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Abstract: Bacteriafrom several groups of marine organisms were isolated and, using direct antibiograms, iden-
tified those that produce antibacterial substances, using a human pathogenic strain of Staphylococcus aureus
ATCC6538 as revealing microorganism. Bacteria which produce substances that inhibite S. aureus growth we-
re identified through morphological, physiological and biochemical tests. Out of 290 bacteria, 54 (18.6 %) in-
hibited the growth of S aureus, but only 27 survived for identification. Bivalves, sponges and corals were the
most represented from which 41.2, 33.3 and 29.7 %, respectively, produced antibacterial substances of the iso-
lated bacteria in each group. The marine species with highest proportions of these bacteria were the hard coral
Madracis decactis (62.5 %), the sponges Cliona sp. (57.1 %) and the octocoral Plexaura flexuosa (50.0 %). Out
of the 27 strains that produced antibacterial substances, 51.8 % were Aeromonas spp. and 14.8 % Vibrio spp.
Marine bacteria that produce antibacterial substances are abundant, most belong in the Vibrionacea group and

were isolated mainly from corals and bivalve mollusks.

Key words: Antibiotic, antibacterial substances, antibiosis, marine bacteria, Saphylococcus aureus.

La produccién de sustancias antibacteria-
nas por parte de poblaciones microbianas en
ecosistemas marinos se encuentra involucrada
dentro del proceso autodepurador del mar. Es-
tas sustancias, producto de las interrelaciones
ecolégicas, juegan un papel importante en €l
equilibrio de los microambientes marinos (De
Freitas y Fredrickson 1978, Fredrickson vy
Stephanopoulos 1981, Lemos et al. 1985) y re-
presentan fuentes potenciales de seleccion de
sustancias activas con posibilidad de ser apro-
vechadas por € hombre.

Una serie de investigaciones ha verificado
la potencialidad de bacterias marinas para €l
uso profilactico en cultivos de organismos
acudticos (Dopazo et al. 1988, Lodeiros et al.
1988, 1991, Gil et al. 1989, Tjahjadi et al.
1994, Austin et al. 1995), sugiriendo su aplica-
cién como biocontroles en epizootias. Por

gemplo, estudios en cultivo de larvas del can-
grejo Portunus trituberculatus comprobaron
que la aplicacion de cepas bacterianas aisladas
de las areas de cultivo promueve unamayor ta-
sa de supervivencia relacionada con la dismi-
nucién de bacterias patégenas del género M-
brio, debido a la produccion de sustancias an-
tibacterianas 0 ala competenciainterespecifica
entre la bacteria utilizada (probi6tico) y las pa-
tégenas (Nogami y Maeda 1992). Lodeiros et
al. (1989h) y Riquelme et al. (1997), en expe-
riencias para elaborar biocontroles de enferme-
dades bacterianas establecidas en criaderos lar-
varios (“hatcheries’), indujeron la enfermedad
vibriosis en larvas de los pectinidos Euvola
ziczac y Argopecten purpuratus, manteniendo
|os cultivos larvarios conjuntamente con otras
especies de bacterias marinasy demostrando el
caracter probidtico de estas Ultimas debido ala
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inhibicién del crecimiento de los gérmenes
patégenos por sustancias antibacterianas. Se-
gun estos resultados, se propuso como méto-
do alternativo para €l control de especies de
bacterias patdgenas en cultivos de vieiras, la
adicién de cultivos puros de bacterias aisladas
del medio natural capaces de secretar sustan-
cias inhibidoras de bacterias patégenas.

