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Resumen: Los enterococos son constituyentes de la microflora de quesos artesanales y contribuyen a sus caracteristicas organolépticas.
También producen enterocinas que pueden prevenir el crecimiento de patdgenos alimentarios. En este estudio se aislaron 27 cepas de
enterococos a partir de leche y queso ovinos provenientes de la Patagonia (Argentina) y se investigo la produccion de bacteriocinas. De las
27 cepas aisladas, 22 cepas de Enterococcus faecium y 1 cepa de E. faecalis inhibieron el crecimiento de Listeria innocua ATCC 33090.
E. faecium Tw6 mostr6 la mayor actividad antimicrobiana entre las cepas estudiadas y se seleccion6 con el proposito de caracterizar
el principio activo y su espectro de inhibicion. La tripsina abolié la actividad antilisteria, lo que sugiere que el compuesto activo es
de naturaleza proteica; resultd ser estable al calor, resistente al pH y permaneci6 estable durante mas de 12 meses. La masa molecular
determinada mediante electroforesis fue aproximadamente de 5,6 KDa. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) mostro la presencia
de multiples secuencias de enterocinas (entA, entB, entP y entL50A/B). Las caracteristicas fisico-quimicas y bioquimicas de las enterocinas
producidas por E. faecium Tw6 las convierten en potenciales candidatas para ser utilizadas en la conservacion de alimentos.
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Partial characterization of enterocins produced by an Enterococcus faecium strain
isolated from ovine milk

Abstract: Enterococci are part of the microflora of artisan type cheese and contribute to their organoleptic characteristics. They also produce
enterocins which can prevent the growth of food pathogens. In this study 27 enterococci strains were isolated from ovine milk and cheese
produced at the Argentine Patagonia and they were investigated regarding their bacteriocin production. Of the 27 strains isolated. 22
Enterococcus faecium and one E. faecalis inhibited the growth of Listeria innocua ATCC 33090; E. faecium Tw6 showed the highest
antimicrobial activity among the strains studied and it was selected with the purpose of characterizing the active principle and its inhibition
spectrum. Trypsin abolished antilisteria activity, which suggests that the active component has a protein nature; it was heat stable, pH
resistant, and it remained stable during more than 12 months. The molecular mass determined by electrophoresis was approximately
5.6 KDa. The polymerase chain reaction (PCR) showed the presence of multiple enterocin sequences (entA, entP, and entSOA/B). The
physicochemical and biochemical characteristics of the enterocins produced by E. faecium Tw6 identify them as a potential candidates for
use in food preservation.
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Introduccion (carne, vegetales, frutas, bebidas y derivados lacteos),
heredando por generaciones las técnicas aplicadas.

En forma fortuita o intencional, las bacterias acido lacticas El efecto conservador de las BAL durante la fabricacion y

(BAL) han estado presentes en la alimentacion humana el almacenamiento de los alimentos fermentados se debe a

desde hace siglos. El hombre ha aprendido diferentes formas la produccion de diversos metabolitos con actividad antimi-

de utilizarlas en la elaboracion de productos fermentados crobiana que se han utilizado con éxito en la conservacion
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de los alimentos, destacandose dentro de este grupo, las bac-
teriocinas, péptidos con actividad especifica [1,2]. Un gran
nimero de bacteriocinas provenientes de diversos géneros
de BAL han sido estudiadas por su capacidad para inhibir
el crecimiento de patégenos contaminantes de alimentos, en
particular Listeria monocytogenes [3-9].

En los ultimos afos, ha cobrado relevancia dentro de las
BAL el género Enterococcus, porque se caracteriza por
la alta produccion de bacteriocinas, conocidas en forma
general como enterocinas. Estos péptidos exhiben actividad
antimicrobiana frente a especies de bacterias grampositivas
relacionadas, tanto de patdogenas como de contaminantes de
alimentos [5-7].

