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CEPAS NATIVAS DEL BACTERIONEUSTON MARINO Y SU ACTIVIDAD
INHIBITORIA DE BACTERIAS ICTIOPATOGENAS.

Jorge Leén' y Patricio Garcia-Tello?

RESUMEN

En la literatura cientifica, las bacterias marinas han sido consideradas con frecuencia como producto-
res de sustancias antibacterianas. En este estudio, se investigé el potencial de actividad antibiética in
vitro de cepas nativas de bacterioneuston marino aisladas de las pozas intermareales de Montemar,
Bahia de Valparaiso, Chile.

Se aislaron 71 cepas neusténicas antagonistas a Staphylococcus aureus ATCC 11632. Veinticinco de
ellas, productoras de sustancias fuertemente inhibitorias, fueron evaluadas por su antagonismo frente
a una coleccion de 15 bacterias ictiopatogenas. Aplicando métodos clasicos para bacterias marinas, se
caracterizaron fenotipicamente orientados a la identificacion.

Los resultados de antibiosis indican que la totalidad de las ictiopatdgenas en prueba son susceptibles
a la actividad inhibitoria de las cepas neustonicas, siendo V. anguillarum NCMB 2133, V. ordalii 84/2559
y V. tubiashii EX1 las mas sensibles. Entre las cepas aisladas del neuston se identificaron miembros de
los generos Vibrio spp. (28%), Flavobacterium spp. (12%), Alteromonas-Marinomonas (12%),
Pseudomonas spp (8%)y Micrococcus spp. (4%). Nueve cepas (36%) no fueron identificadas.

Los resultados de actividades inhibitorias frente a ictiopatdégenos sugieren que dichas cepas o sus
productos pudieran ser Utiles en actividades de cultivos intensivos de maricultura de peces, moluscos y
crustaceos.

Palabras claves: Antagonismo, bacterioneuston, bacterias ictiopatégenas, maricultura, antibiosis,
bacterias marinas.

ABSTRACT

Marine bacteria have been frequently included in the scientific literature as producers substance
antibacterial properties. In this study, we investigate the potential activity antibiotic /n vifro of strains the
marine bacterioneuston isolated from rocky litoral pools in Montemar Beach, Bay of Valparaiso, Chile.
Were isolated 71 strains antagonic to Staphylococcus aureus ATCC 11632. Twentyfive strains producing
strongly inhibitory substance were tested against 15 know ichthiopathogenic bacteria. Applying a classic
method for marine bacteria, they were carried out phenotypic characterization of bacterioneuston strains
accordingly to identified.

Results showed that all fifteen ichthiopathogens strains were inhibeted by the neustonic isolates, being
V. anguillarum NCMB 21383, V. ordalii 84/2559 and V. tubiashii EX1 the most sensitive. Strains of
bacterioneuston were identified as Vibrio spp. (28%), Flavobacierium spp. (12%), Alteromonas-
- Marinomonas group {12%), Pseudomonas spp. (8%} and Micrococcus spp. {4%). Nine neustonic isolates
did not match our identifications schemes.

Experimental results suggest that this strains or their products coulb be useful in activities of intensive
cultivation of aquaculture fish, mollusks and crustaceans.

Key Words: antagonism, bacterioneuston, ichthiopathogens, aquaculture, antibiosis, marine bacteria.

INTRODUCCION res de metabolitos bioldgicamente activos
(Stierle er al. 1988). Por otro lado, numero-

Loos microorganismos marinos (bacterias,  sos trabajos han revelado la existencia de ce-
cianobacterias, hongos, fitoplancton) y algas  pas nativas de bacterias que producen diver-
mayores, ast como algunos invertebrados, han  sos metabolitos secundarios: entre ellas ce-
sido considerados como virtuales producto-  pas productoras de sustancias antibacterianas
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(Doggett. 1968 Gauthier & Flatau, 1976;
Wratten et al. 1977; Dopazo et al. 1.988;
Lemos er al. 1985, 1991; Marty & Martin,
1992), antivirales (Rinehart er al. 1981a;
Toranzo er al. 1982; Okutani, 1991),
antifingicas (Buck & Meyers, 1965),
antiparasitarias (Okami et al. 1986; Takahashi
et al. 1989a), citotoxicas o genotdxicas
(Rineharter al. 1981b; Umezawa er al. 1983;
Okami, 1986 Takahashieral. 1989a, 1989b).

En el ambiente marino, la busqueda y ais-
lamiento de cepas nativas con actividad an-
tagdnica se ha realizado en diversos tipos de
muestras, incluyendo agua de mar, sedimen-
tos, fitoplancton. zooplancton, vertebrados e
invertebrados (Toranzo ¢r al. 1982; Lemos e/
al. 1985; Nair & Simidu, 1987, Dopazo ¢r al.
1988).

Uno de los hidbitats marinos con mayor
densidad poblacional de microorganismos lo
constituye la interfase agua-aire. En esta peli-
cula superficial, que comprende entre 100-
1000 um de espesor, se desarrolla el ncuston
marino, conformado por una variada y nume-
rosa poblacidn de organismos microscépicos,
siendo el bacterioneuston el mds numeroso
(Sieburth, 1979). El bacterioneuston esta re-
presentado por numerosas especies tanto
autdctonas como aldctonas, alcanzando re-
cucntos totales viables del orden de 103-109
UFC/mi (Dahlback er al. 1982; Soto er al.
1984). Asimismo, se han determinado que tie-
nen capacidades midltiples de biosintesis de
m.tabolitos secundarios y diversas substan-
cias intra-extracelulares como pigmentos,
bacteriocinas, enzimas (proteasas. lipasas,
amilasas, quitinasas, agarasas, etc.)
(Kjelleberg & Hakansson 1977).

