagonismo de 5 cepas de Zymomonas mobilis
spp., frente a Proteus mirabilis y Salmonella sp. el método cldsico de Ritter y el método ecométrico modifica-
do. En el presente trabajo se demostrd el efecto antagénico de- Zymomonas mobilis 560, Zymomonas mobilis
mobilis 1 'y Zymomonas mobilis pomaceae 1 al inhibir el crecimiento de Proteus mirabilis y Salmonella sp.;
antagonismo que fue corroborado con el método ecométrico modificado; en el cual valores de ICA inferiores a
2 alternaban con halos de inhibicion que oscilaban entre los 3 y 10 mm de didmetro.

Palabras clave: antagonismo microbiano, método ecométrico modificado, Proteus mirabilis, Salmonella sp.,
Zymomonas mobilis sp.

ABSTRACT

Two methods were employed in this work to study the antagonism of 5 strains of Zymomonas mobilis spp.
versus Proteus mirabilis and Salmonella sp: the classic method of Ritter and a modified ecometric method. The
results obtained showed the antagonic effect of Zymomonas mobilis 560, Zymomonas mobilis mobilis 1 and
Zymomonas mobilis pomaceae 1 when inhibit the growth of Proteus mirabilis and Salmonella sp; antagonism
that was corroborated with the modified ecometric method; in which ICA values lower than 2, alternated with
inhibition areas that oscillated between the 3 and 10 mm of diameter.

Key words: Microbial antagonism, Modified Ecometric Method, Proteus mirabilis, Salmonella sp., Zymomonas
mobilis spp.

INTRODUCCION desarrollada; lo que ha facilitado la trasmisién

' : horizontal y vertical de los mecanismos
Los patgenos empleados eneste estudio apa-  mglecylares de resistencia, haciendo mds di-
recen en procesos infecciosos como, diarrea, i Jos tratamientos posteriores e incrementa
disenterfa y septicemias como la causada por gy costo (Poutou R.A., et al, 1999). En la ac-
la fiebre tifoidea; igualmente aparecen en ca-  yalidad se utilizan los probidticos, sustancias
sos de neumonia cuyo agente etiol6gico € ge caracter nutritivo suplementadas con
Klebsiella pneumoniae; gérmenes como E. microorganismos que regulan el pH intestinal,
coli, Proteus spp., Klebsiella sp. Y  producen vitaminas, regulan la carga
Enterobacter sp., pueden encontrarse en heri- e ophiang patégena; resultando en produc-
das traumdticas y en incisiones abdominales o5 pepeficiosos para el hombre; por ofra par-
posteriores a cirugia (KonemanE., e1al,1999). ¢ esmdios realizados en Brasil reportan la
Este tipo de patégenos se ha convertidoenun  yplicacién terapéutica de Zymomonas mobilis
problema de salud piblica, debido a la alta sp., en casos de infecciones ginecoldgicas, sin
prevalencia y a la resistencia antimicrobiana  paper encontrado actividad antagénica
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(Calazas G., et al, 1997). El presente trabajo
evalia el efecto antagénico de cepas de
Zymomonas mobilis spp. frente a Salmonella
Sp., y Proteus mirabilis. -

MATERIALES Y METODOS
Area y tipo de estudio

Este es un trabajo observacional-descriptivo,
y fue realizado en el Laboratorio de Biotec-
nologia Aplicada, Departamento de Microbio-
logia, Facultad de Ciencias de la Pontificia
Universidad Javeriana, Bogotd, D.C. Colom-
bia, Sur América.