En la actualidad, la clasificacion mas aceptada es la
publicada por Franz ef al [10], donde las enterocinas se
agrupan en 4 clases principales. Las enterocinas de clase 11
son las mas frecuentemente halladas en cepas de enterococos
y se dividen en 2 subclases: las enterocinas relacionadas con
la pediocina y las que se sintetizan sin péptido lider.

Otros rasgos caracteristicos del género y que son de
importancia industrial son la resistencia que exhiben a las
temperaturas de pasteurizacion, asi como su adaptabilidad
a diversos sustratos y factores que condicionan el
crecimiento (pH extremo y salinidad). En consecuencia,
estos microorganismos pueden encontrarse en alimentos
elaborados con materia prima cruda (leche o carne) y en
los productos tratados por el calor, constituyéndose en una
parte importante de la microbiota de alimentos fermentados,
sobre todo en quesos y carnes [11-14].

En afios recientes, los informes sobre el uso de los
enterococos como cultivos iniciadores o como cultivos
adjuntos han aumentado considerablemente [1,2,12]. Su
presente uso en la elaboracion de alimentos es fuertemente
debatido desde el punto de vista de la seguridad alimentaria.
Algunas especies, particularmente E. faecium y E. faecalis
han sido asociadas ¢ identificadas como agentes etiologicos
de enfermedades humanas y animales [15-17]. Sin embargo,
su utilizacion en la industria alimentaria no constituye un
riesgo particular para la salud, ya que de hecho no existen
registros de infecciones que estén relacionadas con este
origen [2,18].

Debido a las caracteristicas geograficas y climaticas, el
ganado ovino constituye la especie mas explotada en la
Patagonia Argentina. En los tltimos aios, la elaboracion de
quesos de leche ovina ha significado una nueva alternativa
econdmica en esta region. Se ha determinado en distintos
estudios y en diferentes regiones del mundo, que la presencia
de cepas del género Enterococcus es habitual en este tipo de
producto, aun en aquellos que son procesados bajo estrictas
normas de elaboracion [11,12,19,20].

En el presente trabajo se aislaron cepas del género
Enterococcus de leche y quesos ovinos de la region
patagodnica y posteriormente se seleccionaron aquellas que
presentaron actividad antagonista frente a Listeria innocua
ATCC 33090. Dentro de este grupo se selecciond, por
presentar la mas alta actividad, la cepa de E. faecium Tw6
para realizar estudios posteriores. El objetivo del trabajo fue

estudiar las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas del
principio activo de la cepa de E. faecium Tw6, determinar
la capacidad antagonista frente a distintos patdgenos
habitualmente hallados en alimentos y determinar por
medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la
presencia de genes estructurales de enterocinas.

Materiales y métodos

Toma de muestras y aislamiento: Las muestras de leche
ovina se obtuvieron mediante ordeflo mecanico de animales
pertenecientes a tambos ubicados en el valle inferior del rio
Chubut (Patagonia, Argentina). Se trasladaron a 4 °C y se
conservaron a -30 °C hasta el momento de su procesamiento.
Las muestras de quesos se extrajeron con sacabocados
estériles y se procesaron dentro de las 4 h de obtenidas.

Las muestras de leche se sembraron en caldo purpura
de bromocresol-azida (Merck, Argentina) con una
concentracion de NaCl (6,5%) (Anedra, Argentina). Las
muestras de queso se procesaron de igual manera, previa
homogenizacion de 1 g de material en 10 mL de agua
destilada estéril. Luego de 48 h de incubacion a 35 °C los
cultivos se sembraron en agar Man Rogosa Sharp (MRS)
(Biokar, Francia), suplementado con NaCl (6,5%), 40 pg/
mL de acido nalidixico (Sigma, EE.UU.) y 10 pg/mL de
cicloheximida (Sigma, EE.UU.).

