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RESUMEN

Productos naturales de origen marino como los extractos de macroalgas, contienen sustancias que presentan
accion antimicrobiana y antibiofilm frente a patdégenos de interés. Este trabajo tuvo como objetivo principal
investigar la bioactividad de extractos de algas frente a bacterias del género Enterococcus con perfil de
multirresistencia a antimicrobianos y su accidn inhibitoria sobre la formacién de biofilm y actividad antibacteriana.
Fueron probados los extractos acuosos, acetonicos y metandlicos de las algas: Dictyota menstrualis (alga parda),
Hypnea pseudomusciformis (alga roja) y Ulva fasciata (alga verde). Algunos extractos en determinadas
concentraciones fueron capaces de inhibir el crecimiento bacteriano de las estirpes evaluadas. El extracto acuoso de
H. pseudomusciformis presentd la mayor eficiencia de actividad antimicrobiana. Todos los extractos presentaron
capacidad de inhibir la formacion de biofilm de la estirpe bacteriana evaluada, resultando el extracto acetonico de la
alga H. pseudomusciformis el unico que presentd inhibicion del biofilm en la menor concentracion evaluada (100
pg/mL). Fue verificado el potencial que los extractos de algas presentan como fuente de nuevas sustancias
antimicrobianas y antibiofilm para su uso en la clinica humana y animal contra bacterias del género Enterococcus
multirresistentes a antimicrobianos de uso comercial.
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ABSTRACT

Natural products of marine origin, such as macroalgae extracts, contain substances that have antimicrobial and
antibiotic action against pathogens of interest. The main objective of this work was to investigate the bioactivity of
algae extracts against bacteria of the Enterococcus genus with a multimicrobial resistance profile and its inhibitory
action on biofilm formation and antibacterial activity. The aqueous, acetonic and methanolic extracts of the algae
were tested: Dictyota menstrualis (brown algae), Hypnea pseudomusciformis (red algae) and Ulva fasciata (green
algae). Some extracts in certain concentrations were able to inhibit the bacterial growth of the evaluated strains. The
aqueous extract of H. pseudomusciformis showed the highest efficiency of antimicrobial activity. All extracts
showed the ability to inhibit the biofilm formation of the bacterial strain evaluated, resulting in the acetonic extract
of the H. pseudomusciformis algae, the only one that presented biofilm inhibition at the lowest concentration
evaluated (100 pg / mL). The potential that algae extracts present as a source of new antimicrobial and antibiofilm
substances for use in the human and animal clinic against bacteria of the Enterococcus genus multiresistant to
commercial antimicrobials was verified.

Keywords: Enterococcus, bioactivity, adherence, solvent, exopolysaccharide.
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INTRODUCCION

Una de las formas de extraer valor econémico de
la biodiversidad es la busqueda sistematica por
organismos, genes, enzimas, compuestos y procesos
que puedan eventualmente llevar al desarrollo de un
producto. En esa busqueda, la etapa de estandari-
zacion y organizacion de organismos indicadores es
fundamental para generar resultados confiables y
comparables. Investigaciones en esa area contribuyen
a la prospeccion de nuevos farmacos antibacterianos,
pudiendo por tanto contribuir a la mitigacion del
impacto generado por la emergencia de bacterias
resistentes a los antimicrobianos.

El uso indiscriminado de drogas antimicrobianas
resulta en la seleccion de bacterias que pueden predo-
minar en una poblacion y desarrollar nuevas estrate-
gias para evitar la accion de esas sustancias, como en
el caso de la transferencia de material genético a
bacterias susceptibles tornandolas en resistentes
(Aguila-Ramirez et al., 2012; Vaz, 2009). Esos
eventos resultan en impactos sociales, econdomicos y
ambientales.

