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RESUMEN.- 
Se evaluó la actividad antibacteriana de bacterias marinas aisladas de los cultivos de 
Brachionus plicatilis (rotífero) confrontadas con bacterias patógenas de origen clínico 
Staphylococcus aureus 25923 Gram (+) y Escherichia coli Gram (-) 25922. Solo tres 
bacterias formaron el halo de inhibición como interacción antagónica. Se les realizó a las 
tres bacterias la identificación bioquímica rápida con el API 20NE, resultaron ser Vibrio 
alginolyticus. Se observó la formación de halos de inhibición como respuesta antagónica   
que presentaron las bacterias en estudio frente a las cepas testigo mediante la técnica de 
doble capa 
 
Palabras claves: colonia, bacterias patógenas, halo de inhibición, interacción antagónica, 
cultivo de rotífero.  
 

 

ABSTRACT.- 
 
The antibacterial activity of isolated from Brachionus plicatilis (rotifer) confronted with 
pathogenic bacteria of clinical origin Staphylococcus aureus 25923 Gram (+) and 
Escherichia coli 25922 Gram (-) marine bacteria was evaluated. Only three bacteria 
formed zone of inhibition as antagonistic interaction. They performed at three bacteria 
rapid biochemical identification using the API 20NE, were found to be Vibrio alginolyticus.  
Zone of inhibition were observed as antagonistic response showed bacteria in study 
versus control strains using the double-layer technique was verified 
 
Key words: colony, pathogenic bacteria, zone of inhibition, antagonistic interaction, rotifer 
culture. 
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1. INTRODUCCIÓN.- 
 

Los primeros estudios de bacterias marinas productoras de sustancias antibacterianas 
fueron realizados por Rosenfell y Zobell (1974). Desde entonces la búsqueda y 
aislamientos en los ecosistemas marinos de bacterias marinas con actividad antagónica 
sobre microorganismos de patógenos marinos y terrestres ha sido realizada por diversos 
hábitat, como agua de mar, sedimentos, fitoplancton, vertebrados e invertebrados. 
Toranzo et al., (1982) Riquelme (1987). 
 
Las interacciones antagónicas por bacterias que inhibe el crecimiento de 
microorganismos corresponden a un mecanismo que puede ayudar   a mantener la 
composición de la especie bacteriana a nivel microescala. Lons & Azam (2001), ya sea 
por competencia de nutriente, espacio, luz y o a través de la producción de diversos 
metabolitos secundarios entre ellos sustancias antibacterianas Dopazo et al., (1988) 
Lemos et al., (1991). 
 
El efecto antagónico es muy frecuente en el ambiente marino y presentes por varios 
grupos bacterianos Avendaño Herrera et al., (2005). Se han identificado interacciones 
antagónicas entre bacterias pelágicas y entre aquellas aisladas de la nieve. Long y Azam 
(2001). También, bacterias asociadas a superficies de macroalgas Lemos et.al., (1985). 
 
En este sentido, la competencia por el espacio y los nutrientes básicos es una poderosa 
fuente selectiva que ha generado la evolución de variedades y adaptaciones efectivas en 
el habitad bacteriano. La competencia por prevalecer las especies dentro de una la 
comunidad de microorganismos es una importante fuerza selectiva que promueve la 
biosíntesis de los compuestos antimicrobianos. 
 

 

2. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

2.1. AISLAMIENTO DE BACTERIAS.- 
 
 

Se trabajó con el remanente de las siembras del cultivo de Brachionus plicatilis 
en estrictas condiciones de asepsia.  
 
Aislamiento de Bacterias Marinas  

Se enriqueció cada cultivo por separado en agua peptona más 0.5 de Cloruro 
de Sodio, se cultivó a 25°C por 24 horas. Al día siguiente se le realizó 
diluciones 10 -3 a la muestras del cultivo por separado y se plaqueo en agar 
Marino (AM), cada muestra de cultivo, se sembró por individual una asada por 
el método de agotamiento por estría en placas de agar marino a 25°C de 24 a 
48 horas. 
Una vez crecidas las colonias se seleccionó por sus características 
morfológicas: forma, color y textura. Se rotulo y   se traspasó cada una al agar 
cepario para mantener y trabajar con ellas. Se obtuvo 30 colonias en total de 
los cultivos mencionados 
Se les realizó la coloración GRAM a cada colonia aislada. 
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Activación de Bacterias Patógenas 

Se activó en Agua Peptonada más Cloruro de Sodio las siguientes cepas 
patógenas: Escherichia coli (Gram -) y Staphylococcus aureus (Gram +). Estos 
organismos son parte de la Colección del Cepario de bacterias del Laboratorio 
de Ecología Microbiana de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. 
 
 

2.2. PRUEBAS DE EFECTO ANTAGÓNICO. 
 
a- Las placas de AM se dividió en 4, se sembró por puntura las colonias de los 

ceparios (sólidos) a 25°C por 24 horas 
b- Se activó de las bacterias patógenas a 37°C por 24 horas. 
c- Las placas con las bacterias en AM fueron sometidas a vapores de 

Cloroformo por un lazo de 1hora dentro de la cámara de extracción. 
d- A las colonias seleccionadas se le realizó la técnica de doble capa para 

verificar  la  interacción antagónica 
  

Método de agar por doble capa:  

Las cepas patógenas, se le estandarizó por individual en medio líquido a   
Standard de Mc Farland 0,5 equivalente a 1x108 UFC/mL, luego se inocularon   
al TSA (semi solido a una temperatura de 55°C) 30 µL (cepa testigo), se 

homogenizó y rápidamente es vertido a la placa de AM que contiene las 
bacterias nativas sembradas por puntura, se homogeniza para que el agar 
quede parejo. Se incubo a 37°C por 24 horas. Se realizó por segunda vez el 
proceso de la bicapa para corroborar la formación de halos. 
 