Las colonias se estudiaron mediante la coloracion de Gram,
prueba de la catalasa, pruecba de la oxidasa, crecimiento
a 45 °C, hidrolisis de la esculina y crecimiento en bilis al
40% [21]. Ademas, se estudid la actividad de pirrolidonil
aminopeptidasa mediante un kit comercial (pyrrolidonyl
peptidase strips; BioChemika, Sigma, EE.UU.).

Identificacion  fenotipica: Las colonias aisladas se
identificaron a nivel de género y especie segun las
recomendaciones de Manero et al [22]. Las cepas se
conservaron en una suspension de leche descremada al 10%
suplementada con glicerol al 10% a -30 °C y se ingresaron
al cepario perteneciente a la Catedra de Biologia Celular
y Molecular (Facultad de Ciencias Naturales, Sede Trelew,
Universidad Nacional de la Patagonia) de acuerdo con los
codigos establecidos por el laboratorio.

Identificacion genotipica: Luego de una incubacion a 35 °C
durante 12 h en caldo MRS, las cepas de enterococos se
centrifugaron a 12.000 g a 4 °C durante 5 min y el ADN
se extrajo utilizando un equipo comercial de purificacion
Wizard Genomics (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Mediante la reaccion de PCR se amplifico el gen que
codifica el ARNr 16S, con un termociclador Multigene
Gradient (Labnet International Inc., Woodbridge, NJ,
EE.UU.), usando los cebadores universales para procariotas
5’-AGAGTTTGATCC TGG CTCAG-3’y 5’- GGT TAC
CTTGTTACGACTT - 3’, segun lo descripto por DeLong
[23]. Ambas hebras de los productos de PCR se secuenciaron
utilizando los servicios comerciales de Macrogen Inc.



30 Vallejo y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2013; 33:28-34

(Seul, Corea). Las secuencias obtenidas se compararon con
las depositadas en la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) utilizando el programa
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) [24].

Actividad antagonica de las cepas aisladas. Ensayos
antimicrobianos de los sobrenadantes: Las cepas de
enterococos se cultivaron en caldo MRS a 35 °C hasta
alcanzar la fase estacionaria (12-16 h). Luego del periodo
de incubacidn, los cultivos se centrifugaron a 8.000 g a 4° C
durante 10 min, los sobrenadantes libres de células (SLC) se
ajustaron a pH 7,0 con NaOH 0,5 M (Anedra, Argentina) y
se sometieron a un calentamiento de 100 °C durante 5 min.
Posteriormente, los SLC se filtraron utilizando membranas
Sartorius de 0,22 um de didmetro de poro (Sartorius,
Alemania) y se almacenaron a -30 °C hasta su uso.

Los SLC tratados de las 27 cepas estudiadas se emplearon
en el ensayo antimicrobiano que se realizoé por el método
de difusion en placa [8]. Se colocaron 50 uL de SLC en
pocillos (6 mm de diametro) practicados en placas de agar
tripticasa soja (Britania, Argentina), sembrados previamente
con 50 puL de un cultivo de una noche (0,5 de la escala Mc
Farland) de Listeria innocua ATCC 33090. Las placas se
mantuvieron a 4-8 °C durante 2 h y luego se incubaron a
30 °C durante 24 h. El efecto antimicrobiano se expreso en
mm, midiendo el halo de inhibicién de crecimiento con un
micrometro (Starrett, USA).

Con el propoésito de evaluar el espectro de inhibicion de
la cepa E. faecium Two, seleccionada sobre la base de su
actividad frente a Listeria innocua ATCC 33090, se utilizaron
los microorganismos indicadores en las condiciones de
crecimiento mencionadas en la tabla 1.

Caracterizacion fisico-quimica del principio activo:
Estabilidad térmica: El SLC neutralizado se sometio a
temperaturasde 100y 121 °C durante 5, 15y 30 min. Ademas,
se ensayo la estabilidad del sobrenadante a la congelacion-
descongelacion, conservandolo a -30 °C. Periédicamente
se descongeld y se ensayo la actividad residual. De igual
forma se prob¢ la estabilidad a temperatura de refrigeracion
(4 °C). En todos los casos la actividad residual se determind

Tabla 1. Cebadores especificos para la deteccion de los genes estructurales
de enterocinas mediante PCR.

