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ORIGINAL BREVE

BACTERIAS MARINAS PRODUCTORAS DE COMPUESTOS
ANTIBACTERIANOS AISLADAS A PARTIR DE INVERTEBRADOS
INTERMAREALES

Jorge Le6n'2® Libia Liza'ac Isela Soto" #¢, Magali Torres" ¢ Andrés Orosco" a°¢

RESUMEN

Se realiz6 actividades prospectivas de muestreo de invertebrados intermareales en la Bahia de Ancoén (Lima — Peru)
con el objetivo de seleccionar bacterias marinas productoras de sustancias antimicrobianas. El estudio comprendio
el aislamiento de bacterias en agar marino, pruebas de susceptibilidad antimicrobiana in vitro y observaciones de
microscopia electrénica. Se reporta el aislamiento, caracterizacion fenotipica y propiedades antimicrobianas de diez
cepas de bacterias marinas que incluyen a los géneros Vibrio, Pseudomonas y Flavobacteriumy del orden Actinomycetal
que inhiben a patégenos de humanos. Los resultados indicarian que los invertebrados marinos serian fuentes de

bacterias productoras de sustancias antibiéticas.
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Microorganismos acuaticos; Pert (fuente: Decs BIREME).

MARINE BACTERIA PRODUCING ANTIBACTERIAL COMPOUNDS
ISOLATED FROM INTER-TIDAL INVERTEBRATES

ABSTRACT

Prospective sampling activities of intertidal invertebrates in the Ancon Bay (Lima, Peru) were done in order to select
marine bacteria producing antimicrobial substances. The study included the isolation of bacteria in marine agar, in
vitro antimicrobial susceptibility testing and electronic microscopic observations. We report the isolation, phenotypical
characterization and antimicrobial properties of 10 strains of marine bacteria including the genus Vibrio, Pseudomonas,
and Flavobacterium, and the order Actinomycetae that inhibit human pathogens. The results indicate that the marine
invertebrates would be sources of bacteria producing antibiotic substances.
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INTRODUCCION

Muchos organismos marinos que incluyen bacterias,
hongos, fitoplancton y algas mayores, asi como algu-
nos invertebrados son actualmente considerados como
virtuales fuentes promisorias de substancias bioactivas.
Hallazgos de nuevos microorganismos marinos mues-
tran la existencia de cepas nativas que producen una
variedad de metabolitos secundarios quimica y biologi-
camente interesantes para el desarrollo y produccion de
nuevos compuestos de importancia en la industria far-
macoldgica, cosmética, de suplementos nutricionales,
biomoléculas, biocatalizadores, agroquimicos, quimica
fina, entre otras. Tradicionalmente las algas han sido
fuentes de aislamiento de metabolitos con principios ac-
tivos utiles en medicina; sin embargo, las superficies y
espacios internos de otros organismos como los inverte-
brados serian también en muchos casos unicos habitat
en los cuales ciertas bacterias y otros microorganismos

son regularmente observados. Estos ambientes son ri-
cos en nutrientes en comparacion al agua y sedimentos;
por lo tanto, podrian ser los Unicos nichos de diversos
microorganismos ™.

Enlos ultimos afios para enfrentar alos grandes problemas
de salud publica y enfermedades hasta hoy considerados
incurables como el SIDA o el cancer se han explorado
diversos ecosistemas marinos que representan uno de los
habitat favoritos en la busqueda de nuevos metabolitos
bioactivos @. Por otro lado, el surgimiento de nuevas
enfermedades en el mundo moderno (enfermedades
emergentes y reemergentes) y la aparicion cada vez
mayor de patdgenos antibiotico-resistentes, han generado
la necesidad de evaluar diversos compuestos naturales
con actividad antimicrobiana como una alternativa en el
tratamiento de enfermedades infectocontagiosas vy, de
esta manera, contrarrestar algunos de estos problemas
de salud publica y veterinaria ©.
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En este sentido, se tiende a desarrollar diversas estrate-
gias para investigar los componentes que actien como
agentes terapéuticos. Desde 1995 las investigaciones
sobre nuevos metabolitos de origen marino incremen-
taron considerablemente gracias a los hallazgos de
nuevos compuestos bioactivos en invertebrados, algas
y microorganismos. Los estudios se realizaron princi-
palmente en bacterias y hongos aislados de agua de
mar, sedimentos, peces, algas y principalmente de in-
vertebrados marinos como esponjas, moluscos, tunica-
dos, celenterados, crustaceos y algunos protocordados.
Ademas, diversos estudios han sugerido que algunos
compuestos bioactivos aislados de invertebrados mari-
nos son también producidos por microorganismos sim-
biontes (bacterias, hongos, microalgas, cianobacterias,
dinoflagelados) o asociados a dichos invertebrados 4.
En nuestro medio existe escasa literatura cientifica sobre
la produccion de metabolitos bioactivos de bacterias ma-
rinas asociadas con invertebrados y sus posibles aplica-
ciones biotecnolégicas.

