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RESUMEN

Se determind el espectro de accidn de las sustancias activas
producido por 27 cepas de bacterias marinas inhibidoras de
Staphylooccus aureus ATCC 6538 contra bacterias patdégenas
en animales, realizando antibiogramas con concentraciones
bacterianas similares (patron Mc Farland 0,5). De 27 cepas uti-
lizadas, 3 (11,11%) mostraron actividad en alguna bacteria pa-
tégena estudiada. Las cepas patégenas para animales Rhodo-
coccus equi, Listeria monocytogenes y Brucella abortus resul-
taron ser las méas afectadas por las sustancias antibacterianas
y la cepa Staphylococcus aureus (aislada de Gaflus gallus) la
menos afectada. La sustancia activa producida por la cepa
marina Chromobacterium sp. SnSF(30)27498 aislada del coral
Stephanocoenia michelinii, evidencié un efecto inhibitorio en
todas las bacterias patdgenas estudiadas (100%); esta sustan-
cia conjuntamente con la producida por la cepa Chromobacte-
rium sp. PaSF(48)27498 aislada del coral Porites astreoides
mostraron los mayores halos de inhibicién contra las patége-
nas para animales. Basados en los resultados obtenidos, se
considerd que las bacterias marinas poseen un gran potencial
para la blisqueda de sustancias activas ante bacterias patdge-
nas para animales de cria.
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ABSTRACT

Active substances were taken from 27 strains of marine bacte-
ria that inhibit the germ Staphylococcus aureus ATCC 6538,
which is pathogenic to human beings. The spectrum of action
against bacteria that are pathogenic to animals were determined
through the use of antibiograms with similar bacterial concentra-
tions (0.5 Mc Farland pattern). Among the 27 strains studied, 3
of them (11.11%) were active against some pathogenic bacteria.
The strains of Rhodococcus equi, Listeria monocytogenes and
Brucella abortus, pathogenic against animals, were the most af-
fected by the antibacterial substances, and the strain Stapfiylo-
coccus aureus (isolated from Gallus gallus) was the least af-
fected. The active substance produced by the marine strain
Chromobacterium sp. SnSF(30)27498 (isolated from the coral
Stephanocoenia michelinij) inhibited 100% of the pathogenic
bacteria. This substance, as well as the substance produced by
the strain Chromobacterium sp. PaSF(48)27498 (isolated from
the coral Porites astreoides) showed the largest inhibition halos
against bacteria that are pathogenic to animals. In view of these
results, marine bacteria are considered to have a great potential
for producing active substances against bacteria that are patho-
genic to animals.

Key word: Staphylococcus aureus, antibiosis, antibiograms,
bacteria pathogenic to animals.

INTRODUCCION

La produccién de sustancias activas por parte de las di-
ferentes poblaciones bacterianas en los ecosistemas marinos,
juegan un papel importante en el equilibrio de los microam-
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bientes marinos [8, 11, 19] y se exponen como fuentes de se-
leccion de sustancias activas con posibilidad de ser aprove-
chadas por el hombre.

Una serie de investigaciones han verificado la potenciali-
dad de bacterias marinas para el uso profilactico en cultivos de
organismos acuaticos [2, 9, 14, 20, 23, 29, 32], sugiriendo su
aplicacién como biocontroles en epizootias.

En el area de la medicina y farmacologia, también se han
realizado investigaciones de notable importancia, basadas en el
manejo de las bacterias marinas, donde se detectaron una serie
de escenarios gue conducen a establecer la utilidad como po-
tenciales generadores de sustancias antibidticas, antivirales, an-
titumorales, de actividad enzimatica, y metabolitos bacterianos
relativos a la inmunologia basica, aportando conocimientos ac-
tualizados para el tratamiento de diversos tipos de enfermeda-
des [2, 6, 10, 21, 24, 26]. Todas estas investigaciones proponen
a las bacterias marinas, como organismos atrayentes para obte-
ner beneficios a la humanidad; no obstante, un estudio dirigido
hacia la blisqueda de sustancias activas con utilidad en anima-
les de cria no se ha desarrollado; debido a ello, el presente tra-
bajo evalud el efecto de sustancias antibacterianas producidas
por bacterias marinas sobre bacterias patégenas para animales
de cria, en funcién de la blsqueda de nuevas alternativas para
el control de epidemias y epizootias bacterianas.