Este estudio tiene como objetivos centra-
les, seleccionar cepas antagonistas de
bactertoneuston marino y evaluar su activi-
dad anubiética frente a una coleccidn de bac-
terias patdgenas de peces y moluscos mari-
nos, tales como Vibrio anguillarum, V.
tubtashi, V. ordalii, V. damsela, V.
alginolviicus, especies de Aeromonas,
Pseudomonas y otras; ademds. cstablecer pau-
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tas generales que puedan servir en la perspec-
tiva de su utilizacion como agentes de control
bioldgico en la acuacultura 'narina.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de muestreo

Las muestras de la pelicula superficial del
agua (interfase agua-aire) fueron recolectadas
en las pozas litorales de Montemar, area cos-
tera comprendida en la zona de reserva del
Instituto de Oceanologia de la Universidad de
Valparaiso, Bahia de Valparaiso. Chile
(32027°S, 71933'W). El lugar es una dred ro-
cosa a excepcion de pequenos sectores de are-
na fina. Las pozas se caractcrizan por mante-
ner el agua en constante renovacién como
consecuencia de los movimientos
intermareales, con temperatura promedio de
13,4°C; pH 7,4 y salinidad de 34%o.

Recoleccion de muestras.

La toma de muestras se realizo a interva-
los de 15 dfas entre mayo a julio de 1995, Se
seleccionaron 10 pozas para el muestreo, de
las cuales se recolectaron 98 muestras de pe-
licula superficial agua-aire. Para la toma de
muestras se empled el método de Garret,
(1965) con modificaciones del autor. Paraello
se utitizé una placa de vidrio de 400 cm? (20
x 20 cm), que fue colocada en posicidn hori-
zontal y en contacto con la pelicula superfi-
cial del agua. Las muestras obtenidas (2 ml)
en frascos de tapa rosca (Schott) estériles, fue-
ron inmediatamente transportadas al labora-
torio para su procesamiento.

Procesamiento de muestras y aislamien-
to de cepas.

Para el aislamiento de las cepas murinas
se utilizd la técnica de dilucionzs seriadas al
décimo y plagueo en superficic del agar con
modificaciones indicadas en Methods for Ge-
neral and Molecular Bacteriology (Koch,
1994). Las muestras se procesaron utilizando
como diluyente agua de mar filtrada y esferi-
hzada. Las muestras (diluidas hasta 10 ) se



homogenizaron en un Vortex Mixer, y fueron
pipeteadas alicuotas (0,1 ml) de cada dilu-
ci6n y diseminadas en placas con Agar Mart-
no 2216 (Difco) (MA-2216) y Agar Marino
(MA) preparado como sigue (g/1): Bacto-
peptona (Oxoid) 4,0; extracto de levadura
(Oxoid) 1,0; Bacto-agar (Oxoid) 15,0; agua
de mar afieja 750 ml y agua destilada 250 ml;
pH 7,6. Cada dilucién fue plaqueada por du-
plicado e incubada a 20°C por 6 dfas.

Seleccién de cepas antagonistas.

Para la seleccién inicial de las cepas pro-
ductoras de substancias antimicrobianas, se
sigutd el método de doble capa recomendado
por Dopazoeral (1988), utilizando como cepa
testigo Staphylococcus aureus ATCC 11632,

Las placas de aislamiento MA-2216 y MA
fueron cubiertas con una segunda capa (3 ml)
del medio semisélido Agar Triptosa Soya
(TSAS), moculados con 10 ul de un cultivo
de 18 h de la cepa testigo (100 cél /ml) e in-
cubados a 35°C por 24 h. El medio TS As fue
preparado en base al Caldo Triptosa Soya
(TSB, Oxo1d) con 0,6% (p/v) de Bacto-Agar
(Oxo1d).

Todas las colonias que presentaron halos
de inhibicion notoria frente al testigo fueron
reaisladas y purificadas en el medio MA vy
repicadas a un cepario para evaluaciones pos-
teriores. Para confirmar la actividad inhibitoria
de las cepas neustdnicas se siguié el método
de Dopazo er al. (1988), con modificaciones
de los autores. Las cepas rcaisladas. fueron
sembradas (por duplicado) para crear
macrocolonias en placas con MA utilizando
10 pl de un cultivo joven. Después de la
incubacién a 20°C por 5 d, los cultivos fue-
ron sometidos a efectos letales con vapores
de cloroformo (45 min); luego, 3 ml del me-
dio TSAS inoculado con S. aureus ATCC
11632, fue adicionado sobre las macrocolonias
a manera de segunda capa. D¢ manera similar
se procedid en las placas duplicadas, emplean-
do como cepa testigo Vibrio anguillarum
NCMB 2133. Después de un periodo de difu-
sién de 30 min a 20°C, las placas fueron in-
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cubadas a 35°C para S. aureus y a 30°C para
V. oanguillarunm por 24 h.

Pruebas de antibiosis frente a
ictiopatigenas.

Paradeterminarel espectro antimicrobiano
del bacterioneuston frente a la coleccion de
especies patégenas de peces y moluscos, se
siguié un método modificado de doble-capa,
(Westerdahl er al., 1991). Sc crearon
macrocolonias en el medio MA-2216 por ino-
culacién de 10 | de los cultivos reactivados
de las cepas marinas, e incubando a 20°C por
S dias. Al cabo de este tiempo los cultivos fue-
ron tratados con vapores de cloroformo (45
min) y se agregd la segunda capa del TSAs
(3ml) inoculada con las cepas icticpatégenas.
Esta segunda capa fue suplementada con NaCl
1,5% (p/v) para las especies de Vibrio. Las
placas fueron incubadas a 30°C por 28-30 h,
conexcepciénde V. wubiashii EX1, parael cual
fueron necesarias hasta 72 h. Placas contro-
les sin colonias fueron incluidas en las prue-
bas para evaluar ¢l posible efecto de clorofor-
mo en el crecimiento de las cepas
ictiopatdgenas.

