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RESUMEN:

Este estudio tuvo como objetivo la identificacion de microorganismos marinos de las costas mexicanas que presenten
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Vibrio parahaemolyticus, conocidos en el &ambito mundial por ser
agentes de intoxicacién alimentaria. Se colectaron muestras representativas de algas, sedimentos salinos, crustaceos y
moluscos. De las 42 cepas probadas, 15 inhibieron estos patdgenos. La secuenciacion del gen 16S rRNA identificé solo cepas
de Bacillus. Las cepas con la actividad inhibidora mas alta contra S. aureus fueron B. aerius y B. pumilus. Las cepas B.
pumilus, B. altitudinis y B. oryzicola mostraron una mayor actividad antimicrobiana contra V. parahaemolyticus. Este es el
primer estudio del aislamiento de B. aerius, B. oryzicola, B. safensis, B. boroniphilus y B. altitudinis de ecosistemas marinos
en México, asi como el primer estudio que reporta sus efectos inhibidores contra S. aureus y V. parahaemolyticus. Los
compuestos activos de los antagonistas se estan identificando y evaluando actualmente. Los ecosistemas marinos tienen la
mayor diversidad bacteriana asociada con invertebrados y algas; sin embargo, esta diversidad bacteriana no ha sido bien
estudiada en las costas mexicanas..

ABSTRACT:

This study identified marine microorganisms from Mexican coasts that had antimicrobial activity against Staphylococcus
aureus and Vibrio parahaemolyticus, which are known worldwide to be food-poisoning agents. Representative specimens of
algae, saline sediment, crustaceans and mollusks were collected. Of the 42 tested strains, 15 inhibited these pathogens. 16S
rRNA gene sequencing identified only Bacillus strains. The strains with the highest inhibitory activity against S. aureus were
B. aerius, and B. pumilus. Strains B. pumilus, B. altitudinis, and B. oryzicola showed higher antimicrobial activity against V.
parahaemolyticus. This is the first study to isolate B. aerius, B. oryzicola, B. safensis, B. boroniphilus, and B. altitudinis from
marine ecosystems in Mexico as well as the first study to report their inhibitory effects against both S. aureus and V.
parahaemolyticus. The active compounds of the antagonists are currently being studied and tested. Marine ecosystems have
the highest bacterial diversity associated with invertebrates and seaweed; however, this bacterial diversity has not been well
studied on Mexican coasts..
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INTRODUCCION

Numerosas enfermedades son causadas por la accion directa de microorganismos patdgenos, ya sea por medio de
una infeccion, dada por la colonizacién y crecimiento microbiano; o por una intoxicacion, debida a la ingesta de
sustancias conocidas como toxinas, las que causan al hombre un desequilibrio en su salud, ocasionando serias
complicaciones. El uso de antibidticos contra estas enfermedades es la alternativa convencional que se
recomienda para mejorar la salud humana, pero con el transcurso del tiempo se ha hecho mal uso de estos
farmacos, permitiendo el desarrollo de microorganismos resistentes al antibidtico tradicional referido para su
tratamiento. Esto ha llevado a un aumento considerable de enfermedades por microorganismos patdgenos, por lo
que es necesaria la busqueda de nuevas alternativas en contra de estos microrganismos patdgenos resistentes
(Ahmad & Beg, 2000; Mesa et al., 2004).
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Una de las alternativas para combatir la emergencia de patégenos resistentes, es el uso de microorganismos
provenientes de ecosistemas marinos. Estos microorganismos poseen una gran cantidad y variedad de sustancias
producidas como metabolitos secundarios, los cuales son capaces de frenar el crecimiento de otros
microorganismos. Esto podria proveer una forma de combatir a los microorganismos patégenos resistentes de
antibidticos, por lo que es importante el estudio de la microbiota marina y su capacidad antagénica frente a estos
microorganismos (Bernan et al., 1997; Reichenbach, 2001). El aislamiento de microbiota con propiedades
antimicrobianas e incluso anticancerigenas nos proporciona un panorama favorable para la busqueda de nuevas
vias para combatir los brotes actuales, y posibles, de enfermedades por microorganismos patégenos resistentes a
antibidticos. (Cetina et al., 2010).

Hipotesis:

La microbiota de ecosistemas marinos posee propiedades antagonistas frente a microorganismos de importancia
clinica.

Objetivo:

Identificar microorganismos que presenten una respuesta antagonista frente a microorganismos causantes de
enfermedades en humanos provenientes de muestras colectadas en ecosistemas marinos.