En el drea de la medicinay la farmacolo-
gia también se han realizado investigaciones
de notable importancia basadas en el manejo
de las bacterias marinas. Se ha detectado una
serie de escenarios que conducen a establecer
la utilidad como potenciales generadores de
sustancias antibidticas, antivirales, antitumora-
les, de actividad enziméticay metabolitos bac-
terianos relativos de la inmunologia béasica en
mamiferos, aportando conocimientos actuali-
zados en varios tratamientos como en el cancer
(Austin 1989, Lodeiros et al. 1989a, Fenical
1993, Mikhgjlov e lvanova 1994, Padilla et al.
1996, Canedo et al. 1997, Imamuraet al. 1997,

Ishida et al. 1997). Todas estas investigaciones
proponen a las bacterias marinas como orga-
nismos atrayentes para obtener beneficios para
lahumanidad. Debido a€ello, en el presentetra-
bajo se evalud la produccién de sustancias an-
tibacterianas a partir de bacterias aisladas de
diferentes organismos marinos con el objeto de
destacar y descartar fuentes de aislamiento de
bacterias marinas en funcién de la blsgueda de
sustancias antibacterianas.

MATERIALESY METODOS

Muestras representativas de moluscos,
equinodermos, corales blandosy duros, espon-
jas, zoantidos, actinarios, macroalgasy fanero-
gamas fueron recol ectadas manualmente en la
Ensenada de Turpialito, Morro de Chacopata y
Golfo de SantaFe (Fig. 1) y transportadas al La-
boratorio de Acuicultura del Ingtituto Oceano-
gréfico de Venezuela de la Universidad de

Fig. 1. Ubicacion geogréfica de la zona de muestreo. Los recuadros indican el area de recoleccion.

Fig. 1. Geographical location of the sampling zone. Boxes indicate the collection area.
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Oriente (IOV-UDO) en envases isotérmicos
conteniendo agua de mar aireada.

L as bacterias fueron aisladas de la superfi-
cie o biopeclicula externa de los organismos
mediante siembra directa con asa de inocula-
cion en agar marino (MA, Difco). Las placas
sembradas fueron incubadas a una temperatura
entre los 24-27 °C, durante 2 a 6 dias. Las co-
lonias bacterianas desarrolladas fueron aidla-
das aplicando siembras sucesivas en MA ein-
cubando a las mismas condiciones del proceso
de aisamiento. Los cultivos puros formados
fueron mantenidos en el mismo medio en ne-
veraa8-10 °C.

Los ensayos para la prueba de la actividad
antibacteriana de las sustancias producidas por
las bacterias marinas aidladas fueron realizados
siguiendo la metodologia de antibiosis directa
segun Gauthier (1976), con algunas modifica
ciones. el método consistio en sembrar por dise-

Fig. 2. Porcentaje de bacterias marinas aisladas de diferen-
tes grupos de organismos, que produjeron sustancias que
inhibieron el crecimiento en el germen revelador Staphylo-
coccus aureus ATCC 6538. Los nimeros en paréntesis re-
presentan el total de bacterias marinas aisladas en €l grupo
de organismos y el total de bacterias marinas productoras
de sustancias antibacterianas, respectivamente.

Fig. 2. Percentage of marine bacteria, isolated from diffe-
rent groups of marine organisms, which produce substan-
ces that inhibited the growth of the revealing strain Staphy-
lococcus aureus ATCC6538. The numbers in parentheses
represent respectively the total number of marine bacteria
isolated in the group of marine organisms and the total num-
ber of marine bacteria that produce antibacterial substances.

minacién con un hisopo e germen revelador S
aureus ATCC6538 en una placa de Agar Tripti-
casaSoya(TSA, Difco), luego de 20 min fueron
depositados pequefios aciimulos de los cultivos
puros de las bacterias marinas. Posteriormente,
las placas fueron incubadas a 37 °C por un pe-
riodo de 18 a24 hr. Lapresenciade halosdein-
hibicién del crecimiento del germen revelador
puso de manifiesto la produccién de sustancias.

