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Aislamiento de una cepa de Enterococcus mundtii
bacteriocinogénico proveniente de Hemiodema
spectabilis (pepino de mar)

Isolation of bacteriocinogenic Enterococcus mundtii strain from Hemiodema
spectabilis (sea cucumber)
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RESUMEN

En este estudio se evalu6 la actividad antibacteriana de una cepa de Enterococcus
mundtii tw278 productora de bacteriocina aislada del contenido intestinal de Hemiodema
spectabilis (pepino de mar), recolectado en la costa patagdnica de la Argentina. La cepa
se identific6 mediante pruebas bioquimicas y analisis filogenético del gen ARNr 16S.
Ademas, se detectd el gen estructural que codifica para la mundticina KS mediante
técnicas de PCR. La investigacion de los factores de virulencia revel6 que la cepa de E.
mundtii tw278 no presentd actividad gelatinasa ni hemolitica y fue susceptible a todos
los antibidticos analizados, excepto la cefalotina. La maxima actividad inhibitoria se logrd
al final de la fase logaritmica cuando se utiliz6 el caldo MRS como medio de cultivo
a 35 °C. Luego de 12 h de incubacidn, el sobrenadante libre de células (SLC) alcanzé un
titulo de 163 840 unidades arbitrarias por mililitro contra la cepa indicadora de Listeria
innocua ATCC 33090. El SLC exhibié actividad contra todas las cepas de Listeria ensa-
yadas, Enterococcus faecalis ATCC 29212, enterococos resistentes a vancomicina (Van
A, Van By Van C), Lactobacillus plantarum TwLb 5 y Vibrio anguilarum V10. Este seria
el primer estudio que informa el aislamiento de una cepa bacteriocinogénica de E. mundtii
aislada del contenido intestinal de Hemiodema spectabilis.
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This study was conducted to evaluate the antibacterial activity of a bacteriocin-
producing Enterococcus mundtii tw278 strain isolated from the intestinal content of
Hemiodema spectabilis (sea cucumber) sampled in the Patagonian coast of Argentine.
The strain was identified by biochemical tests and 16S rRNA gene phylogenetic analyses.
The structural gene that codifies mundticin KS was detected by PCR. Investigation of
virulence factors revealed that E. mundtii tw278 did not display gelatinase or hemolytic
activity and was susceptible to all antibiotics assayed, except cefalotin. Maximum
inhibitory activity was achieved at the end of logarithmic phase when MRS broth was
used as culture media at 35 °C. After 12 h of incubation, cell-free supernatant (CFS)
reached a titre of 163 840 arbitrary units per mililitre against the target bacteria Listeria
innocua ATCC 33090. CFS showed activity against all the Listeria strains assayed,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, vancomycin-resistant enterococci (Van A, Van B
and Van C), Lactobacillus plantarum TwLb 5 and Vibrio anguilarum V10. This would be
the first study to report the isolation of a bacteriocinogenic E. mundtii strain from intes-

tinal content of Hemiodema spectabilis.
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INTRODUCCION

Los enterococos pertenecen al grupo de
bacterias acido lacticas (BAL). Son
microorganismos ubicuos, y constituyen una
gran proporcion de la microflora autoctona
que se encuentra en el tracto gastrointestinal
de humanos y de una variedad de animales
de granja y silvestres, asi como en alimentos
como la carne, leche y quesos (Laukova y
Czikkova, 2001; Belgacemet al., 2010). Pue-
den prolongar la vida ttil de alimentos fer-
mentados como resultado de la produccion
de agentes antimicrobianos, sintetizar com-
puestos que influyen en el sabor y contribuir
a la promocion de la salud como cultivos
probidticos (Gaggia et al., 2010). Sin embar-
g0, algunas especies estan asociadas e iden-
tificadas como agentes etioldgicos de enfer-
medades intrahospitalarias, causando una alta
incidencia de endocarditis, infecciones de las
vias urinarias y en recién nacidos (Vu y
Carvalho, 2011). A pesar de estos rasgos ne-
gativos, en los ultimos afios ha cobrado rele-
vancia el género Enterococcus, debido a que
se caracteriza por una alta produccion de
bacteriocinas, conocidas en forma general
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como enterocinas. Las bacteriocinas son
péptidos antimicrobianos catidnicos, de sin-
tesis ribosomal, usualmente efectivos contra
microorganismos filogenéticamente relacio-
nados y, ademas, contra bacterias Gram po-
sitivas patogenas y/o que deterioran alimen-
tos (Balciunas ef al., 2013).