MATERIALES Y METODOS

Para la blsqueda de bacterias antagonistas en algas, sedimento salino, crustaceos y moluscos; se realizaron
muestreos en los siguientes puntos: Bahia de Lobos (27°15'42.0"N 110°25'34.6"W) y Bahia de Guasimas
(27°15'42.0"N 110°25'34.6"W) en el estado de Sonora, y Playa del Carmen, Quintana Roo, México (Figura 1).
Las muestras fueron procesadas y sembradas en medios de cultivo agar soya tripticasa (TSA) NaCl 2% y Agar
Marino (AM). Las muestras de jaiba, almeja, caracol chino rosa y cangrejo ermitafio recibieron un procesado
posterior, realizdndose una diseccién de estos ejemplares para retirarles el caparazon o concha que los protegia, en
condiciones estériles. Estas muestras, junto con las de algas y sedimento, fueron procesadas triturdndolas con un
mortero estéril, posteriormente pasando un gramo de esta a un tubo con solucion salina, al que después se haria
una serie de diluciones seriadas, donde las diluciones 10? y 10° se sembraron en medios de TSA NaCl 2% y AM e
incubaron a 33°C por 48 h. Posteriormente, se seleccionaron las colonias microbianas con base en la morfologia
colonial de cada cepa para obtener cultivos axenicos.

Figura 1. Area de las muestras colectadas (recuadro negro).

Caracterizacion morfoldgica y bioquimica de los aislados microbianos
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A los microorganismos aislados se les realiz6 una tincion de Gram y observacion al microscopio en 1000x para
diferenciar su morfologia; asi mismo se sembraron en diferentes medios y caldos para ver sus caracteristicas de
propagacion en agar marino (AM), agar soya tripticasa (TSA) + 2% NaCl, agar tiosulfato citrato bilis sacarosa
(TCBS) y TSB 2% NaCl). Se realizaron pruebas de oxidasa y catalasa.

Evaluacion de la actividad antagénica de los aislados microbianos

Se evalud la respuesta antagdnica frente a bacterias patégenas para el hombre: Staphylococcus aureus (aislada de
paciente) y Vibrio parahaemolyticus ATCC; proporcionadas por el laboratorio de Microbiologia Sanitaria de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas. Se utilizé el método de estria cruzada (Saha y Santra, 2014) como se muestra en
la Figura 2. A partir de cultivos de 18-24 horas en placas de TSA (2% NacCl) de las cepas reactivadas, se tomaron
de 3-5 colonias microbianas y se prepard una suspension de 1 mL con solucidn salina estéril a una escala 1.0-1.5
de McFarland. Se realiz6 en el centro de las placas de TSA (2% NaCl), una estria longitudinal con un hisopo
estéril impregnado con la bacteria a evaluar, y se incubaré por 48 horas a 28-32 °C. Transcurrido este tiempo se
realizaron canales por donde pasaron las bacterias a desafiar utilizando un hisopo estéril. Se preparé del mismo
modo una suspension con estas bacterias y se sembré una estria simple en un angulo de 90° atravesando la zona
del microorganismo aislado. Se incubara por 24 h a 28-32 °C y se observaron los resultados, con la medicion de
zonas de inhibicién que se hayan obtenido empleando un vernier (Dunlap et al. 2016).

Cepas reactivadas en Incubar placacon la Estria
TSA al 2% NaCl estria longitudinal por longitudinal del
48 horas a 28-32 °C. microorganismo.

Incubar placacon la Canales por donde
estria longitudinal por pasara la bacteria a
24 horas a 28-32 °C. retar.

Observar los
resultados.

Figura 2. Diagrama de la evaluacion de la actividad antagonica.
Identificacion de las cepas aisladas por medio de biologia molecular

Los microorganismos que resultaron positivos para actividad antagonista fueron enviados a la empresa Macrogen,
Inc. (Korea) para ser sometidos a una secuenciacion de la region 16S rRNA para identificar su especie, utilizando
los primers 785F y 907R para este proceso (Lane, 1991).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras colectadas se pueden observar en la Tabla 1, Figuras 3, 4 y 5. Los moluscos y crustaceos
procesados, los medios de cultivo y el crecimiento colonial de las diluciones, se puede observar en las Figuras 6 y
7, respectivamente.
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Figura 3. Agas veré deBahia de Lobos.

Figura 5. Jaibas colectadas de la Bahia

P
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Figura 4. Algas Rojas de Playa del Carmen

de Lobos, en la cooperativa Comunidades Yaquis.
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Tabla 1. Tipos de muestras colectadas en Bahia de Lobos, Bahia de Guasimas y Playa del Carmen.