L as bacterias marinas generadoras del ha-
lo de inhibicién fueron caracterizadas como
productoras de sustancias antibacterianas e
inoculadas en MA inclinado para su conserva-
cién a 24 °C. Estas cepas fueron identificadas
hasta nivel de género, siguiendo los esquemas
de Shewan et al. (1960), Yoshimizu et al.
(1980) y Oliver (1982), mediante las pruebas
de tincion de Gram, morfologia y movilidad
celular, reaccion del citocromo c, presencia
de catalasa, oxidacion-fermentacion de laglu-
cosa (O/F) para bacterias marinas (Lemos et
al. 1985), sensibilidad a compuesto O/129,
produccion de indol, produccién de éacido
sulfhidrico y luminiscencia.

RESULTADOS

De 290 cepas de bacterias marinas aisla-
das, 54 (18.6 %) inhibieron a germen revela-
dor. De los grupos de organismos estudiados,
los corales y las esponjas fueron los que ma-
yormente aportaron con cepas aisladas de bac-
terias productoras de sustancias antibacteria-
nas, siendo su representacion equivalente al
35.2 y 25.9 %, respectivamente, del total de
bacterias aisladas de | os diferentes organismos.

Los grupos con mayor proporcién de ce-
pas productoras de sustancias antibacterianas
relativas a total de cepas aisladas en cada gru-
po (Fig. 2) fueron los moluscos bivalvos con
un 41.2 %, los octocorales con el 33.3 %y los
coralescon 29.7 %. Losdemas grupos mostra-
ron proporciones menores del 20 %. Enel ca
so de los equinodermos no se encontraron bac-
terias que inhibieran el crecimiento del germen
revelador, a pesar de tener un nimero repre-
sentativo de cepas aisladas (39).
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GENEROS

Aeromonas
UfSF(70)5298
Aeromonas
NpSf(6)17298
Aeromonas
PfSf(8)3398
Aeromonas
ClSf(14)3398
Aeromonas
ClSf(15)3398
Aeromonas
ClSf(17)3398
Aeromonas
HrSf(53)3398
Aeromonas
PcSF(23)27498
Aeromonas
AsSf(26)27498
Aeromonas
AsSf(28)27498
Aeromonas
MdSf(58)27498
Aeromonas
RmMET(19)2511
Aeromonas
MdSf(64)27498
Aeromonas
CnSf(71)27498
Alcaligenes
PcSf(22)27498
Chromobacterium
SnSf(30)27498
Chromobacterium
PaSf(48)27498
Flavobacterium
ZpSf(36)27498
Moraxella
AsSf(29)27498
Moraxella
MdSf(59)27498
Photobacterium
ClSf(20)3398
Photobacterium
AsSf(25)27498
Pseudomonas
ChnSf(76)3398

ContinlGia en la siguiente pagina. ..
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CUADRO 1

Identificacion de bacterias marinas que produjeron sustancias antibacterianas

TABLE1

Identification of marine bacteria that produced antibacterial sustances

PRUEBAS BIOQUIMICAS
TG MC KH MC SO LM HS OG FG OF M OX CT

-+ - +
-+ - +
-+ - +
-+ - +
-+ - +
- - - +
-+ - +
-+ - +
- + + -
-+ o+ o+
-+ o+ o+
-+ - +
-+ - +
-+ - +
- -+
-+ - +
-+ - +
- + - -
- - + -
- + + -
- - - +
-+ - +
-+ - +

ID TC VB SC
-+ -+
-+ -+
-+ -+
-+ -+
- + - -
-+ -+
-+ -+
-+ -+
-+ -+
-+ o+ o+
-+ o+ o+
-+ -+
-+ -+
-+ -+
-+ o+ o+
- - + -
-+ -+
-+ o+ o+
-+ -+

Color de
colonias
enAM
Blancas
amarillentas
Blancas
amarillentas
Blancas
Blancas
amarillentas
Blancas
Blancas
Blancas
Marrones
Blancas
Marrones
Trand(cidas
blanquecinas
Marrones
Blancas
Blancas
Blancas
Rojas
Azules
Anaranjadas
Marrones
Trandcidas
amarillentas
Blancas

Blancas

Trand(cidas
amarillentas
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Continuacién del Cuadro 1...

