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Resumen

Se evalud la capacidad inhibitoria de tres sustancias
antibacterianas producidas por bacterias lacticas fren-
te a Listeria monocytogenes Lsa 4/00 en medio de cul-
tivo y en salmén ahumado en frio envasado bajo vacio
y almacenado a 3.5 + 0.5°C durante 20 dias. Cuando se
ensayé el efecto de lactocina 705 producida por
Lactobacillus curvatus CRL705, nisina (Nisaplin™) y la
sustancia tipo bacteriocina  producida  por
Carnobacterium piscicola L 103 en forma individual, en
medio TSB a 25°C durante 72 h, se observé una cinéti-
ca bactericida con lactocina 705 y nisina. El efecto de la
primera fue significativamente menor que el de la nisi-
na, mientras que ésta permitié un re-crecimiento de
Listeria luego de las 48 hs de incubacion.

La estrategia mas eficiente fue la combinacion
de las tres bacteriocinas produciendo una disminucion
de los viables a <10 células/ml. La aplicacion de las bac-
teriocinas en forma de spray a trozos de salmén mos-
tré6 un efecto bacteriostatico impidiendo el crecimien-
to de L. monocytogenes hasta los 15 dias de almace-
namiento. El uso de una combinacién de bacteriocinas
podria ser un mecanismo efectivo para reducir la pre-
sencia de L. monocytogenes en alimentos como sal-
moén ahumado en frio, limitando ademas la presencia
de células resistentes a las bacteriocinas.

Palabras claves: bacterias lacticas, cultivos bioprotecto-
res, bacteriocinas, salmon ahumado.

Introduccion

El consumo de alimentos contaminados con Listeria
monocytogenes constituye un elevado riesgo sanitario
debido principalmente a su gran capacidad para crecer
en condiciones ambientales desfavorables. Los nume-
rosos brotes de listeriosis causados por este patégeno
estuvieron relacionados al consumo de diversos tipos
de alimentos, como productos lacteos y carneos, asi
como pescados, frutos de mar y vegetales (6, 12, 23). El
control de L. monocytogenes en alimentos resulta difi-
cil debido a su habilidad para crecer a temperaturas de
refrigeracion y su tolerancia a bajos pH y elevados
niveles de NaCl y NazNOs que resultan inhibitorios
para otros patdgenos alimentarios. La presencia de L.
monocytogenes en salmén ahumado en frio asi como
en plantas procesadoras de salmén se encuentra bien
documentada en la bibliografia (5, 7, 10).

La elevada incidencia de este patégeno ali-
mentario en pescados y frutos de mar sustenta la
investigacion de barreras adicionales para suplemen-
tar las practicas tradicionales de control. El hecho que
las bacterias lacticas (BL) han sido aisladas como micro-
biota predominante en salmén ahumado sugiere que
las mismas serian capaces de crecer en presencia de la
baja cantidad de carbohidratos disponibles y modera-
da concentracion de sal.

