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Resumen: Con el propdsito de caracterizar el efecto inhibitorio contra Listeria monocytogenes,
se estudiaron 53 cepas de bacterias dcido lacticas (BAL) aisladas de peces marinos. Sobre la
base de la actividad antilisteria se seleccionaron 5 cepas que posteriormente se identificaron
por secuenciamiento de ARNr 16S. Dos cepas fueron identificadas como Lactococcus lactis
subsp. lactis, dos como Lactococcus lactis subsp. cremoris y la restante como Lactobacillus
sakei. En todos los casos, después de la neutralizacion con NaOH y tratamiento térmico
(100 °C, durante 5 min, 121 °C durante 5 min) el efecto antagonista de los caldos libres de
células se mantuvo activo. La actividad enzimdtica de lisozima, lipasa y catalasa no inhibié
el efecto antimicrobiano. Por el contrario, se observé la supresion completa de la actividad
inhibitoria después del tratamiento con tripsina, confirmando por esta manera la naturaleza
proteica del agente activo. Las caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas de los agentes
antilisteria producidos por las BAL seleccionadas sugieren que la actividad del antagonista
es llevada a cabo por sustancias inhibitorias tipo bacteriocinas (SITB). La estabilidad a los
tratamientos térmicos y la actividad antilisteria exhibidas por las SITB estudiadas, las hace
utiles para el uso en tecnologias de procesamiento de pescados y en la aplicacién para el
control en seguridad alimentaria.
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ANTILISTERIAL ACTIVITY OF LACTIC ACID BACTERIA
ISOLATED FROM MARINE FISH

Abstract: In order to characterize inhibitory effect against Listeria monocytogenes, 53 strains
of lactic acid bacteria (LAB) isolated from marine fish were studied. On the basis of antilisterial
activity, 5 strains were selected and further identified by 16S rRNA sequencing. Two strains
were identified as Lactococcus lactis subsp. lactis, two as Lactococcus lactis subsp. cremoris
and the remaining as Lactobacillus sakei. In all cases, after neutralization with NaOH and
heat treatment (100 °C for 5 min, 121 °C for 5 min) the antagonist effect of the cell-free broth
remained active. The enzimatic activity of lizosime, lipase and catalase did not inhibit the an-
timicrobial effect. On the other hand, complete suppression of inhibitory activity was observed
after treatment with trypsin, confirming by this way the proteinaceous nature of the active
agent. The biochemical and physicochemical characteristics of antilisterial agents produced
by the selected LAB suggest that the antagonist activity is carried out by bacteriocin-like
inhibitory substance (BLIS). The heat treatment stability and antilisterial activity exhibited
by the BLIS studied, makes them useful for applications in fish processing technologies and
food safety control applications.
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INTRODUCCION

Listeria monocytogenes esta ampliamente
distribuida en la naturaleza y es un frecuente
contaminante de alimentos (1, 2). Tiene la capa-
cidad de infectar y reproducirse en el citoplasma
de diversos tipos de células lo que le permite
atravesar las barreras intestinal, meningea y
placentaria (1). Su habilidad para tolerar amplios
rangos de pH, temperatura y concentracion de
sales constituye una propiedad que facilita la
colonizaciéon de una gran variedad de alimentos
como carnes, leche, vegetales, pescados y sus
respectivos derivados (3, 4).

Esta bacteria ha sido la causa del aumento
de enfermedades transmitidas por alimentos,
especialmente en nifios, ancianos y pacientes
inmunocomprometidos. La listeriosis puede
considerarse de baja frecuencia, sin embargo
su tasa de mortalidad es alta, siendo respon-
sable de aproximadamente la tercera parte de
las muertes atribuidas a patogenos de origen
alimentario (5).

En el ambito marino, especialmente en sus
estuarios, tanto como en peces se ha detectado
una alta ocurrencia de miembros del género Lis-
teria (8, 9). Si bien se ha demostrado que la carga
bacteriana de los peces es baja, debe tenerse en
cuenta que las caracteristicas fisiologicas parti-
culares de este patogeno permiten que se adapte
a condiciones poco favorables y en consecuencia
su numero se eleva en forma frecuente después
de la captura y procesos posteriores de mani-
pulacion (6,7). Esta situaciéon crea un problema
adicional debido a que Listeria monocytogenes
no solo puede colonizar el equipamiento utiliza-
do en las plantas de procesamiento de pescado
(8, 9, 10) sino que exhibe una gran resistencia a
los mas severos tratamientos de lavado y desin-
feccion (8). Se ha demostrado que las cepas que
colonizan y persisten bajo estas condiciones son
genéticamente similares (11).

