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EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA PRODUCCION DE COMPUESTOS
ANTIBACTERIANOS POR Enterococcus sp.
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Resumen

La aplicacion de bacterias acido lacticas (BAL) en alimentos fermentados tiene
como objetivos desarrollar sabores y olores caracteristicos durante la
fermentacion, ademas de inhibir la microbiota competitiva mediante la reduccion
del pH del medio. Entre los microorganismos representativos de BAL se encuentra
a los enterococos, los cuales se han reportado comunmente en productos
fermentados artesanales y que producen ciertos compuestos antibacterianos que

proporcionan inocuidad a los alimentos.

Como parte de la caracterizacion del queso Cotija se logré aislar e identificar,
mediante técnicas moleculares y bioquimicas a microorganismos pertenecientes a
las BAL, principalmente enterococos y lactobacilos (Zuiiga, 2009). Se ha
reportado que la microbiota del queso Cotija cambia durante su maduracién.
Después de 3 meses no se encuentran levaduras y las cuentas de coliformes
disminuyen drasticamente, hasta alcanzar cuentas aceptables. Ademas se plantea
gue no son sélo las condiciones de humedad y pH, que prevalecen en el queso
Cotija, las que ejercen control sobre las poblaciones microbianas; sino que podrian
existir sustancias que contribuyen a la seleccién de los microorganismos que son
capaces de sobrevivir en las etapas avanzadas de maduracién (Bravo, 2008).
Recientemente se encontré que de seis cepas de enterococos aisladas del queso
Cotija, so6lo una logro sintetizar compuestos con actividad antibacteriana cuando
se cultivdo medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe). Los demas enterococos se
cultivaron en medio de cultivo APT (All purpose tween), por lo que en este trabajo
se explora la produccion de actividad antibacteriana de estos microorganismos en
varios medios de cultivo que se han utilizado para la obtencion de este tipo de

compuestos en BAL.

En este trabajo se demostr6 que el crecimiento celular y la acumulacion de
productos del metabolismo son fuertemente influenciados por la composicion del
medio de cultivo, principalmente: la fuente de carbono, fuente de nitrégeno,
factores de crecimiento y sales inorganicas. Al mismo tiempo se confirmé que la

fase logaritmica tardia y la estacionaria temprana son las fases en donde se



presenta la mayor produccion de compuestos antibacterianos. Las seis cepas de
enterococos lograron sintetizar dichos compuestos en medio MRS, sdlo tres lo

lograron en medio CGB y no hubo produccion en los medios APT y TSB.

Se presentd actividad antibacteriana contra microorganismos importantes en
inocuidad alimentaria, como: Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes, Bacillus

cereus, Yersinia enterocolitica y Micrococcus lysodeikticus

Por ultimo se concluyd que los extractos crudos obtenidos de las tres cepas
capaces de producir compuestos antibacterianos en los medios MRS y CGB
presentan un patron de bandas muy similar, al realizar un perfil electroforético y
zimogramas, lo que podria indicar que en ambos medios se producen los mismos
compuestos extracelulares. Asi bien, los extractos crudos de una cepa en medio
MRS y CGB son los unicos que muestran bandas de actividad sobre M.
lysodeikticus, a los 90 kDa y 63 kDa aproximadamente.



1. Introduccién

Los enterococos son una parte esencial de la microbiota intestinal endogena de
los seres humanos y animales. Se cree que juegan un papel clave en el equilibrio
de la misma, por lo que tendrian potencial como probioticos. Ademas, siendo
Bacterias Acido Lacticas (BAL) participan en la fermentacién espontanea de
diversos alimentos como el queso, salchichas y aceitunas (Izquierdo et.al., 2008 y
Franz et. al., 2003).

Por otra parte la contaminacion bacteriana y el aumento de las enfermedades
infecciosas de origen alimentario provocaron, desde 1980, un aumento en las
investigaciones de compuestos con actividad sobre agentes patdogenos o

deteriorantes.