Caracterizacion fenotipica de cepas an-
tagonistas.

Para estudios de caracterizacidn fenotipica
se consideraron 25 cepas neusténicas de ma-
capacidad inhibitoria de las
ictiopatégenas. Ademas. cinco fueron estudia-
das con énfasis por su antagonismo de am-
pho espectro.

La caractenizacion ienotipica se realizé me-
diante métodos convencionales en tubos y pla-
cas. Como medio base para todas las pruebas
se utilizd el caldo marino (MB) o agar marino
(MA), con excepciones que son descritas en
el apartado correspondiente. Para algunos en-
sayos se empledron como indculo suspensio-
nes bacterianas preparadas en tampén fosfato
salino (PBS, pH 7.6) y ajustadas a una con-
centracion de 100 cél/ml. El cultivo de las
cepas se efectud con una micronineta calibra-
da en 10 ul, siendo la temperatura de

vor
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incubacion de 239C por S-6 dias con excep-
ciones para algunas pruebas. Para determinar
Ja produccidn de enzimas extracelulares el pe-
rfodo de incubacion se prolongé hasta 10 dfas.

Las cepas en estudio fueron sometidas a
pruchas segln procedimientos descritos por
Baumanneral. (1972), Gauthiereral. (1975),
Austin (1989), Ortigosaer al. (1994) y Jensen
& Fenical (1995).

- Morfologia celular, motilidad y carac-
ter Gram.

LLa morfologia y motilidad celular se estu-
di6 mediante obscrvaciones directas al micros-
copio de contraste de fases (1000X, Nikon).
Las muestras se prepararon a partir de un cul-
tivo de 24 h de incubacion en MB, y observa-
das en ldminas excavadas. El cardcter Gram
de las cepas marinas se determiné empleando
dos métodos: La técnica cldsica de la tincién
Gram y el Método de Buck (1982). Para el
scgundo caso, sobre un portaobjetos limpio
se depositdé una gota de solucion acuosa de
hidréxido de potasio (KOH) al 3% (p/v), al
cual se le adiciond y se mezcld con una canti-
dad considerable de masa celular tomada de
una macrocolonia. Fueron consideradas como
Gram negativas aquellas que provocaron vis-
cosidad en lamezcla, y Gram positivas las que
permanecieron invariables.

- Coloracién de flagelos.

Las cepas consideradas méviles fueron
sometidas a estudios para determinar la dis-
posicidn flagelar segin el método de
Mayfield- Innis, (1977).

- Luminiscencia.

Laluminiscencia de las cepas fue probada
inoculando los cultivos en el medio MA su-
plementado con glicerol 0,3% (v/v) («seawater
complete», SWC), segin el procedimiento de
Nealson & Hasting (1992). Los cultivos fue-
ron mantenidos en oscundad y examinados a
diario por 10 dias.

N
]

- Citocromo-oxidasa.

Esta prueba se cfectud segin el método
cldsico de Kovacs (1956), depositando una
fraccidn de un cultivo fresco sobre unatirade
papel filtro (Whatman N° | ) embebida en una
solucién acuosa al 1% (p/v) de N,N,N” N’ -
tetrametil-para-fenilendiamina (Sigma). Las
cepas citocromo-oxidasa positivas dan lugal
a la formacién de un compuesto oxidado de
color violdceo.

- Catalasa.

La produccién de catalasa por las cepas
marinas se determiné por la adicién de una
solucién acuosa de peroxido de hidrégeno
(HyO») al 3% (v/v) a un cultivo fresco. La
formacion inmediata de burbujas efervescen-
tes indican una reaccidn positiva.

- Metabolismo oxidativo/fermentativo
(OF).

La capactidad de las cepas de utilizar la glu-
cosa por via fermentativa u oxidativa o no uti-
lizarla, fue determinada por el mdétodo de
Leiffson, adaptado para bacterias marinas por
Lemos et al. (1985).

- Acumulacion de Polihidroxibutirato
(PHB).

La capacidad de las cepas de acumular
PHB como reserva intracelular se determin6
de acuerdo a fa metodologia de Baumann ez
al. (1972). El medio MB fue supleinentado
con (NHy)»SO4al 0,02% (p/v) (Merck) y DL-
hidroxibutirato de sodio al 0.4% (p/v)
(Merck). Luego de 5 dias de incubacion las
células fueron observadas en un microscopio
de contraste de fases. —a acumulacion de PHB
es caracterizado por la presencia de granulos
refractiles intracelulares.

- Reduccion del nitrato.

La prueba de reduccion del nitrato a nitrito
se efectud por el método descrito por
MacFaddin (1980}, adaptado para bacterias
marinas.



- Actividades enzimaticas extracelulares.

La produccidn de enzimas extracelulares
por las cepas marinas se determind mediante
la técnica de difusidn radial en placas con el
sustrato especifico. La determinacién cuali-
tativa de la actividad enzimética se consider6
positiva solamente cuando la zona de reac-
ci6n se extendid mas alld del limite de creci-
miento.

a) Hidrdlisis de la caseina:

La actividad de la caseinasa se deter-
mind en placas contenjendo el medioc MA su-
plementado con caseina al 1% (p/v) (Difco).
Después de la incubacidn necesaria, la apari-
cién de una zona de aclaramiento alrededor
de la colonia en prueba indicé la actividad de
la caseinasa microbiana.

b) Hidrdlisis de la gelatina:

La produccién de la gelatinasa fue de-
terminado por el método de Baumann er al.
(1972). Las cepas se inocularon en el medio
MA  suplementado con  gelatina
microbioldgicaal 5% (p/v) (Merck). Después
de 5 dfas de incubacidn, las placas con culti-
vos fueron bafadas con la solucién de
bicloruro de mercurio (HgCly) (Merck)
acidificada. Un halo de aclaramiento alrede-
dor de las colonias demostrd la actividad de
la gelatinasa.