El incremento en la incidencia de la resistencia
bacteriana a los antimicrobianos viene instigando la
busqueda de sustancias quimicas que sean eficientes
en la inhibicién del crecimiento de microorganismos
patogénicos para los humanos y los animales (Mayer
et al., 2011). La utilizaciéon de los compuestos
naturales como fuentes alternativas al empleo de
antimicrobianos sintéticos viene siendo relatada, y
algunos vegetales han sido blanco de investigacion
(Peixoto et al., 2011; Vieira et al., 2010; Ao et al.,
2008; Nair y Chanda, 2007). Ante la necesidad de
desarrollo de nuevas alternativas para el uso de
antimicrobianos sintéticos, el potencial de compues-
tos bioactivos procedentes de algas marinas viene
ganando importancia (Lima-Filho et al., 2002; Vieira
y Noronha, 1971). Las algas marinas han sido objeto
de varios estudios debido a su capacidad de producir
metabolitos secundarios con gran actividad bioldgica
(Bansemir et al., 2006). Otros estudios sugieren que
los compuestos bioactivos presentan actividad farma-
cologica, anticancerigena, antiviral y antimicrobiana,
entre otras actividades (Pérez et al., 2016).

La capacidad antibiofilm de extractos de macro y
microalgas contra patdogenos de interés ha sido estu-
diada por diferentes autores (Gayatri et al., 2019;
Gadhi et al., 2018; Jafari et al., 2018; Busetti et al.,
2015).

Diferentes estudios relatan la eficiencia antibac-
teriana de macroalgas marinas en bacterias Gram
positivas y Gram negativas (Rizzo et al., 2017,
Troncoso et al., 2015; Goeck et al., 2012; Rios et al.
2009). Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto,
el objetivo de este trabajo fue investigar la accion
inhibitoria de extractos de algas marinas sobre la
actividad microbiana y la formacion de biofilm por
bacterias del género Enterococcus. Actualmente, ese

género presenta, segin la coleccion germanica de
microorganismos (DSMZ), 59 especies conocidas
incluyendo dos subespecies pertenecientes al género
(DSMZ, 2018).

MATERIAL Y METODOS

Origen de los extractos de algas

Los extractos utilizados en este trabajo hacen
parte del acervo del Laboratorio de Microbiologia
Ambiental y del Pescado (LAMAP), del Instituto de
Ciencias del Mar (LABOMAR) de la Universidad
Federal de Ceara (UFC-CE). Las algas fueron colec-
tadas en bancos naturales durante la marea de zizigia
en la playa de Pacheco, en el municipio de Caucaia-
CE, en Agosto de 2017.

Fueron utilizados extractos orgédnicos (acetona,
metanol y agua), de las siguientes especies de algas:
Ulva fasciata (Uf), Hypnea pseudomusciformis (Hp)
e Dictyota menstrualis (Dm).

Origen de las estirpes bacterianas

Fueron evaluadas 44 estirpes bacterianas del
género Enterococcus con resistencia a diferentes
familias de antimicrobianos de uso en la clinica y en
la veterinaria. Estas estirpes forman parte de la bacte-
rioteca del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y
del Pescado (LAMAP), del Instituto de Ciencias del
Mar (LABOMAR) de la UFC. Las estirpes bacteria-
nas fueron aisladas de galerias pluviales (Galeria
Riacho Macei6 y Galeria frente a la playa de
Meireles) y puntos de mar adyacentes en la costa de
la ciudad de Fortaleza.

Pureza de las estirpes

Las estirpes de Enterococcus fueron inicialmente
inoculadas en tubos de ensayo con caldo Brain Heart
Infusion (BHI, Difco) e incubadas en estufa bacterio-
logica a 35°C/24h. Después de este periodo, fue
verificado el crecimiento bacteriano de acuerdo con
la turbidez de los tubos. La ausencia de crecimiento
fue indicada por la transparencia del medio.

Los tubos que tuvieron crecimiento bacteriano
fueron inoculados y estriados en placas de Agar m-
Enterococcus (medio selectivo - Difco) e incubadas
en estufa bacteriologica a 35°C/48h. Después de este
periodo, colonias caracteristicas del género Entero-
coccus fueron seleccionadas e inoculadas en medio
Agar Brain Heart Infusion (Agar BHI, Difco) para su
posterior verificacion de pureza mediante la técnica
de coloracion de Gram.

Formacion de exopolisacarido (EPS)

Las estirpes fueron inoculadas en placas de
Agar Rojo Congo e incubadas en estufa bacterio-
logica a 35°C/48h. Después de ese periodo de incuba-
cion se realizd la lectura de las placas. Fue conside-
rado un resultado positivo cuando fue observada una

ISSN 1579-1734. Dep6sito legal GR-222/2002.