Microorganismos empleados, conﬁrmacmn
bioquimica y conservacion

Se utilizaron 5 cepas de Zymomonas mobilis
previamente caracterizadas como: Zymomonas
mobilis 560 (Zm 560) de la coleccién espafio-
la de cultivos tipo (CECT); ATCC 29191.
Zymomonas mobilis mobilis 1 y 2 (Zmml,
Zmm?) y Zymomonas mobilis pomaceae 1y
2 (Zmpl, Zmp2), previamente caracterizadas
y conservadas en medio liquido estdndar
(MLS), (extracto de levadura 0.5 g/l, D-glu-
cosa 2 gfl, ciclohexamida 0.004 g/l, penicili-
na 0.004 g/l + glicerol 30% v/v) a-70°C, pro-
venientes de la coleccién bacteriana del La-
boratorio de Biotecnologia Aplicada (Amador
E., etal., 1994; PoutouR., et al., 1994; Poutou
R.A. et al., 2000). Departamento de Micro-
biologfa, Facultad de Ciencias. Pontificia Uni-
versidad Javeriana, Bogotd, D.C., Colombia,
Sur América. Los microorganismos patégenos
empleados fueron Proteus mirabilis y Salmo-
nella sp, proporcionados por el Laboratorio
de Microbiologia Especial, Departamento de
Microbiologfa, Facultad de Ciencias, Ponti-
ficia Universidad Javeriana, Bogotd, D.C.,
Colombia, Sur América.

La confirmacién de las cepas patdgenas se
realizé empleando el sistema Api 20 (bio
Merieux, Inc). El sistema fue inoculado con
una suspensién de cada microorganismo en
solucién salina al 0.85% p/v; se incubé a 37°C

durante 12 h. La interpretacién de las reaccio-
nes produjo un nimero de biotipo que fue in-
corporado en una base de datos electrénica
para la identificacién. A partir de las cepas
patdgenas se prepard un inéculo en 25 ml de
caldo tetrationato en agitacion a 200 r.p.m.
durante 48 horas, posteriormente se mezclo el
cultivo axénico con igual volumen de caldo
Tetrationato suplementado con glicerol al 60%
v/v, para una concentracién final de glicerol
de 30% v/v. Las alicuotas de 1 ml fueron con-
servadas a-70°C (Amador E., et al., 1994;
Poutou R., er al, 1994). Una vez conservadas
las cepas se evalud la pureza y la viabilidad
por coloracién de Gram y recuento en medios

especificos (Koneman E., et al., 1999).

Meétodo ecométrico

Este método permitié seleccionar el medio de
cultivo 6ptimo para el crecimiento de los
microorganismos. Las diferentes cepas de Zm
fueron estriadas en agar Muller Hinton y se
incubaron a 30°C por 24-48 h en microa-
erofilia; posteriormente se leyé el indice de
crecimiento absoluto —ICA~. Las cepas
patégenas se estriaron en agar WL (extracto
de levadura 4 g/l, hidrolizado de caseina 5 g/l,
D-glucosa 50 g/1, KH,PO, 0.55 g/l, KCL 0.425
g/l, CaCl, 0.125 g/l, MgSO, 125 g/l, FeClL,
0.0025 g/1, MnSO, 0.0025 g/l, verde
bromocresol 0.022 g/l, Agar-agar 15 g/l, pH
5.5 +/- 0.2). Las cajas igualmente divididas
en 4 cuadrantes con las 5 estrias paralelas por
cuadrante y una central se incubaron a 37°C
durante 24-48 h y se leyé el ICA (Martinez
M., et al., 1999).

Cinética de crecimiento de las cepas de
Zymomonas mobilis

Las cepas de Zymomonas mobilis fueron sem-
bradas en precultivos con 5 ml de medio MLS
y se cultivaron a 30°C a 150 r.p.m. durante 3
dias en microaerofilia; pasado este tiempo se
inocularon 50 ml de MLS; con este volumen
se inocul6 200 ml MLS fresco durante 24 ho-
ras bajo similares condiciones de cultivo; la
cinética de crecimiento fue evaluada por den-
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sidad 6ptica a 540 nm cada 2 horas. De cada
muestra se obtuvo cultivo total, sobrenadante
y “peller”; estos iiltimos se obtuvieron por
centrifugacién a 4.000 r.p.m. durante 15 mi-
nutos a temperatura ambiente. Los datos de la
cinética fueron ajustados a un modelo de méxi-
ma similitud (Pedroza A.M., et al., 1997) de-
finido por la férmula:

(Abs_ /(1 +e®ds @  -T ),

medio  real de fermentacin

Donde:

Abs__ = Abs méxima alcanzada por el micro-
organismo;

Abs . =Y Abs médxima alcanzada por el

microorganismo;

T .4, = tiempo que demora el uucroorgams-

mo en alcanzar la Abs .