Enterocinas Secuencia (5°- 3") Fragmento (pb)

F: GGT ACC ACT CAT AGT GGA AA

A R: CCC TGG AATTGC TCC ACC TAA 138

B F: CAAAAT GTA AAA GAATTA AGT ACG 201
R: AGA- GTA TAC ATT TGC TAA CCC

F: GCT ACG CGT TCA TAT GGT AAT
R: TCC TGC AAT ATT CTC TTT AGC

F: ATG GGA GCAATC GCAAAATTA

LB50A R: TTT GTT AAT TGC CCATCC TTC 274

F: ATG GGA GCAATC GCAAAATTA

LB50B R: CCT ACT CCT AAG CCT ATG GTA 274

mediante el método de difusion en placa, utilizando a L.
innocua ATCC 33090 como cepa indicadora.

Sensibilidad a enzimas: La sensibilidad a enzimas
proteoliticas se llevo a cabo determinando la actividad
residual seglin la técnica antes mencionada, luego de tratar
el SLC con pepsina (Sigma, EE.UU.), tripsina (Sigma,
EE.UU.) y bromelina (Sigma, EE.UU.) a una concentracion
de 1 mg/mL. Los sobrenadantes utilizados para tripsina
se llevaron a pH 7,0 con NaOH 0,5 M, mientras que las
restantes enzimas proteoliticas se ensayaron con los
sobrenadantes a pH 4,5. Las muestras se incubaron durante
1 h a la temperatura 6ptima de cada enzima (25 °C: tripsina
y bromelina; 37 °C: pepsina).

La sensibilidad a la lisozima (Sigma, EE.UU.), catalasa
(Sigma, EE.UU.) y lipasa (Sigma, EE.UU.) se llevo a cabo
tratando el sobrenadante con NaOH 0,5 M hasta lograr
un pH de 7,2 y se incubaron durante una hora a 25 °C
para lisozima y 37 °C para catalasa y lipasa. La actividad
antimicrobiana residual se determind de la misma forma
que en los casos anteriores. Se utilizaron testigos o controles
que correspondieron a las soluciones de cada enzima.

Influencia del pH: Se determino la estabilidad del SLC de
la cepa seleccionada desde un pH de 3 hasta un pH de 12,
mediante la adicion de soluciones tamponadas esterilizadas
y preparadas a una concentracion 0,2 M. Las muestras se
incubaron durante 4 h a 30 °C y la actividad residual se
determino por el procedimiento previamente descrito.

Precipitacion y cromatografia de intercambio ionico: La
bacteriocina se purifico a partir de 500 mL de un cultivo
de la cepa E. faecium Tw6 incubada en caldo MRS a 35
°C hasta alcanzar la fase estacionaria. Se empled el SLC
luego de una centrifugacion a 10.000 g durante 15 min a
4 °C, sometiéndolo a precipitacion diferencial con alcohol
absoluto (Anedra, Argentina) en dos etapas. Durante la
primera etapa se adiciond alcohol absoluto hasta alcanzar
el 20% de saturacién, manteniéndose durante 15 min a
4 °C. Posteriormente, la muestra se centrifugé a 10.000
g durante 15 min y al nuevo sobrenadante se le adiciono
alcohol absoluto hasta completar el 80% de saturacion y se
lo mantuvo a 4 °C durante 30 min. La muestra se centrifugd
nuevamente y el precipitado se conservo a 4 °C hasta su
utilizacion.

Luego de laprecipitacionse llevo a cabo una cromatografia
de intercambio anionico en QAE-Celulosa en una columna
de 30 mL y con una velocidad de flujo de 3 mL/min, segiin
el esquema propuesto por NG-Kwai-Hang y Pélissier [25].
La muestra fue diluida con 30 mL de buffer Imidazol 0,02
M, pH 8 y la elucién se realizé en un rango de 0 a 0,3 M
de NaCl.

