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RESUMEN: La mayoria de los aportes cientificos sobre la produccién de antibiéticos por bacterias
marinas, han sido enfocados hacia el estudio del efecto autodepurador del mar y el entendimiento ecol6-
gico en microambientes marinos. En el presente estudio se muestra la produccién de sustancias antibac-
terianas por bacterias marinas aisladas de las zonas costeras del Nor-Oriente de Venezuela. Empleando
técnicas de antibiosis directa en medios sélidos, se determind que el 3% de las bacterias aisladas de dife-
rentes fuentes marinas, producen sustancias inhibidoras del crecimiento de alguno de los tres gérmenes
reveladores utilizados(Staphylococcus aureus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa E35 y Vibrio an-
guillarum EPp3). De estas bacterias, 3 son capaces de inhibir el crecimiento en mads del 65% de las 23
cepas caracterizadas como patégenas para organismos acudticos. Los resultados sugieren la posibilidad

de utilizar estas cepas marinas o sus compuestos antibacteriales, en la prevencién y control de enferme-
dades en acuicultura.

ABSTRACT: Most scientific works on antibiotics production by marine bacteria has been directed
towards the effect on seawater autodepuration and the ecological understading of marine
microenvironments. In this study we show the production of antibacterial sustances by marine
bacterias isolated from coastal zones in nort-eastern Venezuela. Using direct antibiosis techniques in
solid medium, it was determinated that 3% of the bacteria isolated from different marine source,
produced growth-inhibiting sustances of at least one of the revelator germs tested (Staphylococcus
aureus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa E35 y Vibrio anguillarum EPp3). Three of this bacterias
were capable of inhibiting growth in more than 65% of 23 pathogenic bacteria in aquatic organisms.

These results suggest the posibility of using these marine bacteria or their antibacterial sustances in
the prevention and disease control in aquaculture.

INTRODUCCION

El estudio de 1a antibiosis en bacterias marinas ha es-
tado dirigido hacia la visualizacién del ambicnte marino
en su efecto autodepurador y al entendimiento de interre-
laciones ecolégicas de microorganismos en ambientes
epifitos de macroalgas marinas (GAUTIER, 1969; ALEXAN-
DER, 1971; ANDERSEN et al., FREITAS y FREDRICKSON,
1978; BARJA, 1979; FREDRICKSON y STEPHANOUPULOS,
1981; LEMOS et al., 1985). No obstante, DOPAZO e al.
(1988) exponen que la gran capacidad antagénica de algu-
nas ccpas marinas sobre bacterias patégenas de peces, en-
contradas cn sus estudios, sugicren un potencial en la ut-

lizacion de las mismas para ¢l biocontrol de epizootias
en cultivos masivos de peces. Por otra parte, LODEIROS et
al. (1988) realizaron un estudio del potencial de produc-
cion de antibidticos por la flora bacteriana asociada a 13
monocultivos microalgales de utilidad en acuicultura,
sugiriendo el posible uso profildctico de ciertos mono-

culuvos en sistemas de cultivo masivo de organismos
marinos.

El mundo marino es una enorme fuente de recursos,
dentro de ellos, los antibiéticos producidos de forma na-
tural, para maniener en parte, la estabilidad ccoldgica de
los miiltiples ccosistemas marinos, podrian ser de gran
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utilidad en el control de enfermedades tanto en acuicul-
tura como en patologia humana. En este sentido, ¢l pre-
sente estudio se realiz6 con el objetivo de observar la ca-
pacidad antibidtica de bacterias aisladas de diferentes
fuentes marinas, ante gérmenes patGgenos en organismos
acudticos, para determinar el posible potencial de uso de
estas bacierias marinas en la prevencién y control de en-
fermedades en organismos acudticos bajo condiciones de
cutivo.

MATERIALES Y METODOS
RECOLECCION DE MUESTRAS:

Se colectaron muestras de agua, epibiontes de molus-
cos (Perna perna, Pinctada imbricata, Arca zebra), co-
rales blandos (Eunica sp.), macroalgas (Ulva sp., Sarga-
sum sp., Caulerpa rasemosa, Caulerpa sertularioides,
Halimeda sp.), Ascidias (Ascidia nigra, Ascidia sp.),
concentrados de fitoplancton obtenidos por caladas con
red fitoplancténica. Las muestras se obtuvieron por reco-
leccién manual y depositadas en frascos estériles o bol-
sas pldsticas codificadas. Para la recoleccién de muestras
a profundidades mayores de 5m se utiliz6 un equipo de
buceo auténomo (SCUBA). El material se mantuvo en
un recipiente isotérmico con hielo, hasta su procesamien-
to, el cual se reliz6 dentro de las tres horas siguientes a
su recoleccion. Por otra parte, se obtuvicron muestras de
monocultivos microalgales pertenecientes a la coleccién
del Instituto Oceanogrifico de Venezuela (monoculti-
vos de Tetraselmis suecica, Tetrasemis chuii, Isocrhy-
sis alf galbana (clone T - I1SO), Thalassiosira pseudona-
na clone 3H, Dunaliella tertiolecta, Skeletonema costa-
tum, Chaetoceros calcitrans, Pseudoisochrysis parado-
xa, Pyramimonas virginica, Nannochloris oculata, Pla-
itnomonas sp., Phytomonas sp.).

El arfa de muestreo sc concentré en zonas costcras
del Golfo de Cariaco y localidades adyacentcs a la ciudad
de Cumand, Edo. Sucre, Venezucla (Fig. 1)

AISLAMIENTO DE LAS BACTERIAS:

~ Las muestras, excepto las de aguas y monocultivos
m:c_roalgalcs, fucron trituradas asépticamente con una
varilla de vidrio en agua de mar filrada, envejecida y es-
téril; de este triturado se tomaron alicuotas para ser
sembradas por exiensién en placas con Agar Marino
(MA, D:fqo), incubdndose a 22 - 24° C durante 4-6 dias.
Las_colomas desarrolladas fueron aisladas con un asa de
platino y tras resiembras sucesivas en MA se obtuvieron
los cull.nfos puros, los cuales se utilizaron para realizar
los andlisis que se describen a continuacidn.
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CAPACIDAD ANTIBACTERIANA PRELIMINAR:

La capacidad inhibitoria de las bacterias marinas ais-
ladas fue determinada por el método directo de GAU-
THIER (1976), ante los siguiente gérmenes reveladores:
(1) Staphylococcus aureus ATCC25923, una bacteria
caracterizada como altamente sensible a antibiéticos pro-
ducidos por bacterias marinas (GAUTHIER 1969; BALLES-
TER et al., 1977; BERNARD y PETRAZZI, 1977; BARJA,
1979; LEMOS et al. 1985); (2) Pseudomonas aeruginosa
E35, una bacterria de comprobada patogenicidad en bival-
vos marinos, potencialmente patogena en el hombre y de
alta resistencia a antibidticos comerciales (LODEIROS et
al., 1987), y (3) Vibrio anguillarum EPp3, una bacteria ca-
racterizada como patégena de bivalvos marinos tropica-
les (FREITES, Com. pers.)

IDENTIFICACION BACTERIANA:

Las bacterias marinas caracterizadas como producto-
ras de sustancias antibacterianas capaces de inhibir el cre-
cimiento de al menos un germen revelador, se identifica-
ron a nivel de género, siguiendo los esquemas de SHEWAN
et al. (1960), YOSHIMISU et al. (1980) y OLIVER (1982).

CAPACIDAD ANTIBIOTICA ANTE CEPAS EN ORGANISMOS
ACUATICOS:

Para este andlisis, la capacidad inhibitoria de las ce-
pas marinas caracterizadas preliminarmente como pro-
ductoras de sustancias antibacterianas fue probada ante
un considerable niimero de bacterias patégenas en orga-
nismos acuéticos, obtenidos de cultivos de coleccién do-
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Ubicacion relativa de las localidades de muestreo.
1: San Luis; 2: El Pefién; 3: Turpialito; 4:
Ensenada Honda; 5: Maigualida; 6: Epin; 7: Punta
Cachipo; 8: Pariche; 9: Punta Arenas.
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nados por el Departamento de Microbiologia y Parasito-
logia de la Universidad de Santiago (Espafia) y bacterias
patogenas causantes de epizootias de larvas de bivalvos
marinos, establecidos en la Estacién Hidrobioldgica de
Turpialito perteneciente al Instituto Oceanogréifico de
Venezuela (Edo. Sucre, Venezuela).