GENEROS PRUEBAS BIOQUIMICAS Color de

TG MC KH MC SD LM HS OG FG OF M OX CT ID TC VB SC colonias

enAM

\ibrio - B + + + - o+ + + o+ o+ + + Trand(cidas

PfSf(1)3398 blanquecinas

\ibrio - B + + 4+ - + + + 4+ + + + Blancas
Hrsf(50)3398

\ibrio - B + + 4+ -+ + + o+ o+ + o+ o+ Marrones
ZpSf(35)27498

Vibrio - B + + 4+ - + + + 4+ + + o+ o+ Blancas
Mdsf(57)27498

TG: tincion de Gram; MC: morfologia celular; KH: KOH al 3 %; MC: agar McConkey; SD: agar SDS; LM: luminiscencia; HS:
produccion de H,S; OG: oxidacion de glucosa; FG: fermentacion de glucosa; O/F: produccion de gas; M: movilidad al microsco-
pio; OX: oxidasa; CT: catalasa; ID: indol; TC: agar TCBS; VB: vibriostato (0/129); SC: sacarosa; B: bacilos; Ch: cocobacilos;

AM: agar marino.

Las especies de corales mostraron una
proporcion elevada de cepas productoras de
sustancias antibacterianas relativa a sus cepas
aisladas; asi, €l 62.5 % de las cepas aisladas
de Madracis decatis produjeron inhibicion
del crecimiento del germen revelador y entre
el 30y 37.5 % de las cepas aisladas de las es-
pecies Colpophyllia natans, Millepora alci-
cornis, Porites asteroides y Dichocoenia es-
tokesi (Fig. 3a). Las especies de esponjas
también presentaron una elevada proporcion
de bacterias productoras de sustancias anti-
bacterianas (Fig. 3b), principalmente repre-
sentantes de los géneros Cliona sp. (57.1 %)
y Haliclona rugosa (33.3 %). De las demés
especies estudiadas (Fig. 3c), el octocoral
Plexaura flexuosa mostré una elevada pro-
porcion (50 %), al igual que los bivalvos Atri-
na seminuda (44.4 %) y Lyropecten nodosus
(37.5 %) y €l actinario Condylactis gigantea
(37.5 %).

De las 54 cepas productoras de sustancias
antibacterianas, tan solo 27 pudieron ser man-
tenidas bajo las condiciones establecidas en €l
presente estudio, siendo la mayor proporcion
(> 65 %) identificada como especies represen-
tantes del género Aeromonas (51.9 %) y Mibrio
(14.8 %) (Cuadro 1).

DISCUSION

Se detectaron 54 cepas de bacterias pro-
ductoras de sustancias inhibidoras de S. aureus
(ATCC6538) que correspondieron a 18.6 %
del total de bacterias aisladas. Esta proporcion
fue similar ala encontrada en estudios realiza-
dos en algas marinas por Lemos et al. (1985) y
Lodeiros et al. (1991). Sin embargo, en estu-
dios donde la fuente de aislamiento fue varia-
ble (Lodeiros et al. 1988, Sugita et al. 1996,
1997, Riquelme et al. 1997) e porcentgje se
mostré notablemente menor. Ello indica que
existen fuentes marinas de aislamiento que
proporcionan mayor cantidad de bacterias pro-
ductoras de sustancias activas que otras.

Lamayor proporcion de cepas bacterianas
productoras de sustancias asociadas acoralesy
esponjas permite sugerir que probablemente
parte de esas sustancias detectadas a partir de
extractos de estos organismos (Reichelt y Bo-
rowitska 1984, Ballantine et al. 1987, Porcile
etal. 1991, Lustigman et al. 1992, Jensen et al.
1996) sean producto de la flora bacteriana
acompafiante y no a extracto en su totalidad,
como o ha demostrado Faulkner et al. (1999).