MATERIALES Y METODOS

Las cepas patégenas utilizadas, fueron suministradas
por la empresa CALA WINCO vy el Laboratorio de Microbiolo-
gia, Facultad de Veterinaria, UCV. Las bacterias marinas em-
pleadas fueron aisladas previamente de diferentes microam-
bientes asociados a invertebrados marinos, identificadas y ca-
racterizadas como productoras de sustancias antibacterianas
al inhibir a Staphylococcus aureus ATCC 6538, dichos resulta-
dos han sido presentados en un trabajo anterior [7].

La eficiencia de las sustancias antibacterianas fue eva-
luada determinando el espectro de accién de estas sustancias
ante las cepas patégenas y, mediante comparaciones entre
los diametros de los halos de inhibicién formados en ensayos
por triplicado, lo cual permitid establecer criterios referentes al
grado de eficiencia y de la actividad antibacteriana de estas
sustancias. La prueba de antibiosis fue desarrollada aplicando
la técnica de susceptibilidad de microorganismos mediante
discos de papel en placa, siguiendo las recomendaciones en
Koneman y col. [18] con algunas modificaciones. El método
consistio en elaborar suspensiones de las bacterias marinas
en agua de mar envejecida, filtrada y estéril, a una salinidad
de 2,7% y de las bacterias patdgenas para animales de cria en
solucion fisioldgica (0,85% NaCl). La densidad bacteriana pre-
sente en dichas suspensiones fue calibrada mediante compa-
racién, en un espectrofotémetro, con ayuda del patron Mc Far-
land 0,5. Luego, las bacterias patégenas fueron sembradas,
por diseminacion en tres direcciones con hisopo estéril en pla-
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cas con agar Mueller-Hinton (E. Merck), dejandola difundir en
un tiempo de 15-30. Se colocaron sobre el medio sembrado,
alicuotas similares de las suspensiones de bacterias marinas,
mediante discos de papel Whatman # 4 con un diametro de 6
mm. Cada disco fue dosificado con 10 pl de la suspensién
bacteriana a probar, con ayuda de una micropipeta. Las placas
sembradas, fueron incubadas a las condiciones del germen
patégeno revelador, a 37°C durante 24 h. Posteriormente los
halos de inhibicién se determinaron, con la ayuda de un ver-
nier digital (Mitutoyo; 0,01 mm de apreciacién). La prueba se
realizé por triplicado, en funcion de contrastar diferencias en
los efectos antibacterianos mediante la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis, con un posterior analisis de comparacién
mdiltiple, siguiendo las recomendaciones de Zar [33]. Esta
prueba se realizé, previa demostracién de la inexistencia de
una distribucién normal de los datos y aplicacion de diversas
transformaciones sin obtener la normalidad y homogeneidad
de varianzas en los mismos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores maximos de proporcidn de cepas marinas que
inhibieron el crecimiento de las cepas patégenas para animales
fueron de 11,11%, TABLA |, siendo bajos en relacién con los
mostrados por Lodeiros y col. [21], obteniendo valores méximos
en cepas patégenas en humanos de 20,83%. Estos valores a su
vez se consideran bajos a los obtenidos por Dopazo y col. [9] v,
Lodeiros y col. [20], con valores sobre cepas patdgenas en orga-
nismos acuaticos de 91,30 y 62,50%, respectivamente. La gran
diferencia encontrada en la sensibilidad de bacterias patogenas
en organismos acuaticos, con respecto a las patégenas en hu-
manos y animales, posiblemente sea debido a que las patégenas
en organismos acudticos se encuentren filogenéticamente mas
cercanas a las cepas inhibidoras, tal como lo exponen Asencio y
Baguero [1]; siendo la produccién de sustancias antibacterianas
indicativa de la competencia establecida en el habitat microbiano,
dentro de un conjunto de interrelaciones batterianas, que se ma-
nifiestan entre especies afines tendientes a ocupar el mismo ni-
cho o microambientes semejantes, dentro de las cuales fueron
utilizadas sustancias antibacterianas, dando como resultado el
equilibrio de las poblaciones bacterianas [22, 25, 28, 29]. Por otro
lado, Lodeiros y col. [21] explican que las bacterias patdégenas
que han sido tratadas con antibidticos, presentan una mayor pro-
babilidad de adquirir resistencia a estas sustancias como conse-
cuencia de la mayor presién de seleccion genética a las que son
sometidas, a diferencia de las bacterias patégenas en organis-
mos acudticos donde su tratamiento con antibidticos es probable-
mente a menor escala. Aparte de lo explicado y basados en las
comparaciones realizadas, puede inferirse que la accién de las
sustancias antibacterianas producidas por una amplia variedad
de bacterias marinas sobre las bacterias patégenas para anima-
les de cria, resultd ser baja.