Carnobacterium piscicola fue aislado con fre-
cuencia como la especie dominante de este nicho eco-
I6gico (20, 22). Numerosos estudios avalan el rol de las
BL en la inhibicion de contaminantes y patégenos
mediante la produccién de metabolitos antimicrobia-
nos como acido lactico, peréxido de hidrégeno y bac-
teriocinas. La produccion de estos péptidos con carac-
ter inhibitorio fue detectada en todos los géneros de
BL y han sido estudiadas durante los ultimos 20 afos,
constituyendo un fenotipo extensamente presente en
este grupo bacteriano (2, 14, 15). En este sentido cepas
del género Carnobacterium han mostrado capacidad
para producir bacteriocinas con actividad frente a L.
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monocytogenes (4, 13, 21, 25). Las cepas de C. diver-
gens V1 y C. piscicola V41 mostraron ser capaces de
crecer y producir bacteriocinas en sistemas simulados
de pescado ahumado almacenados a 4° y 8°C, produ-
ciendo un efecto bactericida y bacteriostatico, respec-
tivamente, a las dos temperaturas ensayadas. Ademas
el uso de estas cepas como cultivos protectores, asi
como de las bacteriocinas producidas, no produjeron
efectos adversos sobre la calidad sensorial del produc-
to (4). Uno de los problemas de la aplicacion de bacte-
riocinas para inhibir el crecimiento de L. monocytoge-
nes es la aparicion de fenotipos resistentes entre las
células sensibles, tanto en medios de cultivo como en
matrices alimentarias. Este fenomeno fue observado
con nisina (8) y pediocina y carnocina (11, 16). Como
estrategia para minimizar la ocurrencia de células
resistentes, se propuso el uso de una combinacién de
bacteriocinas con modo de accion diferente. Los ensa-
yos realizados usando la combinacién de tres bacterio-
cinas, lactocina 705, enterocina CRL35 y nisina mostra-
ron la total inhibicion de Listeria en medio de cultivo
asi como en un sistema carneo cuando se comparé con
los efectos individuales de las bacteriocinas (24). Otro
ejemplo lo constituye el empleo de curvaticina 13 y
nisina, cuya combinacién mostré un mayor efecto inhi-
bitorio que el uso de ambas bacteriocinas separada-
mente (1). La presencia de una mezcla con mas de un
péptido antimicrobiano tendra efecto bactericida para
un mayor numero de células en una poblacion sensible,
ya que células resistentes a una bacteriocina podran
ser inhibidas por la otra. La efectividad del uso de dife-
rentes bacteriocinas podria depender del tipo o clase
al que pertenecen, las que varian sustancialmente en
la naturaleza y secuencia aminoacidica (24).

En la industria procesadora de salmén L.
monocytogenes constituye un significativo problema a
nivel mundial, con una incidencia particularmente ele-
vada en salmoén ahumado en frio (17). Por esta razon
el objetivo de este estudio es la evaluacion de la acti-
vidad antagonista de la combinacion de tres bacterio-
cinas producidas por BL frente a L. monocytogenes in
vitro y en salmén ahumado en frio envasado bajo
vacio.

Materiales y métodos

Microorganismos y condiciones de cultivo
Carnobacterium piscicola L 103 aislado de salmén ahu-
mado (20) y Lactobacillus curvatus CRL705 aislado de
embutidos fermentados y perteneciente al Cepario de
CERELA fueron usados como organismos productores
de una sustancia tipo bacteriocina (STB) y lactocina
705, respectivamente. Las BL fueron mantenidas y con-
servadas en caldo D-MRS (18) y MRS a 4°C. Listeria
monocytogenes Lsa 4/00 también aislada de salmén
ahumado (Instituto de Ciencia y Tecnologia de los
Alimentos, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
Austral de Chile, Valdivia) fue cultivada a 30°C usando
medio TSB (tripticase soya broth).

Obtencion de las bacteriocinas

Los extractos crudos de la sustancia tipo bacteriocina
(STB) producida por C. piscicola L 103 y lactocina 705
producida por L. curvatus CRL 705 fueron obtenidos en
caldo D-MRS (25°C, 27 hs) y MRS (30°C, 18h) respecti-
vamente. Los sobrenadantes libres de células se obtu-

vieron por centrifugacion (7.700 x g a 4°C), se ajusto el
pH a 6.5 con 1M NaOH vy se esterilizé por filtracion
(Millipore 0.22 pm). La actividad antibacteriana de los
extractos obtenidos fue determinada mediante ensa-
yos de difusién en agar, sembrando diluciones seriadas
en un césped inoculado con la cepa indicadora L.
monocytogenes Lsa 4/00 (1.0 x 105 UFC/ml). Nisina fue
preparada en una concentracion de 1.0 x 104 Ul/ml a
partir de un stock conteniendo 1,0 x 108 Ul/g
(NisaplinTM, donada por Danisco, Argentina).