La situacién expuesta sugiere la necesidad
de buscar métodos alternativos que puedan mejo-
rar la eficiencia de los procesos de desinfeccién en
plantas procesadoras de pescado (12, 13). Duran-
te los Gilltimos anos se ha intensificado el estudio
de bacterias acido lacticas (BAL), poniendo espe-
cial interés en la busqueda de cepas productoras
de metabolitos con capacidad antibi6tica (14,
15). Las BAL se utilizan como fermentos en la
industria lactea y es posible aislarlos de diversos
nichos ecologicos y en una gran variedad de ali-
mentos, donde desarrollan un importante papel
conteniendo o limitando la presencia de Listeria
monocytogenes y otros patégenos. La capacidad
inhibitoria de las BAL se basa en la generacion
de productos metabdlicos que exhiben mecanis-
mos inespecificos (acidos organicos, peréxido
de hidrégeno, diacetilo) o especificos como es el
caso de las bacteriocinas (14, 16). Estos peque-

nos péptidos de sintesis ribosomal actiian sobre
la membrana de las células blanco alterando su
permeabilidad (16). Se han identificado mas de
50 bacteriocinas producidas por BAL dentro de la
cuales, la nisina y la lactocina son producidas en
forma industrial y hasta nuestros dias, las Ginicas
admitidas para ser utilizadas como aditivos en
alimentos (16). Un grupo especial de bacterioci-
nas producidas por BAL son las tipo pediocinas
que pertenecen a la Clase Ila y son reconocidas
por ser efectivos agentes antilisteria (17, 18).
En el presente trabajo se describe la capa-
cidad inhibitoria contra Listeria monocytogenes
de 5 cepas de bacterias lacticas productoras de
sustancias inhibitorias tipo bacteriocinas (SITB)
aisladas de peces capturados en el litoral mari-
timo del noreste de la provincia de Chubut. Se
describen ademas las principales caracteristicas
fisicoquimicas de las bacteriocinas.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de bacterias acido lac-
ticas

Se tomaron muestras del tracto digestivo,
tegumento y branquias de peces capturados en
el litoral maritimo del noreste de la provincia de

Chubut. Las muestras se trasladaron a 4 °C hasta

el laboratorio y se procesaron dentro de las 6 h.

El enriquecimiento primario se realizo en caldo

de Man Rogosa Sharp (MRS), MRS ajustado a

pH 4,6 y 5,4; MRS sin acetato a pH 8, MRS con

NaCl al 6,5% y caldo M17. Los enriquecimientos

se incubaron a 25 y 30 °C durante 24 h (30 °C)

v 48 h (25 °C). Luego del periodo de incubacion

los cultivos liquidos se repicaron a agar MRS

suplementado con acido nalidixico (40 ug/mL) y

cicloheximide (10 ug/mL) y se incubaron durante

24 h (30 °C) y 48 h (25 °C).

Identificacion fenotipica
Las colonias sospechosas se sometieron a
las siguientes pruebas bioquimicas:
Coloraciéon de Gram.
Prueba de la catalasa.
Fermentaciéon de azUicares.
Produccion de gas (CO,) a partir de glu-
cosa.
Ensayos antimicrobianos de los so-
brenandantes
Las cepas de BAL se cultivaron en caldo

MRS a 32 °C hasta alcanzar la fase logaritmi-

ca. Luego del periodo de incubacién los medios

se centrifugaron a 3.000 rpm durante 15 min.