La evaluacion correspondiente a la efectividad de las
sustancias antibacterianas, FIG.1, se aplict a seis cepas pa-
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TABLA |
ESPECTRO DE ACCION DE BACTERIAS MARINAS CONTRA LAS BACTERIAS PATOGENAS PARA ANIMALES

BACTERIAS MARINAS
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Rhodococcus equi At ++ + 11,11
Bacillus subtilis + ++ + 11,11
Staphylococcus aureus™® + + 3,71
S. aureus *¥* + + + 11,11
Listeria mJnocitogenes + + ++ 11,11
Streptococcus agalactiae + ++ + 11,11
Escherichia coli*** 4 3,71
E. coli** + +++ 7.41
Brucella abortus + -+ +H+ 11,11
Enterobacter aerogenes + 3,71
% de inhibicién 0 0000DO000O0O0O0O00O0OO0O70 00 0100 00 70 0 0 0 0O
t6genas en estudio, de las cuales Rhodococcus equi, Listeria
monocytogenes y Brucella abortus, resultaron ser significati-
vamente las mds sensibles (Kruskal-Wallis, comparacion mul- BACTEREES MARINAS
tiple PD,05; Zar [33]; FIG. 1) y, la cepa Staphylococcus au- - 20 -
reus, aislada de Gallus gallus, la menos sensible. Segun E
Pelczar y col. [27] las diversas especies y cepas de microor- E
ganismos tienen grados variables de susceptibilidad a cada g 15 +
uno de los diferentes antibiéticos, inclusive puede cambiar “E '
sspecialmente en el transcurso de un tratamiento. En el caso 2 10 L T _
de las cepas Staphylococcus aureus ATCC6538, fue eviden- ﬁ T 1 J
ciada una elevada sensibilidad ante las sustancias activas de 3 _|_
2s bacterias marinas en estudio, mientras que Staphylo- % S+
coccus aureus aislada de Gallus gallus, resulto ser la cepa k|
menos afectada por estas sustancias, hecho que soporia la 2 0 1 I 1
stilizacion de Staphylococcus. aureus ATCCE538 como ger- Moraxella Chromobacterium  Chromobacterium
men revelador de bacterias productoras de sustancias anti- AsSf(29)27498 SnSf(30)27498 PaSf(48)27498

~acterianas, tal como se ha realizado en diversos trabajos [4,
7. 12, 13, 16, 19, 20, 21, 30]. Los estafilococos como sa-
rétitos, son ubicuos, pero como patégenos causan diferen-
‘=s procesos supurativos, hasta septicemias mortales y en
muchas ocasiones son invasores secundarios en diversas
=nfermedades; en un principio la mayoria de estas cepas fue-
-on vulnerables a la penicilina, aunque han aparecido cepas
sistentes a los antibidticos que han creado serios proble-
zs. Un 80% de cepas de S. aureus aisladas de los pacien-
s de los hospitales son resistentes a la penicilina y muchas
mbién a la estreptomicina y las tetraciclinas [27]. En forma
milar, esta cepa aislada de Gallus gallus pudo desarrollar
iz resistencia a las sustancias antibacterianas, ya que
llus gallus es criado a alta escala y es tratado continua-
=nie con antibidticos para disminuir la tasa de mortalidad.
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FIGURA 1. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS SUS-
TANCIAS ACTIVAS PROVENIENTES DE LAS BACTERIAS
MARINAS SOBRE CEPAS PATOGENAS PARA ANIMALES.
LAS LINEAS HORIZONTALES INDICAN LA FORMACION
DE GRUPOS SIGNIFICATIVAMENTE IGUALES (KRUSKAL-
WALLIS, COMPARACION MULTIPLE, P<0,05).