Los moluscos bivalvos L. nodosus y A.
seminuda fueron un grupo importante en el
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aislamiento de bacterias productoras de sus-
tancias antibacterianas. En contraste con nues-
tros resultados, Riquelme et al. (1997) obtu-
vieron un porcentaje bajo (4.9 %) de bacterias
inhibidoras del germen revelador Vibrio angui-
|larum, aisladas de larvas del pectinido A. pur-
puratus. Esta menor proporcion de bacterias
productoras de sustancias antibacterianas pue-
dejustificarse debido a que los organismos uti-
lizados por Riquelme et al. (1997) fueron lar-
vas provenientes de cultivos en condiciones
controladas en donde se cumplen estrictos con-
troles de calidad del agua, lo cual genera una
disminucién importante de la flora bacteriana.
Otra hipétesis alternativa podria ser la utiliza-
cion de V. anguillarum como germen revel ador
por Riquelme et al. (1997), e cua posible-
mente muestre menor sensibilidad a la activi-
dad antibacteriana de las cepas marinas que €l
S aureus del presente estudio, € cua es un
germen muy utilizado para detectar bacterias
productoras de sustancias antibacterianas debi-
do precisamente a su alta sensibilidad a dichas
sustancias. Los resultados obtenidos por Lo-
deiros et al. (1988) corroboran la existenciade
una elevada actividad antibacteriana por parte
de las sustancias activas, producto de bacterias
marinas, sobre € germen S. aureus de colec-
cion utilizado en sus estudios, en relacién con
el germen V. anguillarum Epp3 aislado de epi-
zootias larvarias del bivalvo Euvola zczac ba
jo cultivo.

De las 54 bacterias marinas que resulta-
ron inhibidoras del crecimiento del germen
revelador, solo 27 permanecieron vivas. La
mortalidad de la mayoria de las cepas puede
explicarse por el hecho de que las bacterias
marinas se mantuvieron en una misma placa,

Fig. 3. Porcentaje de bacterias marinas productoras de sustancias que inhibieron el crecimiento en el germen revelador
Saphylococcus aureus ATCC6538, aisladas de especies de corales (a), esponjas (b) y especies de otros grupos de organis-
mos estudiados (¢). Los nimeros en paréntesis representan el total de bacterias marinas aisladas en el grupo de organismos
y €l total de bacterias marinas productoras de sustancias antibacterianas, respectivamente.

Fig. 3. Percentage of marine bacteria, isolated from species of corals (a), sponges (b) and species of other groups studied
(c), which produce substances that inhibited the growth of the revealing strain Staphyl ococcus aureus ATCC6538. The num-
bers in parentheses represent the total number of marine bacteria isolated in the species of marine organisms and the total
number of marine bacteria that produce antibacterial substances, respectively.
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por dos semanas, donde probablemente las
sustancias antibacterianas de algunas difun-
dieron a través del medio de cultivo, provo-
cando la inhibicion de la mayoria de las
acompanantes. Otra explicacion es la posible
autoinhibicién de algunas cepas por sus pro-
pias sustancias como un proceso de control
poblacional (De Freitas y Fredrickson 1978,
Sakata et al. 1986). En este sentido, algunas
cepas rojas y violetas identificadas como es-
pecies pertenecientes al género Chromobacte-
rium no mostraron crecimiento en su repica-
cion, aunque si actividad antibacteriana. Esta
observacion, coincide con los estudios reali-
zados por Andersen et al. (1974) y Gauthier y
Flatau (1976), donde se muestra que algunas
cepas marinas pigmentadas, productoras de
sustancias antibacterianas pertenecientesalos
géneros Chromobacterium y Alteromonas,
producian efectos de autoinhibicién. Es pro-
bable también que las condiciones de mante-
nimiento de las cepas con temperaturas mas
bajas que las de su aislamiento e incubacion
pudo haber condicionado la viabilidad de las
mismas. Nuestros resultados permiten reco-
mendar la conservacién de las cepas indivi-
dualmente con répicas frecuentes, evitando de
esta manera la autoinhibicién, asi como man-
tener las mismas a la temperatura del proceso
de aislamiento.