En este ambito, las BAL producen sustancias con accion antibacteriana,
principalmente acido lactico o acético, diacetilo, peroxido de hidrégeno y reuterina
(Signorini, 2007), pero la preservacion de los alimentos por estos agentes no
siempre es organolépticamente aceptable. Entre los enterococos existen cepas
productoras de proteinas y otras sustancias de bajo peso molecular, como
bacteriocinas, con capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos
patdgenos que puedan estar presentes en los alimentos (Salminen et. al., 2004).
Las BAL son “generalmente reconocidas como seguras” (GRAS) en la produccién
de alimentos y con ello el uso de sus metabolitos como conservadores son de
gran interés en el ambito de la investigacion. A pesar de que el género
Enterococcus es responsable de efectos benéficos en los alimentos, no son
considerados como GRAS debido a su uso como indicadores de contaminacion
fecal y la frecuente asociacion con enfermedades transmitidas por alimentos y la
produccion de aminas bidgenas. Por ello, los reglamentos en Europa estipulan
gue la seguridad de cepas probioticas o “iniciadoras de cultivo” es responsabilidad
del productor, por lo tanto, cada cepa destinada a tal uso debe ser

cuidadosamente evaluada (Franz et. al., 2003).



1.1 Generalidades de los Enterococcus sp.

Son bacterias acido lacticas, Gram positivas, no esporuladas, no moviles, no
formadoras de pigmentos, catalasa, reductasa y oxidasa negativas; asi mismo, no
cuentan con la capacidad de reducir los nitratos y tienen la capacidad de producir
acido lactico por fermentacion de azucares (Giraffa, 2003). Se pueden distinguir
facilmente de otras Gram positivas, catalasa negativas Yy cocos
homofermentativos, como los estreptococos y lactococos, por su capacidad de
crecer a 10°y 45 C, con 6.5 % de NaCl , en presencia de 40 % de bilis y con un
pH entre 4 y 9.6 (Giraffa, 2003; Franz et. al.,, 2003). Tienen un metabolismo
biosintético bastante limitado por lo que requieren medios de cultivo ricos en
aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas. Su metabolismo de azUcares los
clasifica como bacterias homolacticas, es decir, el metabolismo de este grupo es a
través de la ruta Embden- Meyerhof (Via Glucdlisis) de la cual se obtiene como
producto principal &cido lactico (L6pez-Munguia, 2002).

Sin embargo en las categorias metabdlicas de BAL por fermentacion de azucares,
los enterococos son clasificados dentro del grupo Il junto con pediococos,
estreptococos, tetragenococos, algunos lactobacilos y vagococos. Estos
microorganismos se caracterizan por ser estrictamente homofermentativos ya que
poseen la enzima fructosa-1,6-difosfatoaldolasa, mediante la cual hacen uso de la
glicdlisis para la fermentacion de hexosas. Asi bien, en el caso de las pentosas y
presumiblemente de gluconato, éstas inducen la sintesis de fosfocetolasas, dando
como resultado una fermentacion heterolactica. Entonces se podria decir que los
enterococos son homofermentativos con respecto a las hexosas vy
heterofermentativos para las pentosas y algunos otros sustratos y, por tanto

podrian ser llamados heterofermentativos facultativos (Salminen et. al., 2004).

1.2 Crecimiento bacteriano

En microbiologia el crecimiento se define como un incremento ordenado de todos

los constituyentes quimicos de la célula. El aumento de masa, por si solo, podria
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no indicar un crecimiento real, ya que las células podrian estar incrementando su
contenido Unicamente en productos de reserva, tales como el glucégeno o el poli-
B-hidroxibutirato. En un medio adecuado, y al cual se han adaptado
perfectamente, las bacterias se encuentran en un estado de crecimiento
equilibrado, durante el cual la duplicacion de la biomasa va acompafiada de una
duplicacion de todas las demas propiedades medibles de la poblacion, por
ejemplo, proteinas, ARN, ADN y agua intracelular. En otras palabras, los cultivos
en crecimiento equilibrado mantienen una composicion quimica constante
(Stanier, 1996).

1.2.1 Curva de crecimiento equilibrado

La curva de crecimiento normalmente se representa como el numero de células en
una escala logaritmica frente al tiempo de cultivo (Figura 1). Tales
representaciones muestran el estado de las poblaciones bacterianas y no de

microorganismos individuales.

En un sistema cerrado, cultivo no renovado o medio de cultivo monofasico se tiene
una curva de crecimiento tipica. Esta curva de crecimiento se divide en fase de

latencia, fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte.