T e e ermenacion = = horas de muestreo en la fer-

mentacién.

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Se realizé el método de difusidn en placa de
Kirby - Bauer con los signientes antimi-
crobianos: eritomicina (15 mg), gentamicina
(10 mg), tetraciclina (30 mg), aztreonan (30
mg), dcido nalidixico (30 mg), norfloxacina
(10 mg), ciprofloxacina (10 mg), citro-
furantoina (300 mg), cloranfenicol (30 mg)
(Thornsberry C., 1991). .

Métodos para Ia deteccién del antagonismo

Para determinar el efecto de las cepas de Zm
sobre los agentes patdgenos, se reahzaron los
siguientes métodos: -

Meétodo de Ritter (Farias M., 1994). La cepas
de Zm fueron cultivadas'en MLS, con atmds-
fera de CO,, bajo las condiciones descritas
previamente. Por otra parte se utiliz6 una sus-
pensidn de los microorganismos patdgenos, en
caldo BHI igualando al patrén 0.5 de Mc
Farland, y se realizé una siembra masiva de

estos sobre medio WL agar, Una vez sembra-
dos los patdgenos se perforaron pozos de 5
mm de didmetro en el agar, los que fueron
inundados con “peller” resuspendido en NaCl
0,85% p/v, sobrenadante y cultivo total de las
diferentes horas de fermentaci6n de las cepas
de Zm. Las cajas se incubaron a 30°C por 24
horas; tiempo después del cual se Ieyeron los
halos de inhibicién.

Método ecométrico modificado (Martin A.
Bayona)

La modificacién consistié en mezclar con el
agar a emplear en el método ecométrico tradi-
cional el cultivo de Zm en una proporcién
medio: microorganismo de 1:3. Con esta mez-
cla se sirvieron las cajas de “petri” y se proce-
dié normalmente segiin lo descrito anterior-
mente .

Todos los resultados obtenidos provienen de
promediar al menos 3 réplicas de cada experi-
mento.

RESULTADOS
Reidentificacion bioquimica de las cepas

Después de 4 dfas de crecimiento, para Zm se
observaron colonias puntiformes, con bordes
regulares, cremosas, convexas - lisas de color
verde; presentando acidificacién en el medio
de cultivo. Microscépicamente se observaron
bacilos y cocobacilos Gram negativos,
pleomdrficos en forma de cadena, rosetas y
filamentos, que se ajustan a las caracteristicas
macro y microscépicas de Zm (Poutou, R.A,,
et al, 2000).

La coloracién de Gram y los resultados del
sistema Api 20 correspondieron con lo repor-
tado segiin Bergey’s 1994 para los microor-
ganismos patégenos.

Método ecométrico

Las cepas patdgenas presentaron crecimiento
en todos los medios en que fueron sembradas;
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sin cambios en la morfologia de las colonias
o en su tamaiio. En el caso de las cepas de
Zymomonas mobilis spp., se evidencié un
crecimiento pobre en agar Muller Hilton (tabla 1).

Antibiograma

Una vez determinados los didmetros de las
zonas de inhibicién para cada antibiético, se
encontrd que los antibiéticos con mayor efec-
tividad eran gentamicina (10 mg) y aztreonan
(30 mg); por estd razén se usaron como con-
troles positivos para los métodos de estudio
del antagonismo (tabla 2). Proteus mirabillis
result ser resistente a la tetraciclina (30 mg) .