¢) Hidrélisis de la celulosa:

Esta prueba, recomendada para cier-
tos grupos de bacterias marinas, se realizé por
el método de Abhaykumar & Dube (1992).
Las cepas fueron inoculadas en el medio MA
suplementado con carboximetilcelulosa
(CMC) al 1% (p/v) (Sigma) y fosfato de fie-
rro [II (FePOy4) (Fluka) al 0,001 % (p/v). Des-
pués de una incubacién de 10 dias se hizo la
lectura, considerando como positivas las que
formaron una zona de aclaramiento alrededor
de las colonias.

d) Hidrolisis del almidon:

La produccidn de amilasas se determi-
né segin el método cldsico de MacFaddin
(1980). EI medio MA suplementado con al-
midén soluble al 0,2% (p/v) (Merck), fue ino-
culado con la cepaen prueba. Luego de 6 dias

Cepas nativas del bacterioneuston

de incubacidn, la superficie del medio fue ba-
fiada con solucidn de ioduro de Lugol. Una
zona de aclaramiento alrededor de la colonia
en prueba indicé actividad positiva de la
amilasa.

e) Hidrdlisis de quitina y alginato:

La produccién de quitinasa y alginasa
se determind segun el método de Baumann ¢/
al. (1972). Las pruebas se cfectuaron por el
método de doble capa, siendo la capa infcrior
el medio MA, y la superior MA suplementa-
do con extracto de levadura al 0,25% (p/v)y
quitina coloidal al 0,5% (p/v) para el caso de
quitinasa; y sustituyendo éste ultimo por
alginato de sodio al 2% (p/v) para alginasa.
En ambos casos, se crearon macrocolonias con
L0 dias de incubacién. Se consideraron como
reacciones positivas la observacién de zonas
de hidrdlisis alrededor de las colonias.

f) Hidrdlisis del Tween-80 y lecitina:

La produccién de esterasas vy
lecitinasas se determind sembrando las cepas
en el medio MA suplementados con Tween-
80 al 1% (v/v) (Sigma) y yema de huevo esté-
ril al 0,5% (v/v), respectivamente. La apari-
cién de un halo opaco en tomo a las colonias
después de la incubacién indicaron la activi-
dad de dichas enzimas.

g) Actividad de la DNAsa:

Para determmnar la produccion de la
DNAsa, las cepas fueron sembradas en el
medio DNA (MacFaddin, 1980) adaptado para
bactenas marinas con extracto de levadura al
0,2% (p/v) y agua de mar al 50% (v/v). Des-
pu€s de la incubacidn por 6 dias, las placas
fueron banadas con solucién de acido clorhi-
drico (HCI) IN y la presencia de un halo cla-
ro en torno a las colonias fue considerada
como actividad positiva de la enzima.

- Requerimientos de agua de mar v sodio
para el crecimiento.

Los requerimientos del agua de mar para
el crecimiento de las cepas, fueron determi-
nados segin Jensen & Fenical (1994) por com-
paracién del desarrollo de colonias en el me-
dio Bl (2,5 g de peptona; 1,5 g de extracto de
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Tabla 1. Poblacion bacteriana del neuston marino en las pozas intermareales de Montemar,

Bahia de Valparaiso - Chile.
N° de ¢él. viables (UFC/ml)

POZAS Recuento total Recuento de cél. N°® antagonistas  antagonistas aislados
(n=98)™ de heterdtrotos® antagonistas (©) aislados (n=71) (& (%)
Pl (n=7) 1,6x10° 1,2 x 102 6 8,45
P2 (n=14) 35x10° 1,7x 10 I 15,48
P3 (n=7) 3,0x10° 1,0 x 102 3 4,22
P4 (n=21) 1,6x10° [,7x 10 20 28,16
P5 (n=7) 15x10° 2,6 x 10 4 5,63
P6 (n=7) 1,0 x 107 42x 10 6 8,48
P7 (n=7) 1,3 x 10° 1,0 x 10 4 5,63
P8 (n=7) 30x10° 1,5 x 102 5 7,04
P9 (n=7) 35x10° 4,0x 10 8 11,25
P10 (n=14) 4,0x10? 0,8x10 4 5,62

@ Nimero total de muestras.
® Promedio de UFC/mI de muestra.

I Cepa testigo, Staphylococcus aurens ATCC 11632,

W Total de antagonistas aislados por poza.

levadura; 1,5 ml de glicerol, 15 g de agar y
1000 m! de agua de mar) y B1 sustituido por
agua desionizada. Las cepas que formaron
colonias visibles enel medio con agua de mar,
pero noen el medio con agua desionizada, fue-
ron consideradas como que requieren agua de
mar para su crecimiento.

Los requirimientos de sodio (Na™) fueron
determinados segin Baumann er al. (1972),
modificado por Jensen y Fenical (1995) com-
parando el crecimiento en el medio B1 (sin
agar) preparado con agua de mar artificial
(ASW) (NaCl 0,4M; MgS04.7H,0 0,1M;
KC10,02M y CaCly.2H>0O 0,02M) y el creci-
miento en el medio Bl preparado de la mis-
ma forma pero reemplazando la fuente de Na™
por concentraciones equimolares de sales de
potasio (K™). Las cepas que crecieron en Bl
preparada con ASW, pero no en B prepara-
da con ASW sin Na™, fueron consideradas de
requerir Na™ para su crecimiento.