Y. GIRAO FERREIRA, M. T. TORRES, J. OLIVEIRA ABREU, F. C. TELES DE CARVALHO, O. VIANA DE SOUSA. 1793
Actividad antimicrobiana y antibiofilm en sustancias extraidas de algas marinas.

Hig. Sanid. Ambient. 19 (4): 1791-1797 (2019)

coloracion prieta en el area de crecimiento. La
ausencia de coloracion fue considerada un resultado
negativo para la formacion de EPS. Como control
positivo fue utilizada una estirpe del género Pseudo-
monas disponible en la bacterioteca del LAMAP y
aislada de una industria de procesamiento de pescado.

El medio de cultivo Agar Rojo Congo fue prepa-
rado con 0,8 g del colorante Rojo Congo (SIGMA)
para 1L de Agar Brain Heart Infusion (BHI, Difco)
con adicion de 36 g de sacarosa La incubacion fue
realizada primero a 35 °C por 24 h seguida de una
incubacion a temperatura ambiente por 48 h. Esta
prueba fue realizada siguiendo la metodologia des-
crita por Freeman et al. (1989) con adaptaciones.

Prueba de adherencia en microplacas de
poliestireno

Las estirpes que presentaron un resultado
positivo en la prueba de formacion de exopolicarido
fueron inoculadas en tubos de ensayo conteniendo
caldo BHI (Difco) e inmediatamente incubadas en
estufa bacteriologica a 35°C/48h después de ese
periodo, 200 ul de células en suspension fueron
inoculadas en microplacas de poliestireno estériles
con 96 pozos e incubadas en estufa por 46h.

Posteriormente el inoculo fue retirado y los
pozos fueron lavados tres veces con agua destilada
seguido de un proceso de secado en estufa bacterio-
légica a 60°C/lh. Enseguida, los pozos fueron
coloreados con una solucion de cristal violeta al 1%
por un minuto. Fueron realizados lavados sucesivos
con agua destilada de los pozos de la microplaca y
colocadas para secar a temperatura ambiente.

Fue considerado un resultado positivo para
agregacion cuando fue visualizado un halo con resi-
duo de cristal violeta alrededor de los pozos.

La prueba de agregacion fue realizada de acuerdo
con Christensen et al. (1985), con adaptaciones.

Evaluacién de la actividad antibacteriana

Con la finalidad de conocer la respuesta de las
estirpes de Enterococcus en la reduccion del cloruro
de trifenil tetrazolium (TTC, sigla en inglés) para su
utilizacion en la evaluacion de la actividad antibacte-
riana, fueron probadas diferentes concentraciones del
colorante (0,01%, 0,015%, 0,025% ¢ 0,030%). De
esta forma, fueron inoculadas las estirpes en placas
de Plate Count Agar (PCA, Difco). Las placas fueron
incubadas en estufa bacteriologica a 35°C/24-48h.
Crecimiento con coloracion roja del medio fue
considerado un resultado positivo (reduccion del
TTC). Como cepas estandar fueron evaluadas bacte-
rias Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Enterococcus faecium INCQS 00071) y
Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

Para verificar el potencial antimicrobiano de los
diferentes extractos, fue realizada la técnica de micro-

dilucion en caldo BHI (Minimal Inhibition Concen-
tration, MIC) mediante la metodologia descrita por
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI,
2010), con algunas modificaciones.

La prueba fue realizada en microplacas de 96
pozos con fondo plano para un volumen final de
200uL. Las estirpes estandar utilizadas fueron Esche-
richia coli ATCC 25922 vy Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Cada estirpe a ser probada fue renovada en agar
BHI a 35°C/24h y ajustada de acuerdo con la escala
de McFarland 0,5 en espectrofotometro con lectura a
625 nm. En la microplaca, cada pozo fue inoculado
con un volumen constante de bacterias (50 puL) y
volumenes de extractos y medios de cultivo (caldo
BHI doble) variables y ajustados para obtener las
concentraciones: 100 pg/mL, 300 pg/mL, 500 pg/mL
y 1000 pg/mL. Enseguida las microplacas fueron
incubadas a 35 °C por 24 horas (CLSI, 2010). Para la
prueba fue utilizada la solucion reveladora de TTC al
5% para la verificacion del crecimiento bacteriano.