El sobrenadante libre de células se emple6 en

el ensayo antimicrobiano que se realizo6 por el

meétodo de difusion en placa colocando 50 uL de
sobrenadante en pocillos practicados en placas
de agar BHI sembrados previamente con 50 uL de
un cultivo overnigth de las cepa L. monocytogenes
ATCC 7644 (19). Las placas se mantuvieron a
4-8 °C durante 2 h y luego se incubaron a 35 °C
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durante 18-24 h. También se ensay6 la actividad
antagonista segun lo descrito cultivando las 5
cepas seleccionadas a 10 °C.
Influencia de la temperatura, pH y
tratamientos enzimaticos sobre la
actividad inhibitoria
Los sobrenadantes crudos se trataron
con NaOH 0,5 N hasta alcanzar la neutralidad.
Los sobrenadantes neutralizados se sometieron
posteriormente a una temperatura de 100 °C
durante 5 min y 121 °C durante 5 min. En am-
bos casos la actividad residual se determiné por
el procedimiento previamente descrito (19). La
sensibilidad a enzimas se llevo a cabo, determi-
nando la actividad residual luego de tratar los
sobrenadantes durante 1 h con tripsina, lipasa,
lisozima y catalasa (Smg/mL) en las condiciones
optimas para cada enzima.
Identificacion genotipica
Luego de una incubacion a 32 °C durante
12 h en caldo MRS, las cepas de BAL seleccio-
nadas sobre la base de su actividad antagénica,
se centrifugaron a 12.000 g durante 5 min y el
ADN se extrajo utilizando un equipo comercial de
purificacion (Wizard Genomics, Promega).
Mediante la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR) se amplificé el gen que codifica
ARNr 16S con un termociclador Multigene Gra-
dient (Labnet International Inc., Woodbridge,
NJ), usando los cebadores universales para pro-
cariotas 5- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG- 3’
y 5- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T - 3’, segin
lo descripto en DeLong (20). Ambas hebras de
los productos de PCR se secuenciaron utilizando
los servicios comerciales 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 Alig-
nment Search Tool) (21).

RESULTADOS

De las muestras procesadas se lograron
aislar y clasificar mediante identificacion feno-
tipica 53 cepas de bacterias acido lacticas, 5 de
las cuales exhibieron actividad inhibitoria sobre
Listeria monocytogenes ATCC 7644. La identifi-
caciéon genotipica permitié clasificar a 2 cepas
como Lactococcus lactis subsp. lactis, 2 cepas
como Lactococcus lactis subsp. cremoris y una
cepa como Lactobacillus sakei.

Luego de tratar los sobrenadantes ob-
tenidos a 32 °C con NaOH hasta alcanzar la
neutralidad, el efecto inhibitorio no exhibi6é mo-
dificaciones. Los mismos resultados se obtuvie-
ron cuando los sobrenadantes neutralizados se
sometieron al calentamiento de 100 °C durante
S min o 121°C durante 5 min. Siguiendo el pro-
tocolo previamente descrito, también fue posible
determinar el efecto antagonista ejercido por los
sobrenadantes obtenidos a 10 °C.

Actividad antilisteria

El tratamiento enzimatico llevado a cabo
con lipasa, catalasa y lisozima no alteré la acti-
vidad antagonista ejercida por los sobrenadan-
tes de las 5 cepas seleccionadas, en cambio el
tratamiento con tripsina abolié por completo la
capacidad de inhibir el crecimiento de L. mono-
cytogenes.

En la Figura 1 se pueden observar los halos
de inhibicién de crecimiento de L. monocytogenes
ATCC 7644 debido a la actividad antimicrobiana
de los sobrenadantes obtenidos a 32 °C, neutra-
lizados y calentados a 100 °C de las 5 cepas de
BAL seleccionadas.

Fig. 1. Actividad inhibitoria de bacterias acido
lacticas aisladas de peces marinos sobre Listeria
monocytogenes ATCC 7644. Lc. lactis subsp. cre-
moris (Twl1l, Tw34), Lc. lactis subsp. lactis (Tw12,
Tw35) y Lb. sakei (Tw24)

Fig. 1. Inhibitory activity of lactic acid bacteria isolated from
marine fish on Listeria monocytogenes ATCC 7644. Lc. lactis
subsp. cremoris (Twll, Tw34), Lc. lactis subsp. lactis (Tw12,
Tw35) and Lb. sakei (Tw24).

DISCUSION

En el estudio realizado, la alta frecuencia
de aislamientos de cepas de BAL en peces sugiere
que, no obstante los complejos requerimientos
nutricionales exigidos por estos microorganis-
mos, exhiben una alta adaptabilidad a un variado
numero de ambientes incluyendo, como en este
caso, al medio marino.

La presencia de cepas de Lactococcus es
frecuente en leche y sus derivados y en otros
medios como la superficie de vegetales, pero
en el medio marino s6lo habian sido descriptas
por métodos moleculares y consideradas dentro
del grupo de células viables pero no cultivables
(VBNC) (22). Sin embargo, recientemente se lo-
gro6 aislar una cepa de Lactoccoccus lactis subsp.
lactis y una cepa de Lactococcus lactis subsp.
cremoris del intestino de un pez globo (Takifugu
niphobles) (23).