El porcentaje de las bacterias marinas inhibidoras del
crecimiento de las patégenas para animales TABLA |, se ubico
entre el 70 y el 100%. Estos valores se consideran superiores
a los encontrados por Lodeiros y col. [21], quienes probaron
bacterias marinas productoras de sustancias antibacterianas
contra bacterias patégenas para humanos, encontrando valo-
res de porcentajes de inhibicién de las bacterias marinas entre
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los intervalos 5,3-26,3% y, comparables a los obtenidos por
Lemos y col. [19]; Dopazo y col. [9]) vy, Lodeiros y col. [20],
quienes experimentaron con cepas de bacterias marinas pro-
ductoras de sustancias antibacterianas contra patdgenas en
organismos acuaticos, encontrando valores entre los intervalos
de 38,9-88,9%; 77,8-91,3% y 4,40-95,7% respectivamente.
Estas diferencias encontradas pueden deberse al hecho de
que las cepas patdégenas para humanos utilizadas por Lodei-
ros y col. [21] fueron intrahospitalarias, caracterizadas por una
alta resistencia a los antibidticos.

Chromobacterium resulté ser el género representativo
de cepas de bacterias marinas productoras de sustancias acti-
vas inhibidoras del crecimiento de las cepas patdgenas en es-
tudio. La sustancia activa proveniente de la bacteria Chromo-
bacterium sp. SmSf(30)27498 aislada del coral Stephanocoe-
nia michelinii [7] presenté el mayor espectro de accion, TA-
BLA |, inhibiendo el crecimiento del 100% de las bacterias pa-
tégenas en estudio; esta sustancia conjuntamente con la pro-
veniente de la bacteria Chromobacterium sp. PaSf(48)27498
aislada también del coral Porites astreoides, mostraron los ma-
yores halos de inhibicién contra las bacterias patégenas para
animales; estableciendo significativamente una mayor eficien-
cia, FIG.2. La bacteria Moraxella sp. AsSf(29)27498 aislada
del bivalvo Atrina seminuda también produjo un espectro de
accion relevante, TABLA I.

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se puede inferir que bacte-
rias aisladas de los corales y moluscos constituyen fuentes de
sustancias antibacterianas inhibidoras de bacterias patdégenas
para animales de cria.

A pesar de que se encontraron pocas cepas de bacte-
rias marinas inhibidoras del crecimiento de microorganismos
patégenos para animales, es evidente que las sustancias pro-
ducidas por las cepas marinas Moraxella sp. (29)AsSf27498,
Chromobacterium sp. (30) SnSf27498 y Chromobacterium sp.
(48)PaSf27498 presentaron un espectro de accién amplio, in-
clusive mayor a los obtenidos en los trabajos citados, tomando
en consideracion que las cepas patégenas para animales en
estudio presentaron una alta resistencia al efecto de las sus-
tancias antibacterianas producidas por bacterias marinas.
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FIGURA 2. EFICIENCIA DE LAS SUSTANCIAS ACTIVAS
PRODUCTO DE LAS CEPAS DE BACTERIAS MARINAS
SOBRE CEPAS PATOGENAS PARA ANIMALES. LAS Li-
NEAS HORIZONTALES INDICAN LA FORMACION DE GRU-
POS SIGNIFICATIVAMENTE IGUALES (KRUSCAL-WALLIS,
COMPARACION MULTIPLE, P<0,05.
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