Las lecturas de absorbancia de las fracciones se
determinaron a 280 nm mediante un espectrofotometro
modelo Jenway 6405 (Bibby Sterling Ltd, London) y su
actividad se determiné mediante el método de difusion en
placa antes mencionado.

Determinacion del peso molecular de la bacteriocina: El
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peso molecular de la fraccion activa se determind mediante
una electroforesis desnaturalizante (Tricina SDS-PAGE)
descrita por Pardo y Natalucci [26] y el zimograma o
“revelado biologico” de acuerdo a la técnica sugerida por
Foulquié Moreno et al. [5].

Deteccion de genes estructurales de enterocinas: Los
cebadores y protocolos utilizados en la reaccion de PCR
para la amplificacion de los genes estructurales de las
enterocinas A, B, P, LB50A y LB50B se mencionan en la
tabla 1, segun lo descrito por De Vuyst et al. [27].

Resultados

En total, se aislaron 27 cepas pertenecientes al género
Enterococcus (18 de leche y 9 de queso), las cuales
presentaron los rasgos fenotipicos que son utilizados para
distinguir dicho género de otros cocos grampositivos,
catalasa negativos y anaerobios facultativos. Las pruebas
diferenciales realizadas fueron: capacidad de crecer en
presencia de 6,5% de NaCl, a pH 9,6, a 45 °C, capacidad
de hidrolizar la esculina en presencia de sales biliares al
40% y presentar actividad pirrolidonil aminopeptidasa. La
identificacion a nivel de especie se realizé por medio de
los patrones de fermentacion de azlcares, por los cuales 22
cepas se clasificaron como E. faecium y 5 como E. faecalis
(resultados no mostrados). Estos resultados se corroboraron
mediante la identificacion genotipica del gen ARNr 16S.

Todas las cepas de E. faecium y una cepa de E. faecalis
presentaron actividad frente a L. innocua ATCC 33090
(datos no mostrados). La cepa de E. faecium Tw6, aislada
de leche ovina, exhibi6é la mayor actividad antilisteria y
fue seleccionada con el propoésito de continuar los estudios
de caracterizacion del principio activo y espectro de
inhibicion.

Como se muestra en la tabla 2, el SLC de la cepa
seleccionada presentd actividad inhibitoria contra todas
las cepas de listeria ensayadas, mientras que no mostrd
inhibicion contra otros microorganismos gram-positivos y
gramnegativos utilizados.

En la tabla 3 se puede observar el efecto producido por
las distintas enzimas hidroliticas luego de someter al SLC
a incubacion en las condiciones descritas. La catalasa, la
lisozima y la lipasa no produjeron efecto alguno sobre la
actividad inhibitoria del SLC de E. faecium Tw6. Dentro
del grupo de enzimas proteoliticas, la bromelina y la
pepsina disminuyeron el efecto antagonico, mientras que el
tratamiento con tripsina neutralizo por completo la actividad
antilisteria.

Los tratamientos térmicos a 100 °C durante 5 y 15 min
no afectaron la actividad del SLC, en cambio se observd
una disminuciéon cuando el tiempo se extendid a 30
min. El tratamiento a 121 °C durante 5 min produjo una
disminucion de la actividad antagonica, mientras que
cuando el tratamiento térmico se extendid a 15 min el efecto
inhibitorio se perdié por completo (Tabla 3).

La actividad inhibitoria del SLC resulté estable en un

Tabla 2. Condiciones de cultivo y actividad antimicrobiana del cultivo
libre de células de E. faecium Two.