Dada la importancia biotecnoldgica y ecoldgica que
puedan poseer los microorganismos marinos de la
costa peruana, se realizd un estudio prospectivo con
el objetivo principal de realizar un tamizaje de las
bacterias heterotréficas productoras de sustancias
antibacterianas a partir de diversos invertebrados
intermareales representativos colectados en una zona
costera previamente fijada como lugar de muestreo.

EL ESTUDIO
TOMA DE MUESTRAS

Los invertebrados marinos fueron recolectados en la
Bahia de Ancén (orilla rocosa de la Playa San Francisco)
en la costa norte de Lima en Peru. Se colectaron un
total de 40 muestras de invertebrados marinos entre
intermareales y algunos benténicos. Se transportaron
mantenidas en refrigeracion a 4 °C al Laboratorio
de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de Ila
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM)
para su procesamiento inmediato.

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS Y AISLAMIENTO
DE BACTERIAS EPIBIONTAS DE INVERTEBRADOS

Las muestras fueron procesadas segun la técnica
descrita por Leon et al.® El aislamiento de bacterias
marinas se realiz6 en agar marino segun ZoBell (AM)
y agar Czapeck, ambos preparados con agua de mar.
Luego de una incubacién a 20 °C por 7 a 10 dias con
observaciones diarias, se procedio a recolectar todas las
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Tabla 1. Tamizaje antibacterial de cepas marinas
aisladas de invertebrados intermareales recolectados
en la Bahia de Ancén.*

Tamiz indicador

Cepa Fuente S. aureus B. subtilis M. luteus
An-10 Anémona ++ +++ ++
An-13  Anémona + +++
E-12 Erizo st ++
E-20 Erizo +++ +++ ++
EM-2 Estrella de mar +++ ++
EM-5 Estrella de mar + ++
EM-10 Estrella de mar +++ +++ ++
EM-14 Estrella de mar +++ ++
PS-4 Peje sapo - ++
C-2 Caracol +++ +++ -

* La actividad antimicrobiana se expresa como el diametro del halo
de inhibicién (mm) alrededor de una macrocolonia después de una
incubacién a 30 °C por 24 h.: +: 3-7 mm; ++: >7-20 mm; +++: > 20
mm; -: no inhibicion.

colonias heterotréficas tomando como criterio el buen
crecimiento en el medio de aislamiento. Las colonias se
conservaron en ceparios preparados con agar marino
semisodlido mas glicerina al 20% (v/v). Adicionalmente,
las muestras fueron también procesadas bajo las mismas
condiciones para el aislamiento de hongos marinos,
utilizando para ello el agar Sabouraud glucosado
preparado con agua de mar.

SELECCION DE BACTERIAS CON ACTIVIDAD
ANTAGONICA

Para una seleccion primaria de bacterias marinas
productoras de sustancias inhibitorias se aplicé el método
de “doble capa” segun Dopazo et al.® utilizando como
controles a bacterias de laboratorio Gram positivas como
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Micrococcus
luteus. Las colonias que presentaron halos de inhibicién
al menos a una de las cepas controles fueron re-
sembradas y conservadas en medio marino semisélido
para pruebas posteriores.

PRUEBAS DE ANTIBIOSIS FRENTE A BACTERIAS
POTENCIALMENTE PATOGENAS DE HUMANOS.

Las pruebas de antibiosis de las cepas seleccionadas
se realizé frente a una coleccion de patdgenos
potenciales de origen clinico-ambiental pertenecientes
a la catedra de Bacteriologia — UNMSM, que
incluyeron a Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae,
Vibrio parahaemolyticus, Salmonella typhi, Aeromonas
hydrophila, ~Pseudomonas aeruginosa, Yersinia
enterocolitica, Escherichia coli y Micrococcus sp.
El espectro de antibiosis de las cepas fue evaluado
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por el método modificado de Westerdahl et al. ™.
Adicionalmente, un numero determinado de cepas
aisladas previamente seleccionadas, fueron cultivadas
en caldo marino con agitacion (150 rpm) con el fin de
obtener posteriormente extractos crudos, utilizando
acetato de etilo como solvente organico.