RESULTADOS Y DISCUSION

De un total de 827 bacterias aisladas de diversos
componentes marinos, 24 (3%) producian sustancias de
naturaleza antibidtica, especificamente antibacterianas;
este hecho viene a indicar que las bacterias marinas inter-
vienen en gran parte, en la determinacién del cardcter au-
todepurador que se le ha adjudicado al mar, como ya lo
habian sugerido y comprobado otros investigadores (NI-
CATI and RIETSCH 1885, citado por BALLESTER et al.,
1977; ZOBELL, 1936; YACCARO et al., 1950 WoOD, 1953;
GAUTHIER, 1969; BARJA, 1979; PUSHKAR, 1979). No obs-
tante, debemos sefalar que las caracteristicas fisico-qui-
micas del mar, suelen ser adversas a los microorganis-
mos

de origen telirico, lo cual contribuye a determinar dicho
cardcter y que gran parte del mismo es debido a sustan-
cias no s6lo producidas por bacterias 0 microorganismos
en general, sino también por organismos sistemaéticamen-
te superiores, hecho constatado por GARCIA-TELLO y CE-
DENO (1975).

Como se muestra en la Tabla 1 el germen revelador
Staphylococcus aureus ATCC25923, fue el de mayor
sensibilidad a las sustancias antibacterianas producidas
por las bacterias marinas probadas, ello corrobora la evi-
dencia de la alta sensibilidad de esta especie a las sustan-
cias antibidticas producidas por bacterias de origen mari-
no, como ya lo habian demostrado algunos investigado-
res (GAUTHIER; BALLESTER et al.; BERNARD y PETRAZZI;
BARJA; LEMOS et al. op. cit.). Asimismo, la poca sensibili-
dad encontrada en el germen revelador Pseudomonas ae-
ruginosa E35, viene a reafirmar cl cardcter de resistencia
a antibidticos comerciales frecuentemente adjudicado a
esta especie bacteriana.

Es conveniente sciialar, que al parecer las baclerias

TABLA 1.- Inhibicién del crecimiento de los gérmenes reveladores por las bactenas productoras de sustancias antibacterianas.

GERMENES REVELADORES

CEPAS Staphylococcus aureus Peseodomonas aeruginosa Vibrio anguillaruwn
PRODUCTORAS ATCC25923 E35 EPp3
2 + + +
P2 + +
P3 + +

P4 + +
PS5 + +
P6 + +
P + +
P8 + ¥
1) 9 +

P10 + + T
Pt + +
P12 13 %
P13 T +
P14 * 7
P15 +

P16 +

P17 +

PSL 1 +

ESIZ2 +

PS123 &

X24 + +
24 + +
39 +

42 +

+ Presencia de inhibicion
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marinas productoras de antibiflicos se encuentran muy
asociadas con algas marinas, ya que de las 24 cepas carac-
terizadas como productoras de sustancias de naturaleza
antibidtica, 9 se aislaron de algas marinas, particularmen-
te de aquellas pertenecientes al género Caulerpa (Tabla
2). Este hecho es I6gico, ya que las algas marinas excre-
tan una gran cantidad de sustancias tales como carbohi-
dratos, 4cidos orgéinicos, sustancias nitrogenadas, lipi-
d_os,' fosfatos orgdnicos, vitaminas, estimuladores de cre-
cimiento etc. (HELLEBUST, 1974), los cuales suponen un
atractivo nutricional para la colonizacién bacteriana he-
terotréfica. Esto podria inducir una diversidad de inte-
rrelaciones bacterianas, originadas en principio por la
compcticidn por nutrientes, las cuales posteriormente
derivan en antagonismo e interferencia, que evolutiva-
mente s¢ revelan con la produccién de sustancias con acti-
vidad antibiética, manteniendo asi, la dindmica y estruc-
tura de las poblaciones bacterianas en los microambien-
les algales, tal como lo indican FREDRICKSON y STEPHA-
NOPOULOS (1981). Un dato interesante es dado por LE-
MOS er al. (1985), quienes, al aislar y caracterizar la pro-
duccibn de antibidticos en bacterias asociadas a macroal-
£as marinas, encontraron que el 16.9% producian sustan-
cias inhibidoras del crecimiento de Staphylococcus au-
reus, llegando a la conclusién que la produccién de anti-

TABLA 2.- Identificacién taxonémica de las cepas productoras de sustancias antibacterianas y su origen de aislamiento.

bi6ticos por este tipo de bacterias es un evento frecuente
en los microambientes epifitos de algas marinas, el cual
se produce por efecto de interrelaciones ecolégicas entre
las poblaciones bacterianas.