Cepas indicadoras Medio de cultivo y Actividad
P temperatura (°C) inhibitoria

Listeria innocua ATCC
33090 TSA, 30 ++
L. innocua Tw 1 TSA, 30 ++
L. monocytogenes ATCC
7644 TSA, 35 +
L. monocytogenes Tw 5 TSA, 35 ++
L. monocytogenes Tw 11 TSA, 35 ++
L. monocytogenes Tw 35 TSA, 35 ++
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 BHL, 35 )
S. aureus Tw 1 BHI, 35 -
Bacillus cereus DBFIQ Bc AS, 35 -
B. megaterium DBFIQ Bm AS, 35 -
B. subtilis DBFIQ Bs AS, 35 -
Escherichia coli ATCC
25922 BHI, 37 -
E. coliTw 1 BHI, 37 -
Shigella flexneri Tw 19 BHI, 37 -
Salmonella sp. Tw 18 BHI, 37 -

Halo de inhibicion: +, > 10 mm; ++ > 15 mm; -, sin inhibicion.

TSA: tripticasa soja agar, BHI: caldo cerebro-corazon, AS: agar sangre.
Tw: Cepario de la Catedra de Biologia Celular y Molecular, Facultad de
Ciencias Naturales — Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco
(Sede Trelew, Chubut-Argentina). DBFIQ: Departamento de Ingenieria de
Alimentos, Facultad de Ingenieria Quimica — Universidad Nacional del
Litoral (Santa Fe-Argentina).

Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica de la actividad antimicrobiana del
sobrenadante libre de células de la cepa E. faecium Tw6.

Actividad inhibitoria contra

Tratamientos L. innocua ATCC 33090
Control ++
Catalasa ++
Lisozima ++
Lipasa ++
Tripsina -
Bromelina +
Pepsina +
100 °C, 5 min ++
100 °C, 15 min ++
100 °C, 30 min +
121 °C, 5 min +
121 °C, 15 min -

Halo de inhibicion: +, > 10 mm; ++ > 15 mm; -, sin inhibicion.
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rango de pH de 3 hasta 11, mientras que no se detectaron
halos de inhibicion en la prueba de difusion en placa cuando
el sobrenadante se traté a pH 12. La actividad antimicrobiana
resultd estable después de 12 meses a 4 °C y 28 meses a -30
°C (datos no mostrados).

Luego de la precipitacion diferencial del sobrenadante, se
ensayo la actividad inhibitoria de las diferentes fracciones
recogidas en la cromatografia de intercambio idnico
mediante la técnica de difusion en placa, detectandose
actividad en una sola fraccion durante la elusion a 0,1 M
de NaCl. En las condiciones de la cromatografia (pH 8),
la fraccion activa exhibe carga positiva y en consecuencia
no interactiia con la matriz de QAE-Celulosa utilizada. La
fraccion activa presentd una sola banda de aproximadamente
5,6 KDa cuando la misma fue sometida a electroforesis
en poliacrilamida y posteriormente realizado el revelado
bioldgico (Figuras 1y 2).

26,6 KDa
16,9 KDa
144 KDa
6.5 KDa

344 KDa

Figura 1. Gel de tricina-SDS-PAGE de la fraccion purificada en la
cromatografia de intercambio idnico. Carril A: fraccion activa de la cepa
E. faecium Two; carril B: marcadores de pesos moleculares

|

Figura 2: Revelado bioldgico del gel de tricina-SDS-PAGE utilizando
como cepa indicadora a L. innocua ATCC 33090. 1,3,4: fraccion activa de
la cepa E. faecium Tw6; 2: bacitracina (marcador molecular).

Los resultados de PCR revelaron la presencia de todos
los genes estructurales de enterocinas ensayados en este
estudio (A, B, P, LBSOA y LB50B). En todos los casos se
obtuvieron los tamafios de los amplicones esperados seglin
las condiciones y cebadores utilizados [27].