Fase de latencia: Las células transferidas de un cultivo en fase estacionaria a un
medio fresco de igual o diferente composicion experimentan un cambio de
composicion quimica antes de ser capaces de iniciar el crecimiento, y al tiempo
necesario para esta adaptacion se le conoce como fase de latencia. Durante este
periodo, los microorganismos aumentan su actividad metabdlica, se embeben en
agua, se incrementa la tasa de sintesis de ARN, principalmente ribosomico
(esencial para la sintesis de nuevas proteinas bacterianas), y se producen;
posiblemente, enzimas inducibles para utilizar las nuevas sustancias que se les
ofrecen. En definitiva, hay un aumento de volumen celular, pero no division, dado
gue no hay replicacion de ADN cuyos niveles permanecen constantes durante

toda la fase.



Fase logaritmica o exponencial: Una vez iniciado el desarrollo, se manifiesta
pronto una ascendente inflexion de la curva, llamada fase de crecimiento
acelerado. Durante la primera parte de este periodo, cuando la division es lenta, el
tamafio de las células es grande; casi el maximo alcanzable por las respectivas
especies. Este hecho se debe, probablemente a la absorciébn de agua con la

hinchazdn consiguiente y al comienzo de la actividad metabdlica.

Durante la fase de crecimiento acelerado, el tiempo requerido para que cada
célula se divida va disminuyendo gradualmente y la velocidad de division alcanza
su maximo, el cual esta determinado por la especie del microorganismo y las

condiciones de crecimiento.

Cuando las bacterias se multiplican a velocidad constante y exponencial, se
alcanza la autentica fase de desarrollo.

Esta fase de desarrollo logaritmico esta mediada por una serie de factores
limitantes intrinsecos, como la velocidad de difusion osmatica, y factores
extrinsecos diversos, como la concentracion del sustrato, presencia de oxigeno,
etc. La temperatura es un factor importante, ya que para cada bacteria se tiene

una Optima de crecimiento.

Por otro lado, la actividad metabdlica es méxima, el tamafio bacteriano se reduce,
las estructuras (pared celular, membrana) presentan un espesor minimo, la
sensibilidad a los agentes fisicos, quimicos, antibacterianos y fisiolégicos son mas
evidentes. Por lo anterior, también es durante esta fase cuando las bacterias

sintetizan compuestos de defensa, tal es el caso de las bacteriocinas.

Al cabo de pocas horas (o dias, dependiendo de la velocidad de crecimiento
celular) del inicio de la fase logaritmica, los microorganismos encuentran
dificultades para continuar la multiplicacion. Los nutrientes se agotan, las materias
residuales toxicas se acumulan, el pH se modifica, los aceptores de hidrogenos
desaparecen, las transferencias de energia disminuyen y las células se
obstaculizan mutuamente. La tasa de division celular comienza a declinar y hay

microorganismos que mueren en numero creciente, de tal modo que el progreso
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numérico de las células vivas se retarda considerablemente. Este proceso se

designa como fase de aceleracion negativa del crecimiento.

Fase estacionaria: Hay un crecimiento desequilibrado debido a que los
componentes bacterianos (ADN, ARN, proteinas, etc.) se sintetizan a tasas
diferentes. Se produce una estabilizacion, de modo que el numero de células que
se reproducen equivalen a las que mueren. Esto se debe principalmente a la
disminucién de factores esenciales para la respiracion o a la falta de elementos
nutritivos del sustrato. La acumulacion de productos finales del metabolismo
(acidos organicos o alcoholes) obtenidos a partir de la degradacion de los
carbohidratos, y enzimas autocataliticas del tipo de las proteasas y de las

nucleasas actian como inhibidores de crecimiento.

Fase de muerte: Luego de la fase estacionaria, la tasa de muerte se incrementa, el
numero de bacterias viables disminuye rapidamente, por lo que la curva declina en

forma drastica (Masson Salvat, 1995).

Figura 1. Curva de crecimiento equilibrado (Stanier, 1996).

