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RESUMEN.-

Se evaluo la actividad antibacteriana de bacterias marinas aisladas de los cultivos de
Brachionus plicatilis (rotifero) confrontadas con bacterias patégenas de origen clinico
Staphylococcus aureus 25923 Gram (+) y Escherichia coli Gram (-) 25922. Solo tres
bacterias formaron el halo de inhibicion como interaccién antagoénica. Se les realiz6 a las
tres bacterias la identificacion bioquimica rapida con el APl 20NE, resultaron ser Vibrio
alginolyticus. Se observo la formacion de halos de inhibicibn como respuesta antagénica
gue presentaron las bacterias en estudio frente a las cepas testigo mediante la técnica de
doble capa

Palabras claves: colonia, bacterias patégenas, halo de inhibicién, interaccién antagonica,
cultivo de rotifero.

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 APl 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. INTRODUCCION.-

Los primeros estudios de bacterias marinas productoras de sustancias antibacterianas
fueron realizados por Rosenfell y Zobell (1974). Desde entonces la busqueda y
aislamientos en los ecosistemas marinos de bacterias marinas con actividad antagoénica
sobre microorganismos de patdgenos marinos y terrestres ha sido realizada por diversos
habitat, como agua de mar, sedimentos, fitoplancton, vertebrados e invertebrados.
Toranzo et al., (1982) Riquelme (1987).

Las interacciones antaglnicas por bacterias que inhibe el crecimiento de
microorganismos corresponden a un mecanismo que puede ayudar a mantener la
composicion de la especie bacteriana a nivel microescala. Lons & Azam (2001), ya sea
por competencia de nutriente, espacio, luz y o a través de la produccion de diversos
metabolitos secundarios entre ellos sustancias antibacterianas Dopazo et al., (1988)
Lemos et al., (1991).

El efecto antagdnico es muy frecuente en el ambiente marino y presentes por varios
grupos bacterianos Avendafio Herrera et al., (2005). Se han identificado interacciones
antagonicas entre bacterias pelagicas 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 basicos es una poderosa
fuente selectiva que ha generado la evolucion 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
biosintesis de los compuestos antimicrobianos.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. AISLAMIENTO DE BACTERIAS.-

Se trabajé con el remanente de las siembras del cultivo de Brachionus plicatilis
en estrictas condiciones de asepsia.

Aislamiento de Bacterias Marinas

Se enriquecié cada cultivo por separado en agua peptona mas 0.5 de Cloruro
de Sodio, se cultivd a 25°C por 24 horas. Al dia siguiente se le realizo
diluciones 10 * a la muestras del cultivo por separado y se plaqueo en agar
Marino (AM), cada muestra de cultivo, se sembr6 por individual una asada por
el método de agotamiento por estria en placas de agar marino a 25°C de 24 a
48 horas.

Una vez crecidas las colonias se selecciond por sus caracteristicas
morfoldgicas: forma, color y textura. Se rotulo y se traspaso cada una al agar
cepario para mantener y trabajar con ellas. Se obtuvo 30 colonias en total de
los cultivos mencionados

Se les realizé la coloracion GRAM a cada colonia aislada.

2de?7



DELOS
Revista Desarrollo Local Sostenible

Activacion de Bacterias Patégenas

Se activé en Agua Peptonada méas Cloruro de Sodio las siguientes cepas
patdégenas: Escherichia coli (Gram -) y Staphylococcus aureus (Gram +). Estos
organismos son parte de la Coleccién del Cepario de bacterias del Laboratorio
de Ecologia Microbiana de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

2.2. PRUEBAS DE EFECTO ANTAGONICO.

a- Las placas de AM se dividi6 en 4, se sembr6 por puntura las colonias de los
ceparios (solidos) a 25°C por 24 horas

b- Se activd de las bacterias patdégenas 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 camara de extraccion.

d- A las colonias seleccionadas se le realiz6 la técnica de doble capa para
verificar la interaccion antagonica

Método de agar por doble capa:

Las cepas patdgenas, se le estandarizé por individual en medio liquido 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 uL (cepa testigo), se
homogenizé y radpidamente es vertido a la placa de AM que contiene las
bacterias nativas sembradas por puntura, se homogeniza para que el agar
guede parejo. Se incubo a 37°C por 24 horas. Se realiz6 por segunda vez el
proceso de la bicapa para corroborar la formacion de halos.