Discusion

Los resultados obtenidos muestran una alta prevalencia
de cepas del género Enterococcus aisladas de leche y
quesos ovinos de la Patagonia Argentina, ain en aquellos
casos donde los mismos se elaboraron con materia prima
pasteurizada, indicando que este género presenta resistencia
a los tratamientos térmicos empleados. Estos resultados son
coincidentes con algunos trabajos previos donde se destaca
la alta incidencia de estos microorganismos en subproductos
lacteos y su comportamiento frente a la pasteurizacion [11-
13]. Tradicionalmente, la prevalencia de este género en
leche y otros alimentos era considerada como un resultado
de contaminacion fecal; sin embargo, su presencia no
siempre esta directamente relacionada con una mala higiene
[28]. Ademas, en los ultimos aflos se ha demostrado que los
enterococos tienen poco valor como indicadores de higiene
en el procesamiento industrial de alimentos [29].

En consecuencia, en la actualidad se acepta que los
enterococos se encuentren naturalmente en la leche
cruda y puedan actuar como un cultivo iniciador adjunto
durante la fabricacion de una variedad de productos lacteos
fermentados, especialmente quesos duros en los que se
ha demostrado su influencia en el desarrollo de sabores y
aromas particulares. [2,12,13].

La elevada frecuencia de cepas de enterococos con
actividad antagonica frente al género Listeria esta de acuerdo
con los datos disponibles de varios autores [2,30], diversos
trabajos indican que la produccion de metabolitos con
capacidad antimicrobiana constituye un rasgo metabolico
distintivo del género [9,12,14].

Los enterococcos producen bacteriocinas de conocida
efectividad contra patégenos de origen alimentario pero de
un espectro restringido a microorganismos grampositivos
relacionados desde el punto de vista filogenético:
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium
botulinun y Listeria monocytogenes [10,31]. Basados en el
analisis de las secuencias del gen ARNr 16S y el contenido
de guanina-citosina del ADN, el género Enterococcus y
las citadas especies estan agrupados dentro de la rama
Clostridium de bacterias grampositivas [32].

Con el propodsito de continuar la caracterizacion del
principio activo, se seleccionoé la cepa de E. faecium Tw6
sobre la base de su alta actividad antagoénica y ademas
porque en trabajos previos se demostro, mediante técnicas
de amplificacion genética por PCR, la ausencia de factores
de virulencia y en consecuencia su inocuidad para ser
incluido en la conservacion de alimentos [19,20].

Laactividad antagdnica contra L. innocua ATCC 33090 no
sufrid alteracion cuando se neutralizdé con NaOH, fendmeno
que demuestra que la inhibicién del crecimiento no era
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producida por efecto de los acidos organicos generados
por el metabolismo de las BAL. El efecto antimicrobiano
tampoco se vio afectado cuando los SLC neutralizados se
sometieron a temperaturas de 100 °C 6 121 °C durante 30y 5
minutos, respectivamente; demostrandose la estabilidad del
principio activo en las condiciones impuestas. Cabe destacar
también la alta estabilidad del principio activo durante su
conservacion (4 y -30 °C). La actividad enzimatica de lipasa
y lisozima no alterd la actividad antilisteria, lo que permite
descartar la existencia de lipidos o azlicares involucrados
con la actividad del principio activo.

Algunas cepas de BAL tienen la capacidad de producir
peroxido de hidrégeno, molécula con gran capacidad
antagonista que puede ejercer su accion sobre una gran
variedad de microorganismos. Sin embargo, la capacidad
inhibitoria del sobrenadante ensayado no se vio afectada
luego del tratamiento enzimatico con catalasa y, en
consecuencia, es posible afirmar que no existe una relacion
entre la inhibicion y la presencia del metabolito.

Luego de 1 hora de incubacion, la actividad proteolitica
de la tripsina inactivo por completo la capacidad inhibitoria
del sobrenadante, demostrandose de esta manera que el
principio activo es de naturaleza proteica. Es interesante
destacar que la enzima mas activa sobre las sustancias
tipo bacteriocinas de la cepa seleccionada fue la tripsina,
que tiene particular afinidad por los enlaces que contienen
aminoacidos con carga positiva (arginina y lisina), presentes
en este tipo de molécula [10,33].