Dentro del grupo de bacterias sobrevivien-
tes, inhibidoras del germen revelador, se obtu-
VO una predominancia de los géneros Aeromo-
nas (51.9 %) y Mbrio (14.8 %); a diferencia,
Lodeiros et al. (1988) encontraron, para un
grupo de bacterias con caracteristicas simila-
res, una predominancia de los géneros Altero-
monas (33.3 %) y Flavobacterium (20.8 %) y
Riquelme et al. (1997) informaron Vibrio en
un 81.8 %y Pseudomonas en un 18.2 %. Estos
resultados posiblemente son inherentes a las
diferentes fuentes de aislamiento utilizadas, las
cuales normamente poseen diferentes floras
bacterianas asociadas, sin menospreciar lasva-
riantes geograficasy evolutivas de los aislados
en los diferentes trabajos.

Nuestros resultados corroboran la potencia-
lidad que poseen los microambientes marinos

para € aidamiento de bacterias productoras de
sustancias activas con posibles beneficios para
el hombre, por lo cual se recomienda continuar
|a blsqueda de bacterias marinas con dichas ca
pacidades hacer investigaciones subsiguientes
paralaelaboracion de posibles farmacos. Lauti-
lizacién de bacterias en este campo posee ven-
tgjas sobre otros organismos como muchos in-
vertebrados, delos cuales se pretende aislar sus-
tancias activas, ya que se manipulan y adaptan
mas facilmente, incrementando la produccién
por estrategias de cultivo o aislando la secuen-
cia genética responsable de la produccion de la
sustancia activa 'y reproduciéndola en otros sis-
temas microbianos mas adecuados para la pro-
duccion. Son también adecuadas para realizar
copias sintéticas de sus sustancias activas, ya
que € cultivo podria permitir obtener biomasas
para los andlisis respectivos corriendo menos
riesgo de producir dafios ecol 6gicos en los eco-
sistemas marinos.
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RESUMEN

Se realizaron antibiogramas directos para detectar la
presencia de bacterias productoras de sustancias antibacte-
rianas aisladas de diferentes organismos marinos, utilizan-
do el patégeno de humanos Saphylococcus aureus
ATCC6538 como germen revelador. A las bacterias que pro-
dujeron sustancias inhibidoras del crecimiento del germen
revelador selesreaizo pruebas morfolégicas, fisiolégicas y
bioguimicas en funcion de identificarlas a nivel de género.
De un total de 290 cepas 54 (18.6 %) inhibieron € creci-
miento del germen revelador, pero sdlo 27 se mantuvieron
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viables. Los grupos més representativos de donde se aisla-
ron las bacterias productoras de sustancias antibacterianas
fueron los moluscos hivalvos, las esponjas y corales, pre-
sentaron un 41.2, 33.3 'y 29.7 %, respectivamente, de bac-
terias productoras relativas al nUmero de sus aislados. Los
0rganismos gue presentaron una mayor proporcion de bac-
terias inhibidoras del germen revelador se aislaron del co-
ral Madracis decactis (62.5 %), la esponja Cliona sp.
(57.1 %), y e octocoral Plexaura flexuosa (50.0 %). Delas
27 cepas productoras de sustancias antibacterianas que se
identificaron, 51.85 % pertenecieron a género Aeromonas
y 14.8% a género Vibro. Los resultados muestran laabun-
dancia de bacterias marinas productoras de sustancias an-
tibacterianas, la mayoria de ellas pertenecientes a grupo
de las vibrionaceas principalmente aisladas de corales y
moluscos bivalvos.
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