2.3. CULTIVO DE ROT[FERO EN VOLUMEN DE 10 L CON
BIOENCAPSULACION DE BACTERIAS ANTAGONICA.

El tratamiento duré un mes. Se trabajoé en cultivos de rotiferos en baldes de 10
L de capacidad que fueron alimentados con la microalga Isochrysis galbana.
Diariamente se le adicion6 un inoculo liquido de 5 mL de bacteria con actividad
antagénica B6 a escala Mc Farland, Se comenz6 con 0.5 Mc Farland,
semanalmente se fue incrementando la concentracién hasta llegar 2 Mc
Farland.

3. RESULTADOS

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

1° Procesamiento.

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

Halo de inhibicién Halo de inhibicién

Figura 1. Técnica bicapa (doble capa)

2° Procesamiento.

En esta segunda parte las colonias B4, B6 y B8 se trabaj6 por duplicado, cada
una confrontadas con las cepas Escherichia coli y Staphylococcus aureus tipo
ATCC, para tener mejores resultados y no halla contaminacién. Se le realizd
tratamiento con vapores de cloroformo por un segundo en la camara de gases.
La bacteria B4, en la primera placa respondi6 a Escherichia coli y a
Staphylococcus aureus.

La bacteria B6, en la primera placa respondié a Staphylococcus aureus, pero no
Escherichia coli.

La bacteria B8, en la primera placa respondiéo a Escherichia coli  pero no
Staphylococcus aureus.

Figura. 2. bacteria B4 inhibié a Escherichia coli Figura. 3. bacteria B4 inhibi6 a
Staphylococcus aureus.
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Figura. 4. bacteria B6 no inhibi6 a Escherichia coli Figura. 5. bacteria B6 inhibi6 a
Staphylococcus aureus.

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

Las bacterias tuvieron las siguientes caracteristicas: B4: Colonia redonda, transparente,
pequefa (Crtp). B6 Colonia redonda blanquesina, pequefia (Crbp). B8 Colonia redonda,
cremosa, mediana (Crcm). Se les realiz6 la prueba de oxidasa resultando (+). La
identificacién bioquimica con ayuda del KIT rapido API 20NE, incubada a 31°C por 24 y
48 horas. Se realiz6 las lecturas con el manual Api al 1°dia y al 2°dia, resultd Vibrio
alginolyticus.

4. DISCUSION

En este trabajo se utilizé técnicas ya manejas por diversos investigadores Dopazo et al.,
1988; Leodn et al., (1988); Riquelme et al., (1996), para la obtencion de bacterias marinas
con actividad inhibitoria. Se aisl6 cepas bacterianas a las que sé purificaron y en placas
se le adicion la cepa testigo Ledn et al., (1988), esto nos ayudé 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 recuperé la mayor cantidad de cepas y recién al final se realizé la
identificacion bioquimica, de esta manera se optimizo6 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 presencié una respuesta antagénica y respondié a una
competencia de nutriente y espacio. Algo similar en respuesta antagénica nos resulté con
la bacteria B4 confrontada a Escherichia coli y Staphylococcus aureus (cepas testigo),
presenciando los halos de inhibicién de 3,6 cm 5,0 cm. Las bacterias Gram positivas son
mas sensibles que las Gram negativas, Leon et al., (1988), estas cepas testigos clinicas
nos ayudan a una primera seleccién de efecto antagénico. La respuesta antagoénica de la
bacteria identificada fue Vibrio alginolyticus, nos pareci6 interesante ya que siempre la
reportan como patdgenas en hatchery de peces, de la misma manera Austin et al., (1995)
y Tamaru et al., (1995) reportaron que existen Vibrionaceas productoras de sustancias
antagonicas y han sido reportadas en escasa ocasiones.