Un resultado positivo para la actividad antibac-
teriana del extracto de alga fue considerado con la
ausencia de crecimiento bacteriano en los micropozos
y por consiguiente la no reducciéon del TTC.

Evaluacién de la capacidad de inhibicion de la
formacion de biofilms microbianos

La verificacion de la accion inhibitoria en la
formacion de biofilms fue realizada en microplacas
de poliestireno de 96 pozos con fondo plano. Para la
evaluacion de la adherencia, las estirpes fueron reno-
vadas en Agar BHI a 35°C/24h y ajustadas de acuer-
do con la Escala de McFarland 0,5 en espectrofo-
tometro con lectura a 625 nm. En cada pozo el
volumen final fue de 200 pL (inoculo bacteriano con
volumen constante en cada pozo, 100 pL y los
volimenes de extractos e medios de cultivo variable
y ajustado para obtener las concentraciones: 100
pg/mL y 1000 pg/mL).

Después del periodo de incubacién, el medio de
cultivo fue descartado de las microplacas y los pozos
fueron lavados con agua destilada para remover las
células no adheridas. Fue adicionada una solucion de
cristal violeta al 1% y dejada a temperatura ambiente
por 1 minuto. La formacion de biofilm fue verificada
por la observacion de la presencia de color en las
paredes de los pozos (Wakimoto, 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Pureza de las estirpes

De las 44 estirpes evaluadas, 31 (70,45%)
crecieron en medio selectivo Agar m-Enterococcus y
presentaron las caracteristicas del género: cocos
Gram positivos, agrupados en cadenas cortas y
células aisladas.
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Formacion de exopolisacaridos (EPS)

De las 31 estirpes analizadas, solamente seis
(19.35%) fueron capaces de producir exopolisacarido
en Agar Rojo Congo (Figura 1). En las restantes
estirpes de Enterococcus fue verificado crecimiento
bacteriano, mas no fue observada coloracion negra en
el medio de crecimiento.

El biofilm bacteriano es una aglomeracion de una
o mas especies de bacterias, hongos y protozoos
envueltos por una matriz exopolisacaridica (Begun et
al., 2007). Esa matriz es capaz de impedir la penetra-
cion del agente antimicrobiano en el biofilm (Kasno-
wski, 2010), lo que hace la identificacion del biofilm
de suma importancia como expresion de la patoge-
nicidad (Ghellai et al., 2014).

Debido a la importancia que tiene la identifi-
cacion de la actividad antibiofilm en sustancias natu-
rales para la expresion de la patogenicidad bacteriana,
diferentes autores han abordado el estudio de esta
tematica. En Belfast, UK, Busetti et al. (2015),
evaluaron extractos metanolicos del alga Halidrys
siliquosa para la verificacion de la actividad antibio-
film, antibacteriana y citotoxica.frente a diferentes
patogenos de interés en la clinica humana. Fue
verificado la actividad antibiofilm del alga en los
diferentes solventes evaluados.

Deepa et al. (2017) en la India, evaluaron el
potencial de productos bioactivos de diferentes
macroalgas marinas con la utilizacion de cuatro
solventes: metanol, etanol, butanol y agua. Los
autores observaron que mas del 50% de los extractos
analizados revelaron actividad antibiofilm. Resulta-
dos similares fueron encontrados en nuestro estudio
mediante la deteccion de la actividad antibiofilm en
los extractos evaluados.

Prueba de
poliestireno

De las seis estirpes que presentaron resultados
positivos para la formacion de exopolisacaridos, solo
una (16,66%) fue capaz de adherirse en microplacas
de poliestireno. Es necesario destacar que la adheren-
cia es un pre-requisito para la colonizacion del tracto
gastrointestinal (Kos ef al., 2003).

adherencia en microplacas de

Figura 1. Formacion de exopolisacéaridos (EPS).