Temperaturay
Localidad densidad de rizcell?rgg Tipo de muestra Nombre cientifico pacr:(':la(\:/:pa
oxigeno

Alga verde Enteromorpha sp. BLAV
Alga marrén Gracilariopsis sp. BLAN

Sedimento café - BLSC

: 0 Sedimento oscuro - BLSN

Bigﬁoge 8.5 ?r’r?g/clz_ o)) 26/08/2015 Jaiba (intestino, BLJI
branquias y Callinectes arcuatus BLJB

hepatopéncreas) BLHP

Caracol grande Natica chemnitzii BLIC

Baba de medusa Stomolophus meleagris GBM
Almeja china Veneridae iliochione GACH

310C Almeja blanca Veneridae dosinia GAB

Guasimas 7.8 mg/L O, 29/08/2015 Caracol chino rosa Phyllonotus GCCH

erythrostoma
Ostion Crassostrea sp. GO
Cangrejo ermitafio Clibanarius panamensis GCE
Playa del 31°C 17/06/2016 Alga roja globosa Rhodophyta G
Carmen 8.1 mg/L O; Alga roja delgada Rhodophyta D
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Figura 6. Medios de cultivo utilizados en Figura 7. Crecimiento colonial desués de 24
el aislamiento de las bacterias. horas de incubacion en agar marino y TSA.

Se aislaron 42 cepas de las 16 muestras procesadas. Todos los aislados fueron sometidos a una evaluacion de
actividad antagonista en contra de una cepa ATCC de Vibrio parahaemolyticus y un Staphylococcus aureus
aislado de paciente por aspirado traqueal, por el método de la estria cruzada (Tabla 2). EI antagonismos negativo o
positivo por estria cruzada se representa en las Figuras 8 y 9.

Tabla 2. Resultados en mm de la actividad antagonista por estria cruzada de los aislados microbianos frente a
Staphylococcus aureus y Vibrio parahaemolyticus.

Cepa Clave Staphylococcus aureus Vibrio parahaemolyticus
R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 BLSC-01 A A A A A A
3 BLSC-03 12 12 12 14 13 13
5 BLSC-05 12 12 13 13 15 14
6 BLJI-01 A A A A A A
8 BLJHP- A A A A A A
01
9 BLAN- 18 17 17 13 13 14
01
12 BLSN-01 A A A A A A
13 BLSN-02 A A A A A A
20 BLJHP- A A A A A A
02
21 BLJB-01 A A A A A A
22 BLJB-02 A A A A A A
25 BLSN-03 5 7 7 A A A
26 BLSN-04 15 14 16 10 11 11
32 BLAN- 12 15 15 9 16 14
07
38 BLIC-06 17 17 17 2 4 2
40 BLSC-09 A A A A A A
41 GBM-02 A A A A A A
42 GACH- A A A A A A
01
43 GO-01 18 17 20 9 9 9
44 GO0-02 16 17 17 10 14 14
45 GCE-03 12 12 12 15 15 14
46 GCE-04 16 16 18 16 17 15
48 GCE-06 A A A A A A
CM48 GCE-07 16 16 16 14 14 13
50 BLAV- A A A A A A
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03

o1 BLAN- A A A A A A
08

51T BLAN- A A A A A A
09

52-14 BLJB-05 17 19 19 15 15 17

53 GAB-01 A A A A A A

54 GACH- A A A A A A
02

55 GACH- A A A A A A
03

56 GCCH- A A A A A A
01

D2 D-02 A A A A A A

D3 D-03 A A A A A A

D5 D-05 A A A A A A

Gl G-01 A A A A A A

G2 G-02 A A A A A A

G3 G-03 A A A A A A

G4 G-04 A A A A A A

G5 G-05 A A A A A A

G6 G-06 14 15 15 11 11 10

G6.2 G-07 21 20 19 A A A

A= Ausencia de actividad antagonista. R: Numero de repeticion. Cepas con actividad resaltadas en negritas.

Figura 8. Resultado negativo para antagonismo. Figura 9. Resultado positivo para antagonismo.

De las 15 cepas con actividad, la que presento mayor inhibicion frente a Staphylococcus aureus fue la cepa G6.2,
la cual mostro un promedio de 20 milimetros de inhibicidn al momento de realizar los ensayos. Las cepas 52-14 y
46 obtuvieron los promedios mas altos en contra de Vibrio parahaemolyticus ATCC (Figura 10).
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Figura 10. Resultados en mm de la actividad antagonista de los aislados microbianos contra a Staphylococcus
aureus y Vibrio parahaemolyticus por el método de la estria cruzada.

Identificacion por biologia molecular a los aislados microbianos con actividad antagonista

Las especies con actividad antagonista fueron identificadas en el género Bacillus. Seis de las cepas fueron B.
pumilus, tres B. altitudinis y las restantes B. oryzicola, B. safensis, B. boroniphilus, B. paralicheniformis y B.
aerius. La cepa 32 fue identificada como Bacills lentus por medio del kit de identificacion APl 50 CH
(Biomerieux).