 
2.3. CULTIVO DE ROTÍFERO EN VOLUMEN DE 10 L CON 

BIOENCAPSULACIÓN DE BACTERIAS ANTAGÓNICA. 
 

El tratamiento duró un mes.  Se trabajó en cultivos de rotíferos en baldes de 10 
L de capacidad que fueron alimentados con la microalga Isochrysis galbana. 
Diariamente se le adicionó un inoculo líquido de 5 mL de bacteria con actividad 
antagónica B6 a escala Mc Farland, Se comenzó con 0.5 Mc Farland, 
semanalmente se fue incrementando la concentración hasta llegar 2 Mc 
Farland. 
 

 

3. RESULTADOS 

Se obtuvo 30 cepas, codificadas en dos grupos A1 al A15 y B1 al B15, La 
lectura de la coloración GRAM fue la siguiente: Se observó al microscopio el 
frotis de las muestras que presentaron forma de bastones, Gram (-) coloración 
rosada. 
 

 
1° Procesamiento. 

03 cepas presentaron halo de inhibición  
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La cepa B6 tuvo doble respuesta antagónica confrontada con las dos cepas 
Escherichia coli y Staphylococcus aureus  tipo ATCC   ya  que presentaron  
halo de 2,8cm  y 3,5cm. 
 

 
                                                               
 
                                                                 Halo de inhibición      Halo de inhibición            
 
 

Figura 1.  Técnica bicapa (doble capa) 
            

  2° Procesamiento. 

En esta segunda parte las colonias B4, B6 y B8 se trabajó por duplicado, cada 
una confrontadas con las cepas Escherichia coli y Staphylococcus aureus tipo 
ATCC, para tener mejores resultados y no halla contaminación.  Se le realizó 
tratamiento con vapores de cloroformo por un segundo en la cámara de gases. 
La bacteria B4, en la primera placa respondió a Escherichia coli   y a 
Staphylococcus aureus.   
La bacteria B6, en la primera placa respondió a Staphylococcus aureus, pero no 
Escherichia coli. 
 La bacteria B8, en la primera placa respondió a Escherichia coli   pero no 
Staphylococcus aureus.  

          

                  
 Figura. 2.  bacteria B4 inhibió a Escherichia coli                Figura. 3.  bacteria B4 inhibió a 

                                                                                                       Staphylococcus aureus.   
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 Figura. 4.  bacteria B6 no inhibió a Escherichia coli            Figura. 5.  bacteria B6 inhibió a 
                                                                                                       Staphylococcus aureus.   

         

                      
Figura. 6.  bacteria B8  inhibió a Escherichia coli                   Figura. 7.  bacteria B8  no inhibió a 
                                                                                                  Staphylococcus aureus.   

     
Las bacterias tuvieron las siguientes características: B4: Colonia redonda, transparente, 
pequeña (Crtp). B6 Colonia redonda blanquesina, pequeña (Crbp). B8 Colonia redonda, 
cremosa, mediana (Crcm). Se les realizó   la prueba de oxidasa resultando (+). La 
identificación bioquímica con ayuda del KIT rápido API 20NE, incubada a 31°C por 24 y 
48 horas. Se realizó las lecturas con el manual Api al 1°día y al 2°día, resultó Vibrio 
alginolyticus. 
 
 
4. DISCUSIÓN 

En este trabajo se utilizó técnicas ya manejas por diversos investigadores Dopazo et al., 
1988; León et al., (1988); Riquelme et al., (1996), para la obtención de bacterias marinas 
con actividad inhibitoria. Se aisló cepas bacterianas a las que sé purificaron   y en placas 
se le adición la cepa testigo León et al., (1988), esto nos ayudó a obtener el antagonismo 
microbiano deseado como una actividad de desplazamiento entre las bacterias ya sea 
por nutriente o por prevalecer dominante en el medio Riquelme et al., (1996). De esta 
manera se recuperó la mayor cantidad de cepas y recién al final se realizó la 
identificación bioquímica, de esta manera se optimizó la cantidad de medio de cultivo 
 
Por otro lado, Fredrickson et al., (1981).  La presencia de la bacteria del género Vibrio 
alginolyticus, aislada del remanente del cultivo de alimento vivo, confrontado con el 
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Flavobacterium psychrophilum presenció una respuesta antagónica y respondió a una 
competencia de nutriente y espacio. Algo similar en respuesta antagónica nos resultó con 
la bacteria B4 confrontada a Escherichia coli y Staphylococcus aureus (cepas testigo), 
presenciando los halos de inhibición de 3,6 cm 5,0 cm. Las bacterias Gram positivas son 
más sensibles que las Gram negativas, León et al., (1988), estas cepas testigos clínicas 
nos ayudan a una primera selección de efecto antagónico. La respuesta antagónica de la 
bacteria identificada fue Vibrio alginolyticus, nos pareció interesante ya que siempre la 
reportan como patógenas en hatchery de peces, de la misma manera Austin et al., (1995) 
y Tamaru et al., (1995) reportaron que existen Vibrionaceas productoras de sustancias 
antagónicas y han sido reportadas en escasa ocasiones. 
 
 
5. CONCLUSIONES 

Todos los microorganismos son parte constante y dominante de la población bacteriana 
asociada a los cultivos marinos. 
 
Las bacterias que respondieron a la actividad antagónica son posibles potenciales 
probióticos. 
 
Se requiere de estudios más complejos sobre la complejidad de estas interacciones 
antagónicas y del metabolismo del grupo bacteriano que fue inhibido. 
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