- Pruebas miscelineas.

Las cepas marinas fueron sometidas a otras
pruebas complementarias: crecimiento en el
medio MB a temperaturas de 8, 15, 28,35 y
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420C hasta por 7 dias; crecimiento en cloruro
de sodio (NaCl) a concentraciones de 0, 3, 5,
7, 10y 12% (p/v), hasta por 10 dfas, produc-
cién de ureasa, produccién del indol y dcido
sulfhidrico (H5S) y sensibihdad ul agente
vibriostatico 0/129 (2,4-diamino-6,7-di-
isopropil-pteridina fosfato) (Oxoid) a concen-
traciones de 10y 150 pug.

Identificacion De Cepas Neustdnicas
Antagonistas. Las cepas en estudio han
sido identificadas a nivel de género, emplean-
do basicamente el esquema taxonémico de
Oliver (1982), los esquemas de Sawabe er al.
(1995) y de Jensen & Fenical (1995).
Adicionalmente fueron utilizadax las tablas de
identificacidn existentes en el Bergey’s Ma-
nual of Determinative Bacteriology, 9* Edi-
cién (1994), y The Prokaryotes, a handbook
on the biology of bacteria: ecophysiology,
isolation, identification, aplications, 2° =di-
cién (1992).
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Tabla 3. Espectro de actividad inhibitoria de 5 cepas seleccionadas de bacterioneuston

marino frente a bacterias ictiopatogenas.

Cepas antagonistas

Cepas patdgenas N11.6
Vibrio tithiashii EXI ++
Vibrio anguillarum ATCC 19264 +
Vibrio anguillarim NCMB 2133 ++
Vibrio anguillarum RP-13 +
Vibrio anguillarunt 775 -
Vibrio ordalit NCMB 2167 +++
Vibrio ordalii 8412559 +4++
Vibrio dumsela ATCC 33539 -
Vibrio ordalic 1416 -
Vibrio alginolyticus A32 ++

Aeromonas hydrophila B-35 -
Acromonas salnonicida 67.79 -
Aeromonas sobria P-281 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 -
Yersinia ruckeri PP-31 -
Staphvlococcus aireus ATCC 11632 00 44

N22.C N55.5 N64. | Nl1.4a
+++ +++ ++ ++
+++ - +++ ++
+++ ++ +++ +++
+++ - + ++
4+ - ++

+++ +++

++ +++ +++

++ - - +++
+++ + S +++
++ ++ +++ +++
++ - + ++
+++ - +++ ++
+ - + +
++ - ++ ++
(+) (+) +++ ++
+++ +t+ +++ +++

4 (+), inhibicidn débil; +, 4-8 mm zona de inhibicidn; ++, 8-12 mm zona de inhibicidn; +++, > de 12

mm zona de inhibiwcidn; -, no inhibicidn.
1 Cepa tesligo.

RESULTADOS

Densidad poblacional del
bacterioneuston marino.

Los resultados del Recuento Total de
Heterétrofos Viables (RTHV) y el recuento
de cepas neusténicas antagonistas se presen-
tan en la Tabla I.

De un total de 98 muestras de pelicula su-
perficial agua-aire, se lograron aislar 71 ce-
pas antagonistas a Staphyvilococcus aureus
ATCC 11632, Los heterétrofos viables osci-
lanentre 1,0 x 10441 6 x IO6 UFC/ml, mien-
tras que los antagonistas fluctdan entre 0,8 x
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10a 1,5 x 102 UFC/ml. El mayor nimero de
cepas con actividad antagdnica fue aislado de
la poza 4 (P4) (n=21) con un total de 20 cepas
(28,16%).

Existe cierta proporcionalidad entre el nu-
mero total de antagonistas aislados (71) y ¢l
numero total de muestras anahzadas (98), sien-
do larelacién de 0,72 antagonistas por muestra.

Pruebas de antibiosis frente a
ictiopatégenas.

Las actividades inhibitorias de las cepas
seleccionadas variaron desde simples halos de
inhibicion de escasos mm hasta halos de 15
mm de didmetro.
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Fig. 1 Caracteristicas de colonia y actividades inhibitorias de cepas neusténicas, A: N11.6
(testigo: V. alginolyticus A/32); B: N22.C (testigo: V. anguillarurm NCMB 2133); C: N55.5 (tes-
tigo: V. ordalli 14/6) y D: N64.1 (testigo: V. anguillarum 775).
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CEPAS PATOGENAS

[: Vi tubiashii EX1
2: Vianguillarum ATCC 19264
3: Voanguillarum NCMB 2133
4. Voanguillarum RP-13

5. Voanguillarum 775

6: V. ordalii NCMB 2167

7: V. ordalii 84/2559

8: V. damsela ATCC 33539

9: V. ordalii 14/6

10: V. alginolyticus A32

11 A. hvdrophila B-35

12: A. salmonicida 67.79

[3: A sobria P-281

14: P aeruginosa ATCC 27853

15 Y ruckeri PP-31

16: S. aureus ATCC 11632 (control)

Fig. 2 Porcentaje de sensibilidad de cepas ictiopatogenas frente a bacterioneuston inhibitorio.

Segun las pruebas de antagonismo efec-
tuadas en este estudio, la totalidad de las 15
bacterias ictiopatogenas resultaron suscepti-
bles frente a los aislados neustonicos (Tablas
2y 3,y Fig. 1). El espectro de actividad
imhibitoria se manifiesta de manera similar
frente a todos los ictiopatégenos.