Cinética de crecimiento

La cinética de crecimiento de Zmm 560, mos-
tré un perfodo de adaptacion rdpido, seguido
por un periodo pronunciado de crecimiento
exponencial de la hora 6 hasta la hora 26. La
fase estacionaria se desarrollé de la hora 26 a
la 32 con una m = 0.20 b, para luego conti-
nuar con la fase de declinacién o muerte. La
cinética de crecimiento de Zmm1 muestra una
fase de adaptacién corta; de la hora 2 a la 29
se mantuvo la fase de aceleracidn logaritmica,
hasta alcanzar la fase estacionaria a la hora 32
con upa m = (.18 h'; posteriormente llegd a
la fase de muerte. La cepa Zmm2 mostré una
fase de adaptaci6n ripida. La fase exponencial
demostré que de la hora 2 a la 12 el creci-
miento es lento pero de la hora 12 ala 23 ocu-
rre un incremento del crecimiento alcanzando
la fase estacionaria con una m = 0.15 h! para
luego continuar con la fase de declinacién (fi-

gura 1).

La cinética de crecimiento de Zmp] presentd
un perfodo de adaptacién corto, una fase
logaritmica larga hastalahora17conm =35I
1-1a fase estacionaria se extendi6 desde la hora
26 ala 32 se. Zmp?2 present6 una fase de adap-
tacién corta, una fase logarftmica constante
con un méximo de crecimiento a la hora 26
con una m = 35.7 h! (tabla 3, figura 1).

Métodos antagonistas
Método de Ritter

Los resultados del ensayo de Ritter frente a
las bacterias patégenas indicaron que el
“pellet” no produjo efecto antagdnico durante
la cinética de crecimiento de las diferentes
cepas de Zm (datos no mostrados). Los
sobrenadantes y los cultivos totales de Zmm
560 y Zmm1l inhibieron el crecimiento de
Proteus mirabilis (figuras 2A y 2B). Zmpl
produjo inhibicién a partir de la hora 17 sobre
Proteus mirabilis y Salmonella sp. (figura 2).

Meétodo ecométrico modificado

Los resultados obtenidos con este método
muestran ICAs inferiores a 2 los cuales se
corroboran con los valores altos de halos de
inhibicién del crecimiento producidos en las
muestras de cultivo total y sobrenadante se-
gtin el método de Ritter (figuras 2 y 3).

DISCUSION

El método ecométrico demostrd que el medio
Muller-Hinton no fue el més apropiado para
el crecimiento de Zymomonas mobilis spp.,
debido al desarrollo escaso y a que adi-
cionalmente no present6 una clara morfolo-
gia, haciendo imposible determinar sus carac-
terfsticas macroscépicas, lo que no concuerda
con los resultados de Vallejo M., er al., 1999
donde emplearon agar Muller — Hinton como
medio de cultivo para el desarrollo de Zm, en
los métodos de estudio antagonista. Por este
motivo fue seleccionado el medio WL como
el més apropiado tanto para el crecimiento de
Zm como para los patbgenos , presentando
ICAs de 5 (tabla 1).

Al trabajar con el cultivo total de Zm se ob-
servé un comportamiento inversamente pro-
porcional entre los métodos de Ritter y el
método ecométrico modificado, mostrando
que mientras en uno se observaban halos de
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inhibicién en el otro, el ICA era inferior a 2;
demostrando asf que el método ecométrico
modificado es de gran ayuda para corroborar
los resultados del método de Ritter (figura 3).
Nétese que los resultados del antibiograma
(tabla 2), en comparacién con los resultados
del método de Ritter (figura 3), muestra que
Zm en algunos casos presentd un halo de in-
hibicién, superior al obtenido frente los
antibiéticos empleados; demostrando que el
producto de la fermentacién podria ser mds
eficaz frente a Proteus mirabilis y Salmonella
sp., que la terapia farmacolGgica.