CARACTERIZACION FENOTIPICA DE BACTERIAS
INHIBITORIAS

Las cepas marinas seleccionadas por su caracter
inhibitorio fueron caracterizadas fenotipicamente por su
comportamiento morfolégico, fisiolégico y bioquimico
segun Ortigoso et al. ®,

OBSERVACIONES DE MICROSCOPIA
ELECTRONICA

Se realizaron estudios complementarios de morfologia
celulary presencia o ausencia de flagelos de tres cepas
seleccionadas por su amplia actividad inhibitoria,
mediante observaciones de microscopia electronica
de transmision (Zeiss — EM 900). El procesamiento
de las muestras y las observaciones se realizaron en
la sala de servicios de microscopia electronica de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso
en Chile.

HALLAZGOS

Los invertebrados que sirvieron como fuentes de
aislamiento de bacterias inhibitorias fueron de origen
intermareal del lugar conocido como Playa San
Francisco — Ancon. Inicialmente fueron aisladas un
total de 102 cepas de bacterias marinas, de las cuales,

previa seleccion de antibiosis frente a Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis y Micrococcus luteus, (cepas
indicadoras), resultaron diez cepas con propiedades
inhibitorias (Tabla 1).

Asimismo, se logré aislar 15 cepas fungicas de origen
marino, sin embargo, ninguna mostré tener actividad
antibacteriana, por lo que no fue tomada en cuenta
en estudios posteriores. La mayor cantidad de cepas
inhibitorias se logré recuperar a partir de Heliaster
helianthus “estrella de mar” (Tabla 1).

Las investigaciones en torno al espectro inhibitorio fren-
te a principales bacterias potencialmente patégenas de
humanos, se muestran en la Tabla 2. Se destaca las ce-
pas EM-10, An—13, E-12 y E-20 por su mayor actividad
inhibitoria tanto a Gram positivas como Gram negativas,
siendo el patdgeno Staphylococcus aureus 6832 (cepa
proporcionada por un centro hospitalario) y una cepa
ambiental de Micrococcus sp. los que mostraron mayor
sensibilidad frente a esta accioén (Figura 1). La cepa ma-
rina EM-10 proveniente de Heliaster helianthus “estrella
de mar” e identificada como un actinomiceto inhibié a
ocho indicadoras de un total de nueve, mostrando su
mayor actividad antibiética frente a Staphylococcus au-
reus (Figura 2Ay 2B) y a los patégenos Gram negativos
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus y Pseudomo-
nas aeruginosa (Tabla 2).

Segun la metodologia convencional se logro identificar, a
nivel de género, las cepas marinas con mayor actividad
inhibitoria de patdgenos humanos (Tabla 3). La mayoria
resultd ser Gram negativa, con excepcion de dos
actinomicetos (Gram positivos). El género Vibrio sp. ha
sido considerado el predominante de los aislados (50%

Tabla 2. Bacterias marinas aisladas de invertebrados intermareales de la Bahia de Ancén y su actividad antimicrobiana

contra potenciales patégenos de humanos.

Patégenos potenciales

Cepa SA M VvC VP ST AH PA YE EC
An—10 + + + - - ++ - - +
An-13 ++ ++ ++ + + - - - -
E-12 ++ + - ++ - + + - ++
E-20 ++ ++ - + - - - - -
EM-2 ++ - - - + + - + +
EM-5 + = = = = + = = =
EM-10 +++ ++ ++ ++ + + ++ - +
EM-14 ++ = + = @ = = = @
PS-4 + - - + ++ - + -
C-2 ++ - - - + - - - -

SA: Staphylococcus aureus; M: Micrococcus sp. (cepa ambiental); VC: Vibrio cholerae; PV: Vibrio parahaemolyticus; ST: Salmonella typhi; AH:
Aeromonas hydrophila; PA: Pseudomonas aeruginosa; YE: Yersinia enterocolitica; EC: Escherichia coli.
Diametro de halos de inhibicion (mm): +: 3-7; ++: >7-20; +++: > 20; -: no inhibicion.
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Figura 1. Actividad antibacteriana frente a dos bacterias Gram positivas de extractos obtenidos con acetato de etilo de cultivos de

bacterias marinas aisladas de invertebrados intermareales.

del total), seguida por Flavobacterium sp. Se destaca
el aislamiento de cepas pigmentadas de amarillo, las
cuales han mostrado fuerte actividad inhibitoria contra
Staphylococcus aureus, asi como las dos cepas de
actinomicetos (EM-10 y EM-14) ambos procedentes de
Heliaster helianthus “estrella de mar”.