Vibrio anguillarum NCMB 2133 resulté
ser el mds sensible, siendo inhibido por 92%
de las cepas neusténicas, mientras que V.
tubiashii EX |y V. ordalii 84/2559 fueron sen-
sibles a 88% de las cepas en estudio; en tanto,
que V. ordalii NCMB 2167 fue sensible a 80%

de aislados neusténicos (Fig. 2). Entre los
patégenos en prueba, A. hydrophila B-35y A.
sobria P-281 resultaron ser menos sensibles.
Respecto a patégenos de origen no marino (A.
salmonicida 67.79, P. aeruginosa ATCC
27853 y Yersinia ruckeri PP-31) las sensibili-
dades fucron variables; asi, P. aeruginosa
(considerada como resistente a antibioticos
comunes) resultd inhibida por 64% cepas
neusténicas (Fig. 2).

Entre otros aisiados neustonicos (Tabla 3),
las cepas N64.1 y N22.C exhibieron mayor
actividad inhibitoria, siendo efectivos contra
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Tabla 5. Caracteristicas taxondmicas de 5 cepas de bacterioneuston marino seleccionadas
por su amplio espectro inhibitorio frente a 15 bacterias ictiopatégenas.

CEPAS ANTAGONISTAS

CARACTERES NI11.6 N22.C NS5.5 N64. | NI .4a
Gram -t +
Oxidasa + + + + +
Cutalasa + + + +
Luminiscencia - - - -
Pigmento - - anaranjado  amarillo-ocre -
Presencia de PHB - - - - +
Motilidad + + - +
Posicion de flagelos polar polar - - polar
Metabol. OF (Gluc.) F O (0] - (K) F
Mctabol. Gluc. (A/G) AJ- (AY- (A)- -/- (K) AJ-
Reduc. NO, a NO, + - - - +
Hidrol. de Gelatina + + (+) + +
Caseina + + - + +
Celulosa - - - -
Almiddn - + (+) + +
Quitina - - - - -
Alginato - -
Tween-80 + + + + +
Lecitina - + (+) +
DNA + + + (+) +
Urea + - (+) (+)
Requerimiento agua de mar. no s no s st
Requerimiento de sodio (Nat) S S Si Sl St
Crecim. NaCl 0% + - + - -
3% + + + + +
S% - + (+) (+) +
T% - + - +
0% - (+) - +
Crecim. a geC - - - -
28°C + + + + (+)
35°C + + + -
420C + - + -
Sensibilidad a O/129 R R (S) S S
Crecim. Mc Conkey NC NC NC NC C
Crecim. en TCBS NC NC NC NC NC
Produc. Indol/H,S /- -/- -/- (+)/- -/~
Anacrobio (acullativo + - - - +

+. reaceidn positiva; -, reaccron negativa, (), reaccién débil; F, fermentativo; O, oxidativo, K, alcalinidad,
A. acidez, R, reststentes; S. sensible: C. crecimiento; NC, no crecimiento.

el 9375 y 100% de las ictiopatdgenas res-
pectivamente.

Caracterizacion fenotipica del
bacterioneuston.

Los aislados neusténicos con excepcidn de
las pigmentadas, mostraron homogeneidad de
caracteristicas fenotipicas (Tablas 4 y 5).

De un total de 25 cepas (100%), 24 (96%)
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presentaron la forma tipica bacilar o coco-
bacilar Gram negativo, rectos y/o curvos, sim-
ples o en pares. Después de 2 a 3 dias de
incubacion, en algunas cepas se observd un
marcado pleomorfismo e incremento de las
formas filamentosas. Una sola cepa (N55.5),
resultd ser coco Gram positivo.

En cuanto a motlidad, 21 aislados (84%),



resultaron ser méviles por flagelos en culti-
vos liquidos, siendo muy evidentes dentro de
las 24 h de incubacion. Solamente en 4 casos
(16%) (N6da, N64, N64.1 y N55.5), no mos-
traron motilidad.

De las 25 cepas investigadas, 8 (32%) re-
sultaron ser aerobios estrictos, en tanto que el
resto (68%) se comportaron como anaerobios
facultativos. En el medio MA suplementado
con 1% de almiddn, se obtuvieron colonias
no pigmentadas, generaimente circulares (2-
3 mm de didmetro), convexas, opacas, super-
ficie lisa, brillosa. borde entero y consisten-
cla mucoide; asi como las cepas pigmentadas
N64da, N64b, N64.1 y N55.5. LascepasN11.6
y N22.C, presentaron caracteristicas
morfoldgicas y fisiolégicas similares entre si
(Fig. 1A y IB), siendo las caracteristicas di-
ferenciales para N22.C, el ipo de metabolis-
mo oxidativo de la glucosa y requerimientos
de oxigeno y agua de mar para crecer (Tabla
5). La cepa N55.5 dio colontas con pigmento
anaranjado (no difusible), forma circular de
2-3 mm de didmetro, elevada, borde entero,
brillante y de consistencia mucoide, (Fig. 1C),
en tanto, N64 y sus variantes presentaron co-
lonias de 3 - 5 mm de didmetro con pigmento
(no difusible) de color amarillo-ocre, forma
irregular, escasa elevacién, bordes rizoides,
superficie rugosa y de consistencia ligosa,
(Fig. 1 D).

La cepa N1.4a fue una excepecion; dio co-
lontas no ptgmentadas. irregulares, grandes de
4 a 5 mm de didmetro, bordes ligeramente
lobulados, opacas, de consistencta viscosa y
muy invasivas. E] crecimiento en los medios
tanto liquidos como sélidos, fue dentro de las
24 h a 209C de incubacién.

Todas las cepas resultaron positivas a Ja
reaccion de la oxidasa y catalasa. Ninguna
mostrd luminiscencia.