Durante toda la fermentacién de Zmm 560, se
comprobd la presencia e incremento en las
concentraciones del metabolito t6xico debido
a la aparicién de halos de inhibicién al
enfrentarlo con un cultivo de Proteus mirabillis
(figuras 2 y 3). El sobrenadante y el cultivo
total obtenido de Zmm1 mostraron efecto an-
tagénico contra Proteus mirabilis, ain en la
fase de adaptacién cuando la bacteria estd
empobrecida en metabolitos al encontrarse en
periodo de adaptacién al nuevo medio de cul-
tivo.

En la cinética de crecimiento de Zmp1 se ob-
servé efecto inhibitorio a partir de la hora 17
contra Proteus mirabilis, (figuras 2 y 3) pre-
sentando halos de diferentes didmetros sien-
do los mds representativos en la hora 32 'y 35
(figura 3A). También se evidenci6 efecto an-
tagdnico contra Salmonella sp., pero con did-
metros constantes y pequefios durante la
cinética (figuras 2C y 2D); demostrando que
de las 5 cepas de Zm, Zmp1, es la que produ-
ce mds sustancias inhibitorias durante el cre-
cimiento. Zmp 2 no presentd efecto inhibito-
rio contra ningln agente patolégico durante
su fermentacién.

Las cepas aut6ctonas Zmpl demostraron te-
ner efecto inhibitorio contra Proteus mirabilis
y Salmonella sp. a partir de la hora 17 con
halos de 3-8 mm y 2 mm de didmetro res-
pectivamente, a diferencia de la cepa control
Zmm 560 de la coleccién de Espafia que sélo

present6 efecto inhibitorio contra Proteus
mirabilis con halos de 2-10 mm.

De esta forma se demostré que Zmm 560,
Zmm1, Zmp] liberan una sustancia con efec-
to inhibitorio frente a los patgenos Salmone-
lla sp., y Proteus mirabilis; éste dltimo co-
rresponde a la segunda especie de enterobac-
terias que con mayor frecuencia se encuen-
tran en aislamientos de laboratorio; es un
uropatégeno por excelencia, al facilitar la pro-
duccién de cdiculos renales debido a sus
fimbrias y flagelos que le permite colonizar el
urotelio rdpidamente apareciendo en cualquier
aislamiento; lo que demuestra su amplio es-
pectro de sobreinfeccién en casos de heridas,
neumonia y sepsis en pacientes inmunosu-
primidos. La mayor parte de los aislamientos
nosocomiales de Proteus mirabilis son indol-
positivo, caracteristica que los hace resisten-
tes a aminoglucosidos, requiriendo el uso de
nuevas b-lactamasas o de quinolonas. El anti-
bidtico de eleccién es la ampicilina con dosis
de 0.5 g cada 4 6 6 horas y cuando la infec-
cién es muy grave se administra 6 a 12 g por
via parenteral; otro microorganismo que pre-
sentd inhibicién fue Salmonella sp. que tiene
una alta especificidad por el huésped requi-
riendo aproximadamente 10° —10° gérmenes
para producir una infeccién; encontrdndose en
aviarios, seguida por carne bovina y porcina
(Mattar S., et al., 1998).

Debido a las complicaciones de resistencia
causadas por Proteus mirabilis y Salmonella
sp, Zm se muestran como una gran alterativa
terapéutica al generar efecto inhibitorio con-
tra estos 2 patGgenos, ya que en Colombia las
infecciones nosocomiales complican el trata-
miento de pacientes, prolongando la infeccién
e incrementando el costo del cuidado hospita-
lario (Mattar S., et al., 1998).

Se determiné que Zmm 560, Zmml y Zmpl
producen sustancias extracelulares que le con-
fieren competitividad frente a Proteus
mirabilis y Salmonella sp. de manera similar
al trabajo realizado en Brasil con cultivo total
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de Zm como terapia ginecoldgica, impregnan-
do los isopos con la bacteria e introduciéndo-
lo en la cavidad vaginal de las pacientes; ob-
teniendo el 76% de recuperacién (De Souza
C., etal., 1973).
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Tasra 1. Resultados del método ecométrico en medio WL.