En consecuencia es interesante destacar
en este trabajo que, 4 de las 5 cepas selecciona-
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das pertenecen al género Lactococcus. Lactococ-
cus lactis subsp. cremoris Twll, Lactoccoccus
lactis subsp. lactis Twl2 y Tw35 se aislaron de
tegumento de pejerrey panzoéon (Odontesthes pla-
tensis), mientras que Lactoccoccus lactis subsp.
cremoris Tw34 se aislé del intestino de la misma
especie. La restante cepa, Lactobacillus sakei
Tw24, también se aislé de tegumento de pejerrey
panzon.

La actividad antagénica contra Listeria mo-
nocytogenes de los sobrenandantes de las 5 cepas
seleccionadas efectuados a 32 °C y 10 °C, no
sufrié alteraciones cuando se neutralizaron con
NaOH, fenémeno que demuestra que la inhibicion
de crecimiento no era producida por efecto de los
acidos organicos generados por el metabolismo
de las BAL. Tampoco el efecto antimicrobiano se
vio afectado cuando los sobrenadantes se some-
tieron, luego de la neutralizacién, a una tempe-
ratura de 100 °C 6 121 °C durante 5 minutos,
demostrandose la estabilidad del principio activo
en las condiciones impuestas.

La actividad enzimatica de lipasa y lisozima
no altero la actividad antilisteria de los sobrena-
dantes lo que permite descartar la existencia de
lipidos o azticares involucrados con la actividad
del principio activo.

Algunas cepas de BAL tienen la capacidad
de producir peréxido de hidrégeno, molécula con
gran capacidad antagonista que puede ejercer su
accion sobre una gran variedad de microorganis-
mos. Sin embargo, la capacidad inhibitoria de
los sobrenadantes ensayados no se vio afectada
luego del tratamiento enzimatico con catalasa y
en consecuencia es posible afirmar que no existe
una relaciéon entre el fenémeno y la presencia del
metabolito.

Luego de 1 hora de incubacién la actividad
proteolitica de la tripsina inactivé por completo
la capacidad inhibitoria de los sobrenadantes,
demostrandose de esta manera que el principio
activo era de naturaleza proteica.

Las caracteristicas determinadas en las
pruebas descritas permiten afirmar que las 5
cepas seleccionadas ejercen su actividad anta-
gbénica gracias a la sintesis de sustancias inhi-
bitorias tipo bacteriocinas (SITB). En los 5 casos
estudiados, la estabilidad térmica de estas molé-
culas indicaria que se trata de péptidos de bajo
peso molecular con actividad especifica contra
L. monocytogenes, propiedades que permitirian
incluirlas dentro del grupo de bacteriocinas clase
101l (16, 18).

Se ha demostrado que la principal fuente
de contaminacion de los productos de mar en
las plantas procesadoras esta vinculada mas al
instrumental utilizado en las distintas fases que
a la carga bacteriana natural (5, 10, 11). Los
procesos de lavado y desinfeccién resultan, bajo
determinadas condiciones, ineficaces para elimi-

nar la contaminacién y en consecuencia ejercen
una presion selectiva sobre la flora contaminante
que conduce a la supervivencia de especies de
Listeria monocytogenes que resultan dominantes
y persistentes (8, 11, 13).

Esta situaciéon induce a la busqueda de
meétodos alternativos para controlar el desarrollo
de patégenos alimentarios. El control biolégico y
la biopreservacién mediante el uso de BAL pro-
ductoras de metabolitos antagénicos constituyen
metodologias que han empezado a utilizarse con
éxito en sistemas de producciéon de alimentos
(14, 15, 17).

Las cepas estudiadas en este trabajo son
productoras de SITB que podrian resultar efec-
tivas para el control de Listeria monocytogenes
en plantas de procesamiento de pescados. Su
aislamiento del medio marino les otorga algunas
caracteristicas particulares como desarrollarse
y producir el principio antagénico a bajas tem-
peraturas.

También se debe tener en cuenta que, a
excepcion de Lactoccoccus lactis subsp cremoris
Twb51, las cepas fueron aisladas de tegumento
lo que permite pensar que tienen afinidad por el
caracter hidrofébico del mucus de este medio.
Esta propiedad implica la posibilidad de incluir
estas cepas en técnicas de pulverizacion que
utilizan suspensiones celulares de microorga-
nismos antagénicos de patégenos alimentarios.
Esta metodologia ya ha sido usada con éxito y
demostrada su efectividad en el control especifico
de Listeria monocytogenes (17, 24).
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