Observaciones al microscopio electrénico de transmision
permitieron observar las diferencias morfoldgicas de las
tres cepas seleccionadas. Las cepas An — 13 (Vibrio
sp.) y E — 12 (Pseudomonas sp.) se observaron como
bacilos relativamente cortos con presencia de flagelos
con insercion al parecer lateral mas que polar (Figura
3A). La cepa EM - 2 (identificada como Flavobacterium
sp.) mostré a bacilos alargados o filamentos carentes
de flagelos (Figura 3B). En ninglin caso se observo la
presencia de capsulas, endoesporas o granulos de poli-
beta-hidroxibutirato (PBH).

Tabla 3. Identificacién de géneros bacterianos con acti-
vidad inhibitoria aislados de invertebrados intermareales
de la Bahia de Ancén.

Cepa Fuente Identificacion

An —10 Phymactis clematis “Anémona del Mar” Vibrio sp
An — 13 Phymactis clematis “Anémona del Mar” Vibrio sp

E —-12  Tetrapigus niger “Erizo de Mar” Pseudomonas
E —20 Tetrapigus niger “Erizo de Mar” Vibrio sp

EM -2  Heliaster helianthus “Estrella de Mar” ;Ioavobacterium
EM -5  Heliaster helianthus “Estrella de Mar”  Vibrio sp

EM — 10 Heliaster helianthus “Estrella de Mar”  Actinomycete
EM — 14 Heliaster helianthus “Estrella de Mar”  Actinomycete
PS -4 “Peje Sapo” Vibrio sp

C-2 Tegula atra “caracol turbante” Epl)avobacterium
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DISCUSION

El andlisis de la actividad antagonista de las bacterias
marinas proporciona informacion sobre los patrones de
inhibicién y, en consecuencia, el espectro antimicrobiano
frente a las cepas testigo consideradas como potenciales
patégenos de humanos. Durante la seleccién preliminar
de antibiosis frente a tres Gram positivos, asi como
frente a los patdgenos potenciales de humanos Gram
negativos, los resultados muestran diferencias en su
espectro inhibitorio; sin embargo, es muy marcada la
inhibicion de testigos Gram positivos por la mayoria de
los aislados marinos. Dicha actividad varia en cuanto a la
intensidad o espectro inhibitorio de una cepa a otra. Tales
caracteristicas fueron también determinadas por otras
investigaciones hechas con bacterias marinas ©19.

Trabajos orientados a la blusqueda de bacterias nativas
con capacidad inhibitoria describen a dichas cepas
como epibiontes, epifitas o parte de la microflora nativa
del tracto digestivo del hospedero. Segun la literatura
revisada sobre bacterias marinas con capacidad de
producir sustancias antimicrobianas, estas generalmente
han sido aisladas teniendo como fuente a organismos
del plancton y bentos y raramente invertebrados
intermareales; sin embargo, al parecer la presencia de la
microbiota antagonista es ubicua, tal como se demuestra
en el presente estudio, donde fue posible aislar a partir
de invertebrados intermareales de una zona rocosa de
la Bahia de Ancon. En otras latitudes ha sido frecuente
el aislamiento de cepas antagonistas epibiontas pero
de invertebrados bentdnicos; tal es asi, Oclarit et al. "
aislaron a partir de la esponja Hyatella sp. cepas nativas
del género Vibrio sp. antagonistas a Gram positivas
como Bacillus subtilis y no asi frente a Gram negativas.
Asimismo, otros aislados a partir de otras especies de
esponjas mostraron actividad antibacteriana in vitro de
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mayor espectro inhibitorio contra patégenos de peces
Gram negativos (2. Zheng et al. ™ lograron aislar 42
cepas de bacterias antagonistas asociadas a organismos
marinos, pero principalmente invertebrados (20%) y algas
(11%), siendo identificadas como miembros del género
Alteromonas (20/42), Pseudomonas (10/42), Bacillus
(8/42) y Flavobacterium (4/42). Ledn et al. ® aislaron
cepas de Pseudomonas, Alteromonas/Marinomonas,
Vibrio, Flavobacterium, Cytophaga y Micrococcus a
partir del neuston marino. Estas cepas resultaron ser
fuertemente inhibitorias de bacterias ictiopatdgenas.
Una de estas cepas identificada como Alteromonas
resulté ser productora de una sustancia proteinacea de
accion antibacteriana contra Staphylococcus aureus y
algunos patégenos de peces como Vibrio anguillarum
y Aeromonas salmonicida . Otras bacterias marinas
aisladas de invertebrados intermareales resultaron
ser productoras de varias enzimas extacelulares (9,
Asimismo, bacterias aisladas de Argopecten purpuratus
y Crassostrea gigas en cultivos mostraron tener actividad
antimicrobiana frente a patdgenos reconocidos de peces,
moluscos y crustaceos, sugiriendo su posible uso como
agentes “probidticos” en acuicultura ().