1.2.2 Efecto de nutrientes en el crecimiento bacteriano

En muchos aspectos, el crecimiento bacteriano puede compararse a una
reaccion quimica en la cual los componente del medio (reactivos) producen

nuevas células (el producto de reaccion), un proceso catalizado por la poblacién



bacteriana. La velocidad de las reacciones quimicas viene determinada por la
concentracion de los reactivos, pero, tal como se ha visto, la velocidad de
crecimiento bacteriano permanece constante hasta que en el medio practicamente
se ha agotado el nutriente limitante. Esta se explica por la accion de las
permeasas, que son capaces de mantener concentraciones intracelulares
saturantes de nutriente en un amplio margen de concentraciones externas. No
obstante, a concentraciones extremadamente bajas de nutrientes externos, los
sistemas de las permeasas no son ya capaces de mantener las concentraciones
intracelulares saturantes, con lo que disminuye la velocidad de crecimiento
(Garrido, 2001).

Por lo general, la concentracion de solutos en el interior de una célula bacteriana
es mucho mayor que en el medio extracelular, tanto si el crecimiento se realiza en
un medio de cultivo artificial como en un medio natural; ademas los solutos
presentes intracelularmente difieren significativamente de los del medio externo.
Estas diferencias son mantenidas e incluso, en algunos casos, creadas por la
membrana celular y algunas proteinas asociadas a tal estructura. Normalmente, la
membrana celular es impermeable a las moléculas grandes y a los iones, por lo
gue su paso por la membrana se realiza gracias a las actividades de proteinas que

estan asociadas a la membrana celular o insertadas en ella.

Los mecanismos de transporte cumplen dos cometidos esenciales en la funcién
celular. En primer lugar, mantienen las concentraciones intracelulares de todos los
substratos primarios en valores lo suficientemente altos como para asegurar el
funcionamiento de las rutas catabdlicas y biosintéticas a velocidades cercanas a
las maximas, incluso cuando las concentraciones de los nutrientes en el medio
externo son bajas. Esto lo demuestra el hecho de que las velocidades de
crecimiento exponencial de las poblaciones bacterianas permanecen constantes
hasta que la concentracién de un nutriente esencial en el medio se hace muy baja,
proxima al agotamiento. A esta concentracion limitante de nutriente, la velocidad
de crecimiento de la poblacion desciende rapidamente. En segundo lugar, los

mecanismos de transporte intervienen en la osmorregulacion manteniendo los



solutos (principalmente las moléculas pequefias y los iones) en valores éptimos
para la actividad metabdlica, incluso cuando la osmolaridad del medio varia en un
margen relativamente amplio. La mayoria de las bacterias no necesitan regular su
osmolaridad interna con precisién porque estan protegidas por una pared celular
capaz de resistir una considerable presidbn osmotica interna. Las bacterias
mantienen siempre su osmolaridad muy por encima de la del medio (Stanier,
1996).

1.3 Metabolismo bacteriano

Se denomina metabolismo al conjunto de reacciones quimicas catalizadas
enzimaticamente que de forma regulada y coordinada tienen lugar en las células
vivas. El metabolismo se divide en catabolismo, que es la fase degradativa, y en
anabolismo que es la fase constructiva o biosintética (Gottschalk, 1986). El
catabolismo es el proceso por el que los nutrientes (carbohidratos, lipidos y
proteinas) provenientes del medio ambiente o de los depdsitos celulares pueden
ser degradados a moléculas sencillas como &cido lactico, CO, o urea. El
catabolismo se realiza con la liberacion de la energia inherente de los nutrientes,
la cual se conserva en forma de ATP. En el anabolismo, las moléculas precursoras
se unen para formar componentes moleculares de células como polisacaridos,
acidos nucleicos, proteinas y lipidos. Puesto que este proceso aumenta la
complejidad de la estructura, requiere energia libre, que es proporcionada por la
hidrélisis del ATP (Garrido, 2001). Por tanto, el metabolismo es un tema muy
amplio: tan solo el numero de reacciones es enorme. En forma colectiva tales

reacciones se encargan de mantener la viabilidad del organismo (Cuamatzi, 2004)
1.3.1 Metabolismo de Enterococcus sp.

La caracteristica esencial del metabolismo de BAL es la eficiente fermentacion de
carbohidratos junto con la fosforilacion a nivel sustrato. EI ATP generado es
subsecuentemente usado para la biosintesis. Las BAL como grupo exhiben una
enorme capacidad para degradar diferentes carbohidratos y compuestos