Frente a la prueba OF para glucosa, el coin-
portamiento de los aislados fue variable, re-
sultando 14 cepas (56%) con metabolismo
fermentativo. 8 (32%) con metabolismo
oxidativo y 3 cepas (12%) fueron incapaces
de utilizar glucosa. Las cepas metabolizaron

Ccpas nativas del bacterioneuston

glucosa con produccién de acidez pero sin g,
con excepcion de N35.2 que mostro producir
gas en pequena proporcidn.

El porcentaje de cepas productoras de
enzimas extracelulares fue tal como sigue:
gelatinasa y casenasa (96%), Dix Asa (92%),
tween-esterasa (80%), alginasa (36%),
amilasa (32%), ureasa (24%). celulasa (12%),
y quitinasa (4%).

L.as pruebas de requerimiento de agua de
mar y requerimientos de Na™ para el creci-
miento bacteriano (claves para considerar la
originalidad de cepas martnas) efectuadas con
5 cepas seleccionadas, muestran que N22.C,
N64.] y N1.4arequieren de agua de mar para
crecer, en tanto que todas requieren del 16n
Na™, (Tabla 5).

Otras caracteristicas fenotipicas son indi-
cadas en las Tablas 4 y 5.

De acuerdo a los esquemas de identifica-
clén para bacterias marinas y los manuales
taxondmicos citados anteriormente, se iden-
tificaron siete miembros del género Vibiio spp.
(28%). tres de Flavobacterium spp. (12%),
tres del grupo Alreromonas-Marwmomonas
(12%), dos de Pseudomonas spp (8%) y uno
de Micrococcus spp. (4%). Nueve cepas
neusténicas (36%) no fueron identificadas.

DISCUSION

La flora bacteriana del neuston ha sido estu-
diada por numerosos investigadores. la mayo-
ria de ellos se han referido a investigaciones
taxondmicas y ecolégicas. Por otra parte, las
bacterias marinas con propiedades antagonis-
tas también han sido investigadas ampliamen-
te, habiéndose estudiado cepas inhibitorias ais-
ladas de cuerpos de agua, sedimenios, plancton,
invertebrados. algas y organismos mayores. En
cambio, el bacterioneuston no se ha estudiado
en este sentido.

Un andlisis del total de
heterdtrofos viables del bactcrioneuston ma-
rino efectuados en el presente trabajo, revela
una densidad poblacional que oscilaentre 1,0
x 104 y 1,6x 106 UEC/mI. Resuliados simila-

recuento
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res fueron obtenidos por Sieburth, (1979) y
Soto eral. (1984). En este trabajo se conside-
ré la frecuencia porcentual de bacterioneuston
antagonista aislados en cada poza. Dichos re-
sultados dieron una informacién preliminar de
la poblacién existente en las pozas, ademds
sirvié de parametro referencial para investi-
gaciones posteriores.

En relacién a criterios de aislamiento de
cepas con actividad antimicrobiana a partir de
ambientes marinos, la mayoria de investiga-
dores (Burkholder er al. 1966; Gauthier et al.
1975; Gauthier & Flatau, 1976; Lemos e al.
1985; Nair & Simidu, 1987; Dopazo et al.
1988 Fabregas et al. 1991; Westerdalhler al.
1991, Riquelme er al. 1996), utilizaron un
«pool» de cepas aisladas en forma aleatoria.
En cambio, en el presente trabajo, la selec-
cién inicial se realizé a partir de las placas de
aislamiento mediante la adicién de la cepa
testigo. La cantidad de cepas antagonistas re-
cuperadas (71), reflejan que el criterio de se-
leccidn es adecuado y puede ser un método
alternativo en la recuperacién de mayor nu-
mero de cepas.

Respecto a las pruebas de antibiosis frente
alacoleccién de |5 cepas ictiopatdgenas (Ta-
blas 2 y 3), los resultados son concordantes
con los de otros autores (Lemos et al. 1985;
Nair & Simidu, 1987, Dopazo er al. 1988;
Westerdahl eral. 1991; Riquelmeer al. 1996),
con la diferencia de que ninguna de las cepas
ensayadas por tales investigadores fueron del
neuston, y las cepas testigo no necesariamen-
te fueron ictiopatégenas. Respecto a la cepas
testigo de laboratorio, se ha establecido en
general que las Gram positivas son més sen-
sibles que las Gram negativas; por lo que se
ha convenido en utilizar en este trabajo a
Staphylococcus aureus ATCC 11632 como
cepa referencial en todas las pruebas de acti-
vidad inhibitoria. Otros autores (Gauthier,
19764, b : Gauthier & Flatau, 1976a; Lemos
et al. 1985; Nair & Simidu, 1987; Barja er al.
1989) también utilizaron Gram positivas como
cepas testigo, particularmente el género
Staphvlococcus.
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Los aislados neusténicos mostraron fuerte
actividad inhibitoria. no solameni. contra los
patégenos de peces y moluscos, también lo
hicieron frente a cepas no marinas como
Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 65386 y
Bacillus subtilis ATCC 6633 (datos no pre-
sentados en el presente trabajo). Esta activi-
dad inhibitoria fue también demostrada por
otros autores (Lemos er al. 1985, Nair &
Simidu, 1987; Fabregas er al. 1991), quienes
evaluaron no solamente antibiosis frente a
cepas ambientales, también lo hicieron frente
a patégenos humanos. La amplitud de la acti-
vidad inhibitoria de las cepas neusténicas eva-
luadas en este trabajo, nos sugieren que las
cepas marinas podrian ser productoras de
substancias similares a antibidticos, mds que
bacteriocinas.