La funcién que desempefian los microorganismos en
esta interaccion con invertebrados incluiria procesos
de simbiosis, sinergismo, antagonismo u oftras
modalidades de interaccion. Un género bacteriano
de origen marino muy reconocido por la produccion
de diversos metabolitos secundarios lo constituye
Pseudoalteromonas. Al respecto, la literatura revisada (')
sefala que este género nativo fue aislado de diferentes
fuentes incluyendo organismos invertebrados y ha

sido ampliamente estudiado por diversos autores por
producir sustancias antibacterianas, antifouling, algicida
y diversas sustancias de interés en farmacologia.

El uso de bacterias Gram positivas como indicadoras
de antibiosis permite recuperar mayor nimero de cepas
marinas gracias a la alta sensibilidad inhibitoria mostrada
en comparacioén con las Gram negativas, tal como mues-
tran en sus trabajos otros autores ©°19, quienes utilizan-
do bacterias Gram positivas como Bacillus subtilis, Sta-
phylococcus sp. y Streptococcus sp. aislaron numerosas
cepas inhibitorias de origen marino. Los actinomicetos
marinos son sefialados como el grupo muy prolifico en
la produccién de antimicrobianos naturales '®; en el pre-
sente trabajo se logro aislar solamente dos Unicas colo-
nias, sin embargo, estas resultaron tener fuerte actividad
antibidtica, especialmente EM-10 que mostr6 tener ac-
tividad de amplio espectro frente a ocho de un total de
nueve cepas indicadoras (Tabla 2 y Figura 2).

Otrasinvestigacionesrelacionados conbacterias marinas
productoras de antibioticos, sefialan que tanto las cepas
aisladas de aguas, sedimentos, plantas acuaticas,
bivalvos y otros sustratos sumergidos en ambientes
marinos actian con la misma intensidad inhibitoria
frente a los indicadores como Lactobacillus, Arthrobacter
y Micrococcus, asi como frente a los patégenos de
humanos del tipo de Staphylococcus aureus, Salmonella
typhi y Vibrio cholerae y también a aquellos asociados
con alimentos . En el caso del presente trabajo, se
debe remarcar la actividad antibiotica de las cepas EM-
10 y E-12 que mostraron fuerte actividad inhibitoria
frente a Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa,

Figura 2. Actividad antimicrobiana de dos aislamientos de Actinomicetos: EM — 10 (A) y EM-14 (B) frente a Staphylococcus aureus.
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Figura 3. Microfotografia electronica de bacterias asociadas a invertebrados intermareales con actividad antimicrobiana. A:
Pseudomonas sp. (cepa E — 12), amplificacién por 18 000 y B: Flavobacterium sp (cepa EM — 2), amplificacion por 22 000.

este Ultimo un patégeno ampliamente reconocido por
ser multirresistente a antibiéticos convencionales.

Las observaciones de microscopia electrénica en el
presente trabajo tuvieron un objetivo complementario a la
caracterizacion convencional previamente realizada. Los
resultados de tres cepas seleccionadas confirmaron tanto
la morfologia celular del género Flavobacterium, asi como
la presencia y lugar de insercion flagelar de los géneros
Vibrio y Pseudomonas. Una caracteristica adicional,
no observada en el presente trabajo, es la ausencia de
granulos de poli-beta-hidroxibutirato (PBH) sefialada con
regularidad en otros estudios de bacterias marinas.

Los resultados del presente trabajo son prometedores si
se considera que los antibiéticos de uso clinico son cada
vez mas escasos, especialmente frente a patégenos
causantes de enfermedades emergentes y aquellos
oportunistas de creciente importancia en pacientes
inmunocomprometidos e incluso inmunocompetentes, a
lo cual hay que agregar el incremento de la resistencia
al escaso numero de antibidticos existentes. Futuros
estudios de este tipo sefialaran si el antagonismo
encontrado contra las bacterias patégenas se debe a
nuevos antibidticos.
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