Las caracteristicas determinadas en las pruebas descritas
permiten afirmar que la cepa de E. faecium Twb6 ejerce
su actividad antagénica gracias a la sintesis de sustancias
inhibitoriastipo bacteriocinas, especificamente denominadas
enterocinas.

Segun los resultados obtenidos por PCR se detectd la
presencia de los genes que codifican las enterocinas A, B, P
y L50Ay L50B en la cepa de E. faecium Tw6 evaluada. Este
resultado es coincidente con trabajos previos [10,27,34], en
los cuales se demuestra que la presencia de mas de un gen
codificante de enterocinas, es un rasgo predominante en esta
especie. Sin embargo s6lo en un numero reducido de casos
se puede detectar por técnicas de amplificacion genética la
presencia de 5 genes estructurales, como en el caso de la
cepa de E. faecium Tw6 [10,27].

La deteccion de los genes no implica necesariamente
la produccién de estos péptidos, su expresion depende de
condiciones ambientales (pH, temperatura, composicion
del medio de cultivo, etc) o de mecanismos genéticos tales
como la induccion o el control transcripcional.

La mayoria de las enterocinas que se han caracterizado
hasta la fecha pertenecen a la clase I (péptidos lantibioticos),
clase Il y sus divisiones (péptidos no modificados, 4-6
KDa) y clase III (péptidos ciclicos), segun el esquema
propuesto por Franz et al [10]. El revelado biologico y la
corrida electroforética en SDS-PAGE permite observar una
banda de aproximadamente 5,6 KDa compatible con el peso
molecular de las enterocinas LS50 A/By B (5, 1 y 5,4 KDa).
La sensibilidad de la técnica empleada no permite resolver

la presencia de bandas con pesos moleculares similares y
en consecuencia afirmar si la banda obtenida es debido a la
actividad de una o ambas enterocinas. Como se describid
anteriormente, la amplificacion genética revelo la presencia
de los genes estructurales implicados en la codificacion de
las enterocinas citadas. La expresion conjunta de genes
de enterocinas es en la actualidad un tema de estudio en
desarrollo y hasta el momento controvertido.

Conclusiones

En la actualidad es de interés el uso de enterococos en la
industria alimenticia, dado que las bacteriocinas producidas
por este grupo bacteriano son moléculas estables, inocuas
y con actividad antimicrobiana contra microorganismos
patégenos y/o contaminantes de alimentos. En el caso
particular de este estudio se selecciond la cepa de E. faecium
Tw6 debido a que exhibid la mas alta actividad antilisteria
de las 27 cepas estudiadas.

La resistencia a altas temperaturas, la estabilidad en un
amplio rango de pH y la prolongada persistencia de la
actividad a bajas temperaturas, convierten al principio activo
sintetizado por la cepa de E. faecium Tw6, en un aditivo
posible de ser utilizado como biopreservante de alimentos,
ain en aquellos que deban ser sometidos a tratamientos
térmicos o exhiban pH extremos.

La inclusion de la cepa como fermento adjunto en la
elaboracion de productos lacteos o para la inhibicion del
desarrollo de microorganismos patdogenos o contaminantes
de alimentos es un tema controvertido. La ausencia de
factores de virulencia aumenta su seguridad alimentaria pero
no garantiza su estabilidad en el tiempo, siendo necesario
realizar controles periodicos debido a la tendencia del
género a la transmision horizontal de elementos genéticos
compatibles con factores de patogenicidad.

La deteccion por medio de la técnica de PCR de todos
los genes estructurales ensayados, permite especular que
se pueda aumentar la capacidad inhibitoria de la cepa
estudiada mediante la sintesis de enterocinas en respuesta
a la variacion de distintas condiciones fisicas o quimicas.
Sin embargo, la expresion genética de los genes vinculados
con bacteriocinas constituye un complejo mecanismo de
regulacion donde debemos considerar no sélo la sintesis,
sino también la maduracion de los prepéptidos, el transporte
y el desarrollo de sistemas de inmunidad.
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