A través de este trabajo, también se ha
observado la variacién de la capacidad de
produccién de substancias inhibitorias. Mien-
tras las cepas han sido mantenidas en estado
de crecimiento activo a 20°C de incubacién y
provistas de nutrientes adecuados, la activi-
dad inhibitoria fue siempre la misma; pero,
en subcultivos reactivados después de
incubaciones prolongadas a 8°C (como
cepario) se observd una marcada disminucion
de actividad y por el contrario, un incremento
del caracter autoinhibitorio. Este fendmeno
fue tambien observado por otros autores
(Gauthier er al. 1975; Gauthier & Flatau,
1976, Barja et al. 1979, Lemos er al. 1985).
El fendmeno de actividad antibidtica y
autotoxicidad fue evaluado en Alteromonas
luteo-violaceus por Gauthier & Flatau (1976),
quienes consideraron que la presencia de subs-
tancias polianiénicas (difusibles hacia el me-
dio externo) scrian las responsables de la ac-
tividad inhibitoria, mientras que otra substan-
cia brominada (poco difusible) que se man-
tiene asociada a la céluly, seria la responsable
de la autotoxicidad (mediante una modifica-
cién de la respiracién celular). Por otro lado.
desde la dptica ecoldgica, el fendmeno de
autoinhibicién consistiria en un mecanismo



de autorregulacién poblacional. Estudios pos-
teriores serian necesarios para aclarar este fe-
némeno.

En las pruebas de caracterizacidn
fenotipica, la gran mayoria (96%) resulté te-
ner caracteristicas morfolégicas y fisioldgi-
cas propias de bacterias marinas. Estas carac-
teristicas de las bacterias del neuston son
tambien descritas por otros autores (Sieburth,
1979; Dahlback er al. 1982; Hermansson et
al. 1978). Las variantes pleomdérficas o
filamentosas fueron observadas con frecuen-
cia en los medios de cultivo liquido. De la
misma forma, se observ con frecuencia la dis-
minucién de motilidad y el comportamiento
“Gram variable” a medida que se prolong6 la
edad de los cultivos. Estas caracteristicas de
bacterias marinas también han sido observa-
das de manera similar por Baumann et al.
(1972), Gauthierer al. (1975) y Austin (1989).

A diferencia de otros autores (Gauthier et
al. 1975; Gauthier & Flatau, 1976; Lemos er al.
1985, Nair & Simidu, 1987; Dopazoeral. 1988;
Fabregaseral 1991; Westerdahler al. 1991) que
seleccionaron preferencialmente colonias
pigmentadas en la busqueda de cepas
inhibitorias, en el presente trabajo el criterio de
seleccidn se aplicd sin considerar morfologfa
colonial, y como resultado de ello las formas no
pigmentadas representaron el 84% del total; sin
embargo, las pigmentadas (16%) presentaron
mayor actividad antibactenana.

Las cepas neustdnicas identificadas en el
presente estudio, corresponden a otras simi-
lares de ambientes marwnos. El género Vibrio,
que representa el mayor nimero de antago-
nistas aislados, fue tambien estudiado por
Buck & Meyer’s (1965) y Doggett (1968).
Tres cepas neusténicas, entre ellas N22.C,
muy 1mportante por su actividad inhibitoria,
fueron inciuidas en el grupo de Alreromonas-
Marinomonas. Al respecto, Alteromonas fue
aislada en numerosas ocasiones como produc-
toras de una serie de metabolitos secundarios,
entre ellos substancias antibacterianas. En tal
sentido, nuestras Alieromoncs aisladas en este
trabajo reafirman los hallazgos de otros auto-

Cepas nativas del bacternioneuston

res (Gauthier, 1976a, 1976b; Gauthier &
Flatau 1976; Lemos et al. 1985; Shigemori et
al. 1992; Riquelme ef al. 1996). Un cuarto
grupo, conformado por tres cepas cuyas ca-
racteristicas fenotipicas son compatibles con
las descritas por Holmes er al. (1984), fueron
atribuidas al género Flavobacterivm. Estas
cepas, aisladas en el mismo lugar de muestreo,
es muy probable que pertenezcan a la misma
especie, debido a sus caracteristicas compar-
tidas entre si. El género Flavobacterium tam-
bién fue reportado como productor de subs-
tancias inhibidoras por Okami (1986). Dos ce-
pas fueron identificadas como Pseudomonas,
resultando concordantes con los trabajos de
Buck & Meyers (1965), Burkholder er al.
(1966), Lemos et al. (1985), Nair & Simidu
(1987) y Okutani & Tandavanit) (1991). Fi-
nalmente, Ja cepa N55.5, que resulté ser la
tinica Gram positiva, fue incluidaen el géne-
ro Micrococcus y su hallazgo como antago-
nista es relativamente novedoso, ya que sola-
mente es descrita por Stierle e al. (1988).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En base a los antecedentes reunidos y los
resultados experimentales, podemos afirmar
que las bacterias de origen marino con capa-
cidad de producir substancias antibacterianas
tienen amplia distribucién en el ecosistema
marino, incluyendo la pelicula de interfase
agua-aire. Por otro lado, el bacterioneuston
marino incluye entre sus miembros a cepas
con capacidad de biosintesis de substancias
con amplio espectro inhibitorio y que actian
con gran eficacia frente a bacterias
ictiopatogenas. [gualmente, el bacterioneuston
marino redane todas las caracteristicas
fenotipicas de otras bacterias marinas, lo cual
corrobora la condicién de cepas nativas, con-
formadas no sclamente por bacterias Grarm ne-
gativas y comunes de otros hdbitats, sino tam-
bién por cepas antagonistas poco conocidas
como Flavobacterium y Micrococcus, géne-
ros aislados y evaluados en el presente trabajo.

Las bacterias marinas han sido reconoci-
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