La eficacia de las enterocinas contra
cepas patogenas como Listeria sp,
Staphylococcus sp y Clostridium sp, entre
otras, esta bien documentada en varios siste-
mas alimentarios (Laukova y Czikkova, 2001;
Vera Pingitore et al., 2012); sin embargo, se
dispone de poca informacion sobre el papel
de las bacteriocinas en el tracto
gastrointestinal. Se supone que la produccion
de bacteriocina es un mecanismo de defensa
bacteriano, que proporciona a la cepa pro-
ductora una ventaja competitiva contra
microorganismos no productores y sensibles
a la bacteriocina en el mismo nicho (Chen y
Hoover, 2003).

La mayor parte de los estudios sobre la

produccion, caracterizacion, purificacion y
aplicacion de las enterocinas se han llevado
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a cabo en cepas aisladas de humanos, ani-
males de criay alimentos (Zendo et al., 2005;
Belgacem et al., 2010; Ozdemir et al., 2011).
En los ultimos afios son numerosos los traba-
jos que reportan especies del género
Enterococcus productores de enterocinas
aislados de visceras de peces, tanto de agua
dulce como salada (Migaw et al., 2013;
Aratjo et al., 2015; Ghomrassi et al., 2016).
En comparacion con otras especies de
enterococos, el papel de las bacteriocinas
producidas por Enterococcus mundtii ape-
nas se ha estudiado en sistemas alimentarios,
habiéndose determinado su eficacia en bro-
tes de soja (Bennik et al., 1999), queso fres-
co Minas (Vera Pingitore et al., 2012) y sal-
moén ahumado envasado al vacio (Bigwood
etal., 2012).

En este estudio se evaltia la presencia
de genes estructurales de enterocinas, los
factores de virulencia mediante pruebas
fenotipicas y la influencia del medio de culti-
vo, la temperatura y la fase de crecimiento
sobre la produccion de bacteriocina de la cepa
E. mundtii tw278. Esta BAL se aislo del con-
tenido intestinal de pepino de mar
(Hemiodema spectabilis) y se selecciono
sobre la base de su actividad anti-Listeria.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo

La cepa de E. mundtii tw278 fue origi-
nalmente aislada a partir del contenido intes-
tinal de Hemiodema spectabilis (pepino de
mar) proveniente de la costa noreste de la
provincia del Chubut (Playa Union - Argenti-
na). Para este estudio se obtuvo de la colec-
cion perteneciente al Laboratorio de
Biotecnologia Bacteriana (Facultad de Cien-
cias Naturales y Ciencias de la Salud, Uni-
versidad Nacional de la Patagonia, Argenti-
na). Se reactivo con sucesivos cultivos en
caldo y agar de Man, Rogosa y Sharp (MRS,
Biokar, Francia) y se conservo en Tripticasa
Soja (TS) (Britania, Argentina) suplementa-
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da con glicerol al 10% a -30 °C. La identifi-
cacion fenotipica se realizé en un trabajo pre-
vio (Parada et al., 2017), utilizando pruebas
bioquimicas y fermentacion de azlcares.

Determinacion de Factores de Virulencia

Actividad de la gelatinasa

Se realiz6 en agar TS suplementado con
0.8% (m/v) de gelatina. La placa se incubo
durante 48 h a 37 °C y se reveld con una
solucion de acido tricloroacético al 20% (v/v).
Las zonas claras alrededor de la cepa se con-
sideraron como positivas.

Actividad hemolitica

La produccion de hemolisinas se eva-
lud en agar cerebro-corazon (Biokar, Fran-
cia) suplementado con sangre desfibrinada
de conejo al 5%, luego de una incubacion a
37 °C durante 48 h. Los resultados se inter-
pretaron como positivos cuando se observo
un halo de hemolisis completo alrededor de
la colonia (B-hemolisis).

Produccion de exopolisacaridos

La produccion de exopolisacaridos
(EPS) de la cepa se evalud de manera cuali-
tativa en agar cerebro-corazon adicionado con
sacarosa 50 g/l y 0.8 g/l de rojo Congo. La
placa se incubd a 37 °C durante 24 h y el
resultado se interpreté como positivo cuando
se observaron colonias de color negro.

Sensibilidad a antibioticos

Las susceptibilidades antibioticas se
evaluaron mediante la prueba de difusion en
disco en agar Mueller-Hinton (Britania, Ar-
gentina) por el método de Kirby-Bauer
(Bauer et al., 1966). Los discos de sensibili-
dad a los antibiodticos (Laboratorios Britania,
Argentina) fueron: ampicilina (10 pg), amoxicilina/
clavulanico (20/10 pg), cefalotina (30 pg)
eritromicina (15 pg), rifampicina (5 pg),
trimetoprima/sulfametoxazol (1.25/23.75 ug) y
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vancomicina (30 pg). Las placas se incuba-
ron a 37 °C durante 24 h. Las cepas
Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923 se uti-
lizaron como microorganismos de control de
calidad. Luego de la incubacion se midieron
los diametros de los halos de inhibicion de
crecimiento, y los antibiogramas se interpre-
taron como sensible (S), intermedio (I) o re-
sistente (R), de acuerdo a las recomenda-
ciones del CLSI (2011).

Actividad Inhibitoria del Sobrenadante

La actividad antibacteriana se determi-
no luego de cultivar la cepa en caldo MRS a
30 °C durante 18-20 h. Luego del periodo de
incubacion, el cultivo se centrifugd a 8000 g
a 4 °C durante 5 min. El sobrenadante libre
de células (SLC) se ajusté a pH 6.5-7 con
NaOH 0.5 M (Anedra, Argentina) y se so-
meti6 a un calentamiento de 100 °C durante
5 min. Posteriormente, el SLC se filtr6 utili-
zando membranas Sartorius de 0.22 um de
diametro de poro (Sartorius, Alemania) y se
almaceno a -30 °C hasta la realizacion de los
ensayos. La determinacion de la actividad del
SLC contra Listeria innocua ATCC 33090
se realizo por el método de difusion en placa,
segun lo descrito por Vallejo et al. (2014).
En la evaluacion del espectro de inhibicion
de la cepa E. mundtii tw278, seleccionada
sobre la base de su actividad anti-Listeria, se
utilizaron los microorganismos indicadores en
las condiciones de crecimiento mencionadas
en el Cuadro 1.

Identificacion Molecular

La cepa de E. mundtii tw278 se incubd
en caldo MRS a 35 °C durante 18 h. Poste-
riormente, el cultivo se centrifugé a 12 000 g
a4 °C durante 5 min y el ADN gendmico se
extrajo utilizando el kit comercial de purifi-
cacion Wizard Genomics (Promega, EEUU),
siguiendo las instrucciones del fabricante.
Mediante la reaccion de PCR se amplifico el
gen que codifica ARNr 16S utilizando un
termociclador Multigene Gradient (Labnet
International Inc., EEUU), usando los
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cebadores universales para procariotas 27f
(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3") y
1492r (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’),
segun lo describe DeLong (1992). Ambas
hebras de los productos de PCR se
secuenciaron utilizando los servicios comer-
ciales de Macrogen Inc (Seul, Corea). Las
secuencias obtenidas se compararon con las
depositadas en la base de datos del NCBI
utilizando el programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (Altschul et al.,
1990). La secuencia del gen ARNr 16S de la
cepa seleccionada designada como E.
mundtii tw278 (1271 pb) se depositd en la
base de datos del GenBank bajo el nimero
de acceso KY689401.

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 se
presentan en el Cuadro 2. Los productos de
amplificacion se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa (1.5%) a
70 v durante 1 h en buffer TAE (tris-acetato-
EDTA) y se revelaron en bromuro de etidio

(1 ug/mi).

Influencia del Medio de Cultivo y Tem-
peratura en la Produccion de Enterocinas

Con el proposito de evaluar la actividad
inhibitoria en diferentes medios comerciales
se utilizaron los caldos MRS, M17 (Biokar,
Francia), cerebro-corazon (Biokar, Francia)
y TS. Todos los caldos se incubaron a 10, 15,
25, 30, 35,40 y 45 °C durante 24-48 hy la
actividad antimicrobiana se evalu6 segun lo
descrito anteriormente utilizando L. innocua
ATCC 33090.

Curva de Crecimiento vs Actividad Anti-
Listeria

Se determino la curva de crecimiento y
la actividad de la bacteriocina producida en
las condiciones 6ptimas determinadas en los
ensayos anteriormente descritos, durante 24 h.
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Cuadro 1. Actividad antimicrobiana de la cepa E. mundtii tw278

. . Actividad
o Medio de cultivo - -
Cepas indicadoras y temperatura antlmlcr?blana
E. mundtii tw278

Listeria innocua tw 67 TS, 30 °C +++

L. innocua ATCC 33090 TS, 30 °C ++

L. monocytogenes ATCC 7644 TS, 35°C +++

L. monocytogenes 1908* TS, 35°C +++

L. monocytogenes 1915* TS, 35°C +++

L. monocytogenes 1599* TS, 35°C +++
Enterococcus faecalis ATCC 29212 MRS, 37 °C ++
Enterococcus Van A MRS, 37 °C ++
Enterococcus Van B MRS, 37 °C ++
Enterococcus Van C MRS, 37 °C ++

E. casseliflavus MRS, 37 °C +++
Lactococcus lactis ATCC 11454 MRS, 30 °C -

Lc. garvieae 03/8460° MRS, 30 °C -

Lc. garvieae 03/8702° MRS, 30 °C -

Lc. piscium 23.3.92° MRS, 30 °C -
Streptococcus iniae MT 2376° MRS, 37 °C -
Lactobacillus plantarum TwLb 5 MRS, 30 °C ++
Staphylococcus aureus ATCC 25923 TS, 35°C -
Micrococcus luteus ATCC 15307 TS, 30 °C -
Escherichia coli ATCC 25922 TS, 35°C -

E. coli ATCC 35218 TS, 35°C -
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 TS, 30 °C -
Yersinia ruckerii 02/1607/C® TS, 25°C -
Vibrio anguilarum V10P TS, 25°C ++

Halo de inhibicién: +, >10 mm; ++, >15 mm; +++, >20 mm
@ Cepas provistas por el Lic. Ledesma (Fac. de Cs. Naturales y Cs. de la Salud, Universidad Nacional de
la Patagonia San Juan Bosco. ® Cepas provistas por el Dr. Fernandez-Garayzabal (Escuela de Medicina

Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid)

Se tomaron muestras en forma aséptica cada
2 h para determinar su actividad
antimicrobiana y densidad dptica (DO) a 600
nm en un espectrofotometro Jenway 6400.
La actividad se definié como la reciproca de
la dilucion mas alta que exhibi6 inhibicion com-
pleta contra L. innocua ATCC 33090 y se
expreso en unidades arbitrarias (AU) por
mililitro de SLC.
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RESULTADOS

Los factores de virulencia evaluados
mediante pruebas bioquimicas demostraron
que la cepa de E. mundtii tw278 no presenta
actividad de gelatinasa ni hemolitica; sin em-
bargo, se detectd de manera cualitativa la
produccion de exopolisacaridos (EPS). La
cepa present0 resistencia a cefalotina (30 pg),
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Cuadro 2. Cebadores especificos para la deteccion de los genes estructurales de enterocinas

mediante PCR

Enterocinas Secuencia (5- 3")

Fragmento Referencia

(pb)
A entA : GGTACCACTCATAGTGGAAA 138 De Vuyst et
entA r: CCCTGGAATTGCTCCACCTAA al., 2003
B entB f: CAAAATGTAAAAGAATTAAGTACG 201
entB r: AGAGTATACATTTGCTAACCC
P entP f: GCTACGCGTTCATATGGTAAT 87
entP r: TCCTGCAATATTCTCTTTAGC
LB50A entL50A f: ATGGGAGCAATCGCAAAATTA 274
entL50A r: TTTGTTAATTGCCCATCCTTC
LB50B entL50B f: ATGGGAGCAATCGCAAAATTA 274
entL50B r: TAGCCATTTTTCAATTTGATC
91 ent 96 f: GTGGAGAGGACGAAAGGAGA 291  Henning et
ent 96 r: TTGATTAGTGGAGAGGACGGATTA al., 2015
31 bact 31 f: CCTACGTATTACGGAAATGGT 130  Ozdemir et
bact 31 r: GCCATGTTGTACCCAACCATT al., 2011
1071 A/B  Ent 1071 : GGGGAGAGTCGGTTTTTAG 273  Martin et al.,
Ent 1071 r: ATCATATGCGGGTTGTAGCC 2006
EntQ entQ f: ATGAATTTTCTTCTTAAAAATGGTATCGCA 105  Belgacem et
ent Q r: TTAACAAGAAATTTTTTCCCATGGCAA al., 2010
KS mun KS f: TGAGAGAAGGTTTAAGTTTTGAAGAA 379  Zendoetal.,
mun KS r: TCCACTGAAATCCATGAATGA 2005

mientras que resultd sensible al resto de los
antibioticos ensayados.

La identificacion bioquimica se confir-
moé mediante el secuenciamiento del gen
ARNTr 16S y posterior comparacion con las
secuencias existentes en la base de datos del
GenBank. La cepa estudiada exhibié un 100%
de homologia con E. mundtii DSM 4838.

La actividad antimicrobiana se evalud
contra microorganismos Gram positivos y
negativos, mediante el método de difusion en
placa (Cuadro 1). Los resultados demuestran
que la cepa presenta actividad contra el gé-
nero Listeria y otras BAL, y dentro del gru-
po de bacterias Gram negativas ensayadas
solo se detectd inhibicion contra Vibrio
anguilarum.
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Mediante la técnica de PCR se evalud
la presencia de genes estructurales conoci-
dos de enterocinas de la clase II: subclase
II.1 «familia de las pediocinas» (enterocina
A, P, bact 31, mun KS), subclase I1.2 «sin
péptido sefial» (enterocina Q, L5S0A y L50B)
y subclase I1.3 «estructura lineal» (enterocina
B, 96 y 1071 A/B) empleando cebadores es-
pecificos. Solo se obtuvo una amplificacion
con el cebador para la mundticina KS (de
tamarfio compatible con lo esperado). Este
resultado indica que la cepa presenta el gen
mun KS'y expresa la mencionada enterocina
(datos no mostrados).

El efecto de la temperatura sobre la pro-
duccidn de la enterocina se estudi6 en caldo
MRS, M17, TS y BHI en un rango de 10 a
45 °C (datos no mostrados). La mayor acti-
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Figural. Curva de crecimiento (®) expresada en DO relativa y actividad antimicrobiana (A)
de E. mundtii Tw278 en funcion de tiempo

vidad anti-Listeria se observo en los SLC pro-
venientes de caldo MRS en el rango de tem-
peratura 10-40 °C, obteniéndose un maximo
a 35 °C; mientras que a 45 °C se produjo un
descenso de la actividad inhibitoria. Resulta-
dos similares se obtuvieron con el caldo BHI,
aunque siempre la actividad resulté inferior
si se la compara con el medio MRS. Por otra
parte, los medios M17 y TS resultaron poco
adecuados para la produccion de enterocina
por parte de la cepa E. mundtii tw278.

La Figura 1 muestra la curva de creci-
miento, expresada en DO relativa y el perfil
de produccion de enterocina en caldo MRS a
35 °C durante 24 h (condiciones optimas). La
produccion comienza a partir de las 2 h de
incubacion, obteniéndose la maxima activi-
dad (163 840 UA/ml) en el final de la fase
exponencial y permaneciendo constante du-
rante toda la fase estacionaria.
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DISCcUSION

Los enterococos constituyen una frac-
cion importante de la microbiota intestinal
autdctona de los mamiferos y otros anima-
les. Una vez liberados al ambiente junto con
las excretas, son capaces de colonizar diver-
sos nichos ecoldgicos gracias a su capacidad
para sobrevivir a las condiciones ambienta-
les desfavorables y crecer en ambientes hos-
tiles (Byappanahalli et al., 2012). Estudios
previos sugerian que este género microbiano
no estaba usualmente asociado con ambien-
tes acudticos; sin embargo, su presencia es
comun en animales, tanto vertebrados como
invertebrados marinos (Gémez-Sala et al.,
2015).

Las BAL se consideran microor-

ganismos totalmente inocuos para su incor-
poracion en los alimentos. No obstante, el

1487



M. Vallejo et al.

estatus de GRAS (microorganismos recono-
cidos como seguros, por sus siglas en inglés)
no se extiende al género Enterococcus, de-
bido a su caracter de patdogeno oportunista
ocasionando una cantidad considerable de
infecciones nosocomiales adquiridas (Henning
et al., 2015). La expresion de la gelatinasa
(enzima capaz de degradar a la gelatina, ca-
seina y otros péptidos bioactivos) como la
actividad hemolitica, constituyen algunos de
los factores de virulencia importantes desde
el punto de vista clinico a evaluar en el géne-
ro Enterococcus. Se ha demostrado expe-
rimentalmente que la citolisina es una protei-
na que aumenta la patogenicidad en enfer-
medades enterococicas en los modelos ani-
males ensayados (Semedo et al., 2003). La
presenciay expresion de factores de virulen-
cia parece estar intimamente relacionada con
el origen de las cepas (Eaton y Gasson, 2001).
La cepa E. mundtii tw278 evaluada en este
estudio no present6 actividad gelatinasa ni
hemolitica en placa.

La produccion de EPS desempeiia un
factor de interés industrial o un rasgo negati-
vo a evaluar junto con otros factores de viru-
lencia, segln el origen y género de las BAL
productoras. La produccion de EPS juega un
papel clave para la elaboracion de quesos y
yogures. Por otro lado, es importante deter-
minar si la cepa productora exhibe rasgos de
patogenicidad, ya que los EPS estan relacio-
nados con la capacidad de formar biofilm y
la posibilidad de colonizar superficies inertes
utilizadas habitualmente en clinica (Eaton y
Gasson 2001). Segun el resultado obtenido,
seria prematuro clasificar a la cepa de E.
mundtii tw278 como patogena por solo este
rasgo. Se debe estudiar otros factores de
patogenicidad relacionados con la produccion
de EPS, como la sustancia de agregacion,
cuya presencia incrementa considerablemen-
te la adherencia a los tubulos renales, a célu-
las intestinales e internalizacion enterococcica
en los macrofagos (Eaton y Gasson 2001).

Los enterococos se caracterizan por

presentar resistencia intrinseca de grado va-
riable a un gran nimero de antibioticos, pue-
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den adquirir nuevas resistencias con una gran
facilidad y contribuir a la diseminacion fuera
del ambito hospitalario (Vuy Carvalho, 2011).
En este estudio, la susceptibilidad de la cepa
a los antibidticos evaluados, particularmente
vancomicina y ampicilina, resultan de interés
debido a que la resistencia a estos agentes
determina la pérdida de sinergia entre
aminoglucosidos y agentes activos sobre la
pared celular, fundamental para el tratamien-
to de infecciones invasivas causadas por
enterococos. La resistencia a cefalotina no
presenta relevancia desde el punto de vista
clinico, debido a que el género Enterococcus
exhibe una resistencia natural a este
antimicrobiano.

Las bacteriocinas producidas por bac-
terias Gram positivas estan clasificadas en
cuatro clases dependiendo de su tamafio, es-
tructura, propiedades quimicas y fisicas
(Balciunas et al., 2013). En este estudio, solo
se detectd una amplificacion de 380 pb cuan-
do se utilizaron los cebadores especificos para
la deteccidon del gen estructural de la
mundticina KS (Zendo et al., 2005). La men-
cionada enterocina pertenece a la clase II
(subclase I1.1), familia de las pediocinas, con
actividad anti-Listeria, alta estabilidad térmi-
cay sensible a tripsina, segiin Parada et al.
(2017). Si bien se dispone de estudios sobre
enterococos bacteriocinogénicos provenien-
tes de alimentos (Belgacem et al., 2010), son
escasos los estudios en cepas de origen ma-
rino (Migaw et al, 2013; Gomez-Sala et al.,
2015; Ghomrassi et al., 2016), y en el caso
particular de E. mundtii, los reportes indican
que las cepas provienen de nichos diferentes
al marino (Zendo et al., 2005; Bigwood et
al., 2012; Vera Pingitore et al., 2012). Cabe
destacar, que la enterocina producida por esta
cepa no solo fue activa contra cepas de bac-
terias Gram positivas, sino también contra V.
anguilaum, caracteristica inusual para
bacteriocinas de BAL. El medio marino,
especificamente el patagonico, ha demostra-
do un gran potencial como fuente de BAL
productoras de bacteriocinas (Sequeiros et
al, 2010; Schelegueda et al., 2015), con po-
tencial aplicacion en acuicultura y preserva-
cion de alimentos provenientes de la pesca.
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Los resultados obtenidos de produccion
de enterocina en diferentes medios y tempe-
raturas de incubacion son similares a traba-
jos previos en los que se utilizan medios co-
merciales y/o modificados (Settanni et al.,
2008; Todorov y Dicks, 2009). En el presen-
te estudio, la maxima actividad anti-Listeria
se obtuvo cuando se emple6 el caldo MRS.
El cultivo en caldo BHI exhibi6 resultados
comparables con el caldo MRS, mientras que
el M17 y TS resultaron poco eficientes para
la produccion de bacteriocina. Todos estos
medios no selectivos son recomendados para
el crecimiento de enterococos; sin embargo,
la sintesis de la bacteriocina se vio
marcadamente disminuida cuando se utiliza-
ronel M17 y TS.