Evaluacion de la capacidad de inhibicién de la
formacion de biofilms microbianos

Fue evaluada la capacidad de inhibicion de
formacion de biofilm por los extractos de algas para
la estirpe que presentd resultado positivo en la prueba
de adherencia (Tabla 1).

La concentraciéon de 100 pg/mL fue capaz de
inhibir el crecimiento bacteriano en diferentes algas:
U. fasciata (extractos: acetonico, metandlico y acuo-
$0); H. pseudomusciformis (extractos: metandlico y
acuoso); y D. menstrualis (extracto acuoso). El
extracto H. pseudomusciformis acetonico fue capaz
de inhibir el biofilm bacteriano (respuesta positiva)
en las dos concentraciones probadas (100 pg/mL e
1000 pg/mL).

La formacion de biofilm es un factor de virulencia
de especial importancia para el estudio de las infec-
ciones por enterococos. El biofilm es capaz de prote-
ger la bacteria no solo del sistema inmune del hospe-
dero sino que también ejerce una proteccion contra la
fagocitosis y contra la accion biocida de diferentes
agentes antimicrobianos (Marti et al., 2010).

Prabhakaran et al. (2012) evaluaron el potencial
antiincrustante de varios extractos de algas y plantas
marinas asi como, de mangle. Comparando la activi-
dad de inhibicion de todos los extractos, fue

Tabla 1. Accion antibiofilm de los extractos de algas frente a la estirpe probada (Enterococcus, estirpe 296).

Extractos
Acetonico Metanolico Acuoso
UF | HP UF HP | DM UF | HP | DM
Concentracion (pg/mL) Concentracion (pug/mL) Concentracion (pug/mL)
100 | 1000 | 100 | 1000 | 100 | 1000 | 100 1000| 100 | 1000 | 100 | 1000 | 100 | 1000 | 100 | 1000
+ | -+ [+ +] - ]+] -] - S+ -+ - T+ -

Uf: Ulva fasciata; Hp: Hypnea pseudomusciformis; Dm: Dictyota menstrualis;.
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Tabla 2. Resultados de la actividad antibacteriana de los extractos de algas frente a las estirpes evaluadas.

Estirpes bacterianas
Extractos | Alga | Conc. | 19 |37 | 51 | 202 | 241 | 296 | E.coli | S. aureus
Cl - - | NT | NT - NT NT -
Uf C2
C3 - - | NT | NT - NT NT -
C4 - + - - - - - -
Cl - - | NT | NT - NT NT -
Hp C2 - - - - - - - -
Aceténico 3 | - [ -[NT[NT]| - NT| NT +
C4 - - - - - - - +
Cl - - | NT | NT - NT NT -
C2 - - | NT | NT - NT NT -
Dm C3 - - | NT | NT - NT NT -
C4 - - | NT | NT - NT NT -
Cl - - | NT | NT - NT NT -
uUf C2 - - - - - - - -
C3 - - | NT | NT - NT NT -
C4 - - - - - - - -
Cl - - | NT | NT - NT NT +
Metanolico | Hp 2 N N - - - - - +
C3 - - | NT | NT - NT NT +
C4 - - - + - - - +
Cl - - | NT | NT - NT NT -
C2 - - - - - - - -
Dm C3 - - | NT | NT - NT NT -
C4 - - - - - - -
Cl - - | NT | NT - NT NT -
Uf C2 - - - - - - - -
C3 - - | NT | NT - NT NT -
C4 + | -] - - - + - -
Cl - - | NT | NT - NT NT -
Acuoso Hp 2 - - R - - - - -
C3 - - | NT | NT - NT NT -
C4 + - + + - - - -
Cl - - | NT | NT - NT NT -
C2 - - - - - - - -
Dm C3 - + | NT | NT - NT NT -
C4 - + - - - - - -

C1: 100 pg/mL; C2: 300 pg/mL; C3: 500 pg/mL; C4: 1.000 pg/mL; Uf: Ulva fasciata; Hp: Hypnea pseudomusciformis; Dm:
Dictyota menstrualis; estirpes:19, 37, 51, 202, 296 (estirpes de Enterococcus analizadas); Escherichia coli (ATCC 25922);
Staphylococcus aureus (ATCC 23923); (+) Actividad antibacteriana del extracto; (-) Ausencia de actividad antibacteriana del
extracto; NT: No probada por falta de cantidad de extracto disponible.

verificado que los extractos de mangle tuvieron
mayor actividad inhibitoria contra bacterias forma-
doras de biofilm primario que los extractos de algas
y plantas marinas. En el presente trabajo algunos
extractos de algas marinas presentaron actividad
antibiofilm frente a la estirpe de Enterococcus
productora de exopolisacarido.