De la Tabla 2 se puede deducir que las bacterias pro-
ductoras de sustancias inhibidoras pertenecen a una gran
diversidad de géneros, pudiéndose constatar que la pro-
duccidn de sustancias antibacterianas en el lecho marino,
no es especifico de un grupo taxondmico en particular.
Sin embargo, en el presente trabajo, la mayoria de las bac-
terias de este tipo, fueron clasificadas dentro de los géne-
ros Alteromonas y Pseudomonas (52%), los cuales son
taxonémicamente semejantes segin LEE et al. (1977).

Como se puede observar en la Tabla 3, las cepas Vi-
brio anquillarum LE y Vibrio alginolyticus 3EOT2, re-
sultaron ser las mds sensibles a las sustancias antibidti-
cas producidas por las bacterias marinas (62.5% y 37.5%
de sensibilidad, respectivamente), lo cual hace suponer
una alta sensibilidad del género Vibrio a sustancias anti-
bacterianas de origen marino; hipétesis soportada por el
porcentaje de sensibilidad m4s bajo, encontrado en los re-
presentantes patogenos de los otros géneros (Aeromo-

ORIGEN DE AISLAMIENTO

CEPAS

PRODUCTORAS GENERO
P1 Alteromonas
P2 Alteromonas
P3 Flavobacterium
P4 Acinetobacter
P5 Cytophaga

Pé Flexibacter

P7 Alcaligenes

g 8 Vibrio

9 Vibrio

P10 Alteromonas

g 1 Flavobacterium
p g Pseudomonas
P14 Pseudomona_.f
Pis Flavobacteriun
Pls Alteromonas
P17 Aeromonas
PSL 1 Pseudomonas
PSL 2 Alteromonas
PSL 3 Flavobacteriumn
X24 Flavobacterium
24 Alteromonas
19 Alteromonas
42 Photobacteriun

Alteromonas

Agua de mar (Turpialito)

Monocultivo de Thalassiosira pseudonana clone T-ISO

Sedimento (Turpialito)

Monocultivo de Tetraselmis suecica

Sedimiento (El Pefion)

Sedimento (Turpialito)

Monocultivo de Teraselmis suecica

Monocultivo de Skeletonema costatim

Agua de mar (Turpialito)

Agua de mar, playa San Luis (Los Bordones)

Agua (Laguna de Los Patos)

Agua (Laguna de Los Patos)

Agua de mar, playa de San Luis (Los Uveros)
Macroalga Caulerpa sertularioides (Turpialilo)

Agua de mar, playa San Luis (Los Bordones)

Agua de mar, playa San Luis (Bordones-Cumanagoto)
Agua de mar, playa San Luis (Bordones-Cumanagoto)
Agua de mar, playa San Luis (Los Uveros)

Agua de mar, playa San Luis (Los Bordones)

Agua de mar, playa San Luis (Los Bordones)
concentrado fitoplancténico (Punta Cachipo)
Macroalga Caulerpa racemosa (Punta Arcnas)
Macroalga Caulerpa racemosa (Punta Arenas)
Macroalga Caulerpa racemosa (Punta Arenas)
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nas, Yersinia, Pseudomonas). No obstante, es convenien-
te sefialar que la sensibilidad a antibi6ticos estar en fun-
cién de la seleccién evolutiva de resistencias ante las sus-
tancias antibacterianas a nivel de especies, y que una for-
ma de aumentar el nimero de bacterias altamente resis-
tentes a antibi6ticos, es la utilizacién irracional de los
mismos, en este caso, en sistemas de cultivos de organis-
mOS acuticos.

LascepasP12,P13,P14 y x24, fueron capaces de inhi-
bir, en m4s del 65%, el crecimiento de las bacterias pat6-
genas en organismos acuéticos. Estos resultados sugie-
ren que dichas cepas y especialmente la cepa x24 que pro-
dujo un 95% de inhibicién (Tabla 3), pudieran ser utiliza-
das en la prevenci6n y control de enfermedades en acui-
cultura. Sin embargo, es importante sefialar que la deter-
minacién de la utilidad de estas bacterias en acuicultura,
debe ser establecida, después de realizar pruebas "/n vi-
vo" de toxicidad, capacidad invasora y eficacia, tanto de
la cepa como de sus compuestos antibidticos en cultivos
masivos de organismos acudticos. En este sentido, los
planteamientos sugeridos en la presente investigacién
conllevan a futuros estudios a fin de comprobar su apli-
cacién en los cultivos de organismos acuaticos.
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