Los microorganismos aislados en esta investigacion provinieron de diferentes sustratos y organismos, entre los
cuales se encontraron algas verdes, rojas y marrones, sedimentos marinos, cangrejos, caracoles y jaiba. Existen
reportes de cepas productoras de sustancias antibidticas aisladas de algas verdes, rojas y marrones, las cuales
fueron evaluadas contra bacterias como Pseudomonas, Staphylococcus, Escherichia y Vibrio, por mencionar
algunas (Lemos et al., 1985; Jayanth et al., 2001, 2002; Avendafio-Herrera et al., 2005). El alga Enteromorpha sp.
se reportd en el aislamiento de microorganismos antagonistas contra bacterias de importancia clinica y acuicola
(Lemos et al., 1985; Chellaram et al., 2011; Wietz et al., 2013). En el caso del alga Gracilariopsis sp., no se
encontraron reportes de microbiota antagonista. Para las algas de la division Rhodophyta, solo realizaron
evaluaciones de extractos crudos contra diversos microorganismos (Ambika & Sujatha, 2015). Los sedimentos
marinos se reportan con presencia de microorganismos antagonistas (Lemos et al., 1985; Long & Azam, 2001).
Existen pocos trabajos relacionados con medusas y efectos antimicrobianos, como el de Yue et al. (2015), quienes
evaluaron la actividad de hongos frente a bacterias y hongos. Este es el primer reporte del aislamiento de
microorganismos antagonistas de Callinectes arcuatus (Jaiba), Clibanarius panamensis (Cangrejo ermitafio) y
Crassostrea sp (ostion).La cepa G6.2, identificada por Macrogen como Bacillus aerius, fue identificada por la
base de datos del APlweb como Bacillus licheniformis. Al analizar las secuencias de la cepa G6.2 en la base de
datos del GenBank (NCBI), se puede observar que la especie B. aerius presenta mayor relacion de bases que B.
licheniformis. Bosshard et al. (2006), comparo el uso de APl 20 NE, VITEK 2 y secuenciacion del 16S rRNA
para la identificacion de bacilos Gram negativos, donde la secuenciacion resulto ser la mejor forma de
identificacion de las tres. Elbanna et al. (2014) mencionan que, al momento de discriminar la identidad de una
especie, es preferible el uso de técnicas gendmicas. Esto apoya el resultado de la secuenciacion del 16S rRNA de
la cepa G6.2 y su identificacion como B. aerius.
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El género Bacillus cuenta con reportes de actividad antagonista, la cual se debe a la produccion de una gran
variedad de sustancias antimicrobianas, las cuales pueden ser de carécter peptidico y lipopetidico, con la
capacidad de ser utilizados contra microorganismos resistentes a antibioticos. Estas sustancias son producidas
cuando la bacteria termina su fase logaritmica y entra en la fase estacional, en donde los genes de esporulacién
comienzan a ser activados, asi como los genes que codifican estas sustancias antimicrobianas (Katz & Demain,
1977; Marahaier et al., 1993). Esto ayuda a corroborar el uso del método de estria cruzada al momento de evaluar
la actividad antagonista. B. lentus y B. pumilus se pueden aislar habitualmente de ecosistemas marinos (lvanova et
al., 2010). Jin (et al. (2011) evalud por primera vez la actividad antagonista de B. altitudinis, resultando positiva
contra el oomiceto Phytophthora nicotianae. Sharma et al. (2006) caracterizaron una bacteriocina aislada de cepa
una B. lentus la cual mostro actividad contra cepas de Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus. Collins et
al. (2016) encontraron lipopeptidos, lantipeptidos y péptidos ciclados con actividad antimicrobiana, en B. pumilus
y B. paralicheniformis. La especie B. oryzicola presenta actividad promotora de crecimiento en plantas, asi como
capacidades antimicrobianas que protegen a la planta (Kloepper et al., 2004; Chung et al., 2015). Este es el primer
reporte de actividad antagonista frente a bacterias de importancia clinica de Bacillus aerius, B. oryzicola, B.
safensis y B. boroniphilus.

CONCLUSION

Se aisl6 microbiota con capacidades antagonistas frente a Staphylococcus aureus y Vibrio parahaemolyticus,
aislada de sustratos y especies marinas. La cepa G6.2, identificada como Bacillus aerius, posee altas capacidades
inhibitorias contra Staphylococcus aureus. La cepa 52-14, identificada como Bacillus pumilus, demostré una
buena inhibicién de Vibrio parahaemolyticus. Ademas de esto, estas cepas poseen una capacidad moderada en la
formacion de biopeliculas para su uso potencial. Este es el primer reporte del aislamiento de B. aerius, B.
altitudinis, B. oryzicola, B. safensis y B. boroniphilus de ecosistemas marinos en México. Se reportd por primera
vez la actividad antagonista de B. aerius, B. oryzicola, B. safensis y B. boroniphilus contra bacterias de
importancia clinica, por medio del método de estria cruzada.
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