5. CONCLUSIONES

Todos los microorganismos son parte constante y dominante de la poblacién bacteriana
asociada a los cultivos marinos.

Las bacterias que respondieron a la actividad antagonica son posibles potenciales
probidticos.

Se requiere de estudios mas complejos sobre la complejidad de estas interacciones
antagoénicas y del metabolismo del grupo bacteriano que fue inhibido.

6. AGRADECIMIENTO.

Instituto del Mar del Peru por los Laboratorio del Area Funcional de Acuicultura
Al MSc. Jorge Leon, Jefe de Laboratorio de Ecologia Microbiana de la Universidad
Nacional Mayor de San Marco.

7. LITERATURA CITADA.-

AUSTIN B, STUCKEY L, ROBERSTON P, EFFENDI | & GRIFFITH D. 1995. A probiotic
strain of Vibrio alginolyticus effective in reducing diseases caused by Aeromonas
salmonicida, Vibrio anguillarum and Vibrio ordalii. Journal of Fish Diseases 18: 93-
96.

AVENDANO HERRERA R, LODY RIQUELME M. 2005. Produccién de sustancias
inhibitorioa entre bacteria de biopeliculas en sustratos marinos. Revista de
Biologia Marina y Oceanografia. 40(2) :117-125.

BIOMERIEUX SA. 2009/11. API 20 NE. Sistema de identificaciéon de bacilos Gram
negativos no enterobacterias. . Espafiol-1. Ref 20050. France.

DOPAZO C, LEMOS M , BOLINCHES J, BARJA J , TORANZO A . 1988. Inhibitory
activity of antibiotic-producing marine bacteria against fish pathogens. Journal of
Applied Bacteriology 65: 97-

FREDRICKSON A G, STEPHANOPOULOS G.1981. Microbial competition. Science 213:
972-979.

6de?7



DELOS
Revista Desarrollo Local Sostenible

LEMOS ML, DOPAZO C, TORANZO A E, BARJA J. 1991. Competitive dominance of
antibiotic- producing marine bacteria in mixed. Journal Applied Bacteriology 71:
228-232.

LONG R, AZAM F. 2001. Antagonistic interactions among marine pelagic bacterial.
Applied and Environmental Microbiology 67:4975-4983.

LEMOS M, TORANZO A & BARJA J. 1985. Antibiotic activity of epiphytic bacteria isolated
from intertidal seaweed. Microbial Ecology 11: 149-163.

LEON J, GARCIA P. 1998. Cepas nativas del Bacterioneuston y su actividad Inhibitoria
de bacterias Ictiopatégenas. Rev. Peruana de Biol. 5 (1): 49-66.

LEON J, TAPIA G, AVALOS R. 2005. Purificacién parcial y caracterizacion de una
sustancia antimicrobiana producida por Alteromonas sp. de origen marino. Rev.
Peru. biol. 12(3): 359-368.

RIQUELME C, FUKAMI K, ISHIDA Y. 1987. Annual Fluctuations of phytoplankton and
bacterial communities in Maizuru bay and their interrelationship. Bulletin of the
Japanese Society of Microbial Ecology 2: 29-37.

ROSENFELD W, ZOBELL C 1947. Antibiotic production by marine microorganisms.
Journal Bacterial 154:393398

TAMARU T, ARAKI T, AMAGO H, MORI H & MORISHITA T. 1995. Purification and
characterization of a extracellular B-1,4-mannanase from a marine bacterium,
Vibrio sp. strain MA-138. Applied and Environmental Microbiology 61: 4454-4458.

TORANZO A, BARJA J, HETRICK F. 1982. Antiviral activity of antibiotic-producing
marine bacteria. Can J. Microbiol. 28: 231-238.

7de?7