Evaluacion de la actividad antibacteriana

En la prueba realizada para identificar la
capacidad de las estirpes para reducir el colorante
TTC (sigla en inglés), fue detectado que en todas las

concentraciones evaluadas, las estirpes estandar eva-
luadas presentaron un resultado positivo a la reduc-
ciéon del colorante (colonias rojizas), destacandose
que las estirpes bacterianas Gram positivas tardaron
mas tiempo para la expresion de sus respuestas.
Belotti et al. (1999), probo similares concen-
traciones de TTC (sigla en inglés), para la cuanti-
ficacion de colonias bacterianas en muestras de leche,
destacando que el mejor desempeiio del TTC para el
conteo de colonias en Plate Count Agar (PCA) fue
observado con la concentracion de 0.015%.
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Al-Shamary y Abdalali (2011), evaluaron la carga
microbiana de leche importada vendida en diferentes
supermercados de Baghdad, Irak. E1 TTC (0.015%)
no fue eficiente en la reduccion de microorganismos
Gram positivos. A diferencia de estos resultados, en
el presente trabajo fue verificada la eficiencia en la
reduccion del colorante a la concentracion de 0.01%.

Los resultados obtenidos de la reduccion del TTC
frente a las estirpes evaluadas son presentados en la
Tabla 2.

El extracto Uf acuoso inhibié el crecimiento
bacteriano de dos estirpes del género Enterococcus
(19 y 296). Los extractos acuosos de Dm y Uf fueron
capaces de inhibir las estirpes 19 y 37, respecti-
vamente. El extracto Hp metanolico resulté eficiente
solo frente a la estirpe 202.

El extracto Hp acuoso presentd la mayor actividad
antibacteriana, siendo capaz de inhibir el crecimiento
de tres (50%) de las seis (100%) estirpes probadas.

Kolanjinathan y Stella (2009), evaluaron extractos
de metanol, etanol y acetona de seis especies de algas
marinas de la costa sudeste de la India, verificando
que el extracto acetonico de Hypnea pseudomusci-
formis presentd actividad antibacteriana frente a
estirpes de E. coli, resultado que no fue obtenido en
el presente trabajo. Los autores también verificaron
que los extractos acetonicos y metandlicos fueron
capaces de inhibir Staphylococcus aureus. Similar-
mente en nuestro trabajo fue verificado que el
extracto metandlico de Hp presentdé un resultado
positivo en las cuatro concentraciones probadas, el
extracto acetonico Hp mostré también un resultado
positivo en dos de las concentraciones probadas (500
pg/mL e 1000 pg/mL).

Sustancias bioactivas de diferentes tipos de algas:
rojas, verdes y marron del Mar Rojo, Arabia Saudita
fueron evaluadas por Al-Saif et al. (2014) utilizando
los siguientes solventes para la extraccion: etanol,
cloroformo, éter de petrdleo y agua. Los autores
reportaron la eficiencia de las sustancias bioactivas
de las algas evaluadas en la inhibicion de bacterias
patdgenas Gram positivas (Enterococcus faecalis 'y
Staphylococcus aureus) y Gram negativas (E. coli y
Pseudomonas aeruginosa).

En el presente trabajo, fue verificada la capacidad
de los extractos de algas (diferentes concentraciones
probadas) de inhibir el crecimiento bacteriano de las
estirpes del genero Enterococcus evaluadas.

CONCLUSIONES

Fue posible identificar la produccion de substan-
cias con acciébn antimicrobiana y capacidad
antibiofilm de extractos de algas marinas existentes
en la costa de Ceara frente a estirpes bacterianas
multirresistentes a antimicrobianos de uso comun
pertenecientes al género Enterococcus.
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