Ensayos de inhibicion en medio de cultivo

Con el objeto de obtener actividades antimicrobianas
equivalentes se inocularon matraces de 25 ml con cada
una de las bacteriocinas obtenidas en forma separada
y una mezcla de las tres (STB, lactocina 705 y nisina).
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Las actividades finales de las bacteriocinas en TSB fue-
ron de 100 UA/ml para STB, 200 UA/ml para lactocina
705y 100 UA/ml para nisina. La actividad de la combi-
naciéon de las tres bacteriocinas fue de 200 UA/ml.
Todos los matraces fueron luego inoculados con L.
monocytogenes Lsa 4/00 para obtener una concentra-
cién celular final de 1.0 x 106 UFC/ml. Finalmente fue-
ron incubados a 25°C durante 72h determinandose los
viables de Listeria a tiempo cero, 1h, 24h y 72h. Cada
tratamiento se realizé por triplicado y el ensayo se
repitié dos veces.

Inoculacion de salmoén

Se usaron trozos de 3.0 x 3.0 cm obtenidos a partir de
filetes sin espinas y sin piel de salméon ahumado en
frio. Los mismos fueron inoculados en condiciones de
esterilidad y en forma de spray (usando en cada caso
un volumen aproximado de 65 |/cm?2) con un cultivo de
18h de L. monocytogenes Lsa 4/00 para obtener una
concentracion final en cada cara del trozo de salmén
de 1.0 x 105 UFC/cm2. Este procedimiento se repitié con
cada una de las bacteriocinas y con la mezcla. Los tro-
zos se envasaron en bolsas Cryovac, tipo BL-4 termo-
contraibles, con una permeabilidad de 20-40 cm3 m-2/24h,
1 atm, utilizando una envasadora MINIVAC 300. E |
almacenamiento se realizé a 3.5 + 0.5°C durante 20
dias. Los recuentos de L. monocytogenes se realizaron
en agar OXA (Oxoid) homogenizando el trozo com-
pleto de salmén (aprox 10 g) con 90 ml de diluyente
buffer fosfato y se tomaron muestras a tiempo cero y
cada cinco dias. Cada tratamiento se hizo por triplica-
do y el experimento completo se repitié dos veces.

Analisis estadistico
El analisis de los resultados se realizé usando el pro-
grama estadistico Statgraphics 2.0.

Resultados y discusion

La Figura 1 muestra el efecto de las tres bacteriocinas
aplicadas en forma individual asi como la mezcla de las
tres (lactocina, nisina y STB) sobre el crecimiento de L.
monocytogenes Lsa 4/00 en medio TSB incubado a a
25°C durante 72h. Lactocina 705, nisina y la combina-
cién de las tres bacteriocinas mostraron un inmediato
efecto bactericida al tiempo cero sobre Listeria con la
disminucién de mas de 2 ciclos log. Luego de la adi-
cioén, nisina y lactocina 705 provocaron un efecto bac-

tericida sobre Listeria, siendo nisina mucho mas efecti-
vo que lactocina 705 con una disminucion de viables de
2.6 ciclos log y 1 ciclo log a las 48h, respectivamente. Si
bien la combinacion de las tres bacteriocinas y la adi-
cion de nisina fueron las Unicas estrategias que mos-
traron una drastica reduccion en el crecimiento de L.
monocytogenes, la mezcla de bacteriocinas produjo
una inhibicion celular casi total, alcanzando una
recuento final de <10 células/ml a las 72h. Por el con-
trario nisina provoco un re-crecimiento de Listeria des-
pués de las 48h. Cuando se usé la sustancia tipo bacte-
riocina (STB) producida por C. piscicola no se observé
inhibicion, presentando el patdgeno el mismo perfil de
desarrollo que el control sin bacteriocina. El fenémeno
de re-crecimiento de Listeria luego de las 48h también
fue observado cuando se ensayo la adicion de nisina,
lactocina 705 y enterocina CRL35 frente diferentes
cepas de L. monocytogenes y L. innocua en medio TSB
a 30°C (24). La cinética de inhibicion con disminuciéon
de viables a las 24h seguido de un re-crecimiento de
los sobrevivientes al final de la incubacién se produjo
con las bacteriocinas adicionadas individualmente,
mientras que en presencia de la combinacién de las
tres sustancias antimicrobianas se producia la inmedia-
ta inhibicién de las cepas indicadoras ensayadas. Estos
resultados podrian sugerir la aparicion de células resis-
tentes en la poblacion, efecto que se encuentra docu-
mentado en la bibliografia (3, 19). La incapacidad de la
sustancia tipo bacteriocina producida por C. piscicola
para inhibir L. monoctyogenes observada en este estu-
dio contrasta con los resultados obtenidos en trabajos
anteriores (21), lo que podria explicarse por la menor
actividad del extracto utilizado en esta experiencia.
Los resultados obtenidos en medio TSB sustentan la
necesidad de usar una mezcla de bacteriocinas para
garantizar la total inhibicion de L. monocytogenes.