Microorganismo Estrias Estrias ica ICA ICR
valor 0,2 valor 1 experimental tedrico
Candida albicans (interferente) 0.8 0.0 0.8 2.0 0.4
Proteus mirabilis 4.0 1.0 5.0 5.0 1.0
Salmonella sp. 4.0 1.0 5.0 5.0 1.0
Zymomonas mobilis mobilis 1 40 1.0 5.0 50 1.0
Zymomonas mobilis mobilis 2 4.0 1.0 5.0 5.0 1.0
Zymomonas mobilis pomaceae 1 4.0 1.0 5.0 5.0 1.0
Zymomonas mobilis pomaceae 2 4.0 1.0 50 5.0 1.0
Zymomonas mobilis mobilis 560 4.0 1.0 5.0 5.0 1.0
TasLaA 2. Resultados del antibiograma
Microorganismo ERI NOR C AN ATM- NA TE CIP GEN
Proteus mirabilis S, S S,, S, S, S,, R, S S,,
Salmonella sp. S, S, S,, S, S, S,, S, Si -

R: resistente; S: sencible; / intermedio; didmetro de la zona de inhibicién en mm
ERI: eritromicina; NOR: norfloxacina; C: clindamicina; ATM: aztreonan;
NA: 4cido nalidixico; TE: tetraciclina; GEN: gentamicina

TasLa 3. Cinética de crecimiento (Abs 540 nm de 1) de las cepas de Zymomonas
mobilis sp., en caldo MLS, 30°C, 150 r.p.m., 3 dfas. LN(Abs / Abs,) transformada

segiin modelo de méxima similitud.

Horas LN(Abs / Abs))
Zmm 560 Zmm 1 Zmm?2 Zmpl Zmp2

0 0.14 0.02 0.04 0.092 0.08
2 0.19 0.06 0.07 0.094 0.09
4
6

0.21 0.07 0.08 0.11 0.11
0.27 0.10 0.10 0.13 0.13

8 0.31 0.13 0.11 0.18 0.17
10 0.36 0.13 0.11 0.23 0.20
12 0.49 0.27 0.20 0.30 0.25
14 0.50 0.35 0.27 0.34 0.35
17 | 0.83 0.50 0.3 0.40 0.39
20 - 1.0 0.61 0.35 0.43 0.56
23 24 1.0 0.61 0.48 0.60
26 2.9 15 0.70 053 . 078
29 3.6 2.0 0.70 0.51 0.67
32 3.2 25 0.68 0.50 0.67
35 2.8 2.0 0.63 047 0.65

Julio-diciembre de 2007

23



Claudia M. Maldonado, Martin A. Bayona, Raiul A. Poutou .

£
c
[=]
<t
w0
g
£
<
[}
O
<
zZ
—d
~0— ZMM560
~0- ZMM1
—o— ZMM2
PR S O N O S N O S S T ¢
' 0 2 4 6 8 10 12 14 17 20 23 26 29 32 35 —o- ZMP2

Tiempo en Horas

Ficura 1. Cinética de crecimiento de las diferentes cepas de Zymomonas
mobilis sp., en caldo MLS, 30°C, durante 36 horas.
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Efecto antagonico de Zymomonas mobillis spp. fFente a Salmonella sp. p Proteus mirabilis

Ficura 2. Antagonismo de Zymomonas mobilis sp., vs. A: Proteus mirabilis (cultivo total). B:
Proteus mirabilis (sobrenadante). C: Salmonela sp., (cultivo total). D: Salmonela sp.,
(sobrenadante, (método de Ritter), medio WL.

Ficura 3. Antagonismo de Zymomonas mobilis sp., vs. I. Proteus mirabilis. 1. Salmonela sp.,
(método ecométrico modificado) medio WL. :
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