La sintesis de bacteriocinas depende
principalmente de la fuente de nitrogeno utili-
zada y de carbono (carbohidratos). Este efec-
to se demostr6é modificando la composicion
del caldo MRS en el estudio de Vallejo et al.
(2014) con la cepa de E. mundtii Tw56 ais-
lado del contenido intestinal de pejerrey
(Odontesthes platensis). Tanto el MRS
como el BHI son medios que incluyen en sus
formulaciones polipeptonas, hidrolizados y
extractos de carne, fuentes de nitrégeno que
estimulan la biosintesis de péptidos
antimicrobianos, mientras que el TS y M17
difieren de los anteriores en su cantidad y
composicion proteica. La seleccion de una
adecuada fuente de carbono es importante
para lograr una rapida duplicacion celular y
alcanzar una poblacion suficiente que pueda
sintetizar altos niveles de bacteriocinas
(Settanni et al., 2008; Todorov y Dicks, 2009;
Vallejo et al. 2014). Trabajos previos sobre
la optimizacion de los medios para la produc-
cion de bacteriocinas resultan contradictorios,
toda vez que Aasen et al. (2000) y Todorov y
Dicks (2004) demostraron que la produccion
de bacteriocinas puede lograrse en condicio-
nes suboptimas, pero Settanni et al. (2008)
determinaron que condiciones de estrés y
deficientes concentraciones de factores
nutricionales reducen drasticamente la pro-
duccion de bacteriocinas en cepas de E.
mundtii.
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En general, la produccion de bacterio-
cinas por BAL es un proceso sensible a la
temperatura, por lo que no necesariamente
su sintesis coincide con la temperatura opti-
ma de crecimiento de la cepa (Leroy y De
Vuyst, 1999). Delgado et al. (2005) sugirie-
ron que la produccion de bacteriocina se
mejora cuando los microorganismos son cul-
tivados en condiciones suboptimas de tem-
peratura. No obstante, en el presente estudio
la maxima produccion se obtuvo a 35 °C, co-
incidiendo con Settanni et al. (2008) y Vallejo
et al. (2014). A diferencia de otros
enterococos proveniente de peces (Migaw
et al., 2013), la cepa E. mundtii tw278 no
solo logré crecimiento poblacional cuando se
la incub6 a 10 °C durante 48 h, sino que ade-
mas sintetizo bacteriocina. En consecuencia,
la temperatura de incubacion, la composicion
y modificacion de los medios de cultivos po-
drian influenciar de manera positiva en la
cantidad y actividad de la enterocina sinteti-
zada. Estos parametros, entre otros, debe-
rian ser considerados a futuro con el proposi-
to de optimizar la produccion por parte de la
cepa E. mundtii tw278.

La Figura 1 muestra una fase lag bre-
ve, seguida por una fase logaritmica que al-
canz6 el maximo poblacional a las 12 h de
incubacion. La actividad de la bacteriocina
se detecto a partir de las 2 h de incubacion
(2560 UA/ml) y lleg6 a su maximo a las 12 h
donde alcanzo las 163 840 UA/ml. A dife-
rencia de otros trabajos (Todorov y Dicks,
2009; Vallejo et al., 2014), la actividad per-
maneci6 constante durante toda la fase esta-
cionaria. En este estudio, como en otros
(Migaw et al.,2014; Ghomrassi et al., 2016),
se demostr6 que la produccion de la
bacteriocina mantiene relacion con el aumen-
to de la biomasa; aunque este fenomeno no
siempre esta correlacionado con la concen-
tracion celular o la tasa de crecimiento (Del-
gado et al., 2005). Los resultados de activi-
dad anti-Listeria, expresados en UA/ml, y el
espectro de inhibicion resultan de gran inte-
rés y son comparables a los obtenidos por
otros autores (Settanni et al., 2008; Ghomrassi
etal., 2016).
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CONCLUSIONES

La costa marina patagonica ofrece un
habitat con caracteristicas fisicoquimicas y
biologicas propias que permite el aislamiento
de microorganismos con propiedades fisiolo-
gicas diferentes a las que se aislan tradicio-
nalmente de alimentos o de otros habitats mas
explorados. Este seria el primer estudio que
informa el aislamiento de una cepa
bacteriocinogénica de E. mundtii aislada del
contenido intestinal de Hemiodema
spectabilis. Los altos valores de actividad
anti-Listeria y la produccion a bajas tempe-
raturas hacen factible el potencial uso de la
cepa como bio-preservante en alimentos.
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