En base a estos resultados se uso6 la mezcla de
lactocina 705, nisina y STB para evaluar el efecto inhi-
bitorio sobre L. monocytogenes Lsa 4/00 en trozos de
salmoén ahumado en frio almacenados bajo vacio a 3.5
+ 0.5°C durante 20 dias. El crecimiento de Listeria sin
adicion de bacteriocinas mostré una marcada fase lag
de cinco dias, aumentando luego su poblacién en 3.5
ciclos log a los 20 dias de almacenamiento (Figura 2).
Estos valores concuerdan con los informados por otros
investigadores (9) para el crecimiento de L. monocyto-
genes en salmén ahumado conservado a 10°C, aunque
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Figura 1 - Efecto de lactocina 705, nisina y STB producida por C. piscicola sobre Listeria monocytogenes
inoculada en caldo TS8 e incubada a 25 °C durante 72h
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Figura 2 - Efecto de la combinacion de lactocina 705, nisina y STB producida por C. piscicola sobre
Listeria monocytogenes inoculada en salmén ahumado en frio almacenado a 4°C durante 20 dias.
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en este caso no se observé demora
inicial en el crecimiento, probable-
mente por la mayor temperatura
usada en el ensayo. En presencia
de las sustancias antimicrobianas,
Listeria también experimenté una
demora inicial en el crecimiento
hasta los cinco dias, mostrando un
efecto bacteriostatico hasta los 15
dias de almacenamiento, luego de
lo cual incrementd su poblacién
hasta 6.25 UFC/ml a los 20 dias. El
efecto bacteriostatico observado
en salmoén usando la combinaciéon
de bacteriocinas, a diferencia de la
cinética bactericida observada en
medio TSB, podria explicarse por la
interferencia en la matriz alimen-
taria de compuestos tales como
grasa o enzimas proteoliticas,
junto a la baja temperatura de
almacenamiento usada en el ensa-
yo, cuya presencia disminuiria la actividad inhibitoria
de las bacteriocinas. Por otra parte la actividad de la
mezcla de sustancias antibacterianas (200 UA/ml)
podria haber sido insuficiente para la inhibicién de L.
monocytogenes en la concentracion usada en este
estudio. Por el contrario, estudios realizados aplicando
carnobacteriocina semi-purificada (producida por C.
piscicola) en un sistema de salmén ahumado en frio
mostraron un pronunciado efecto bactericida de L.
monocytogenes a 5°C (13). En este caso ademas de la
mayor temperatura del ensayo se usd un sistema de
jugo de salmoén probablemente mas libre de factores
que puedan afectar adversamente la actividad de las
bacteriocinas.

Conclusiones
Si bien las disminuciones observadas en la poblaciéon
de L. monocytogenes en presencia de las bacteriocinas

son pequenas (efecto bacteriosta-
tico) y considerando que se parte
de materias primas de buena cali-
dad higiénica, el efecto resulta
altamente significativo. El uso de
bacteriocinas producidas por bac-
terias lacticas constituye una valio-
sa herramienta para extender la
vida util de los alimentos y no
debe ser utilizado como unico fac-
tor de seguridad sino como un
complemento en la secuencia de
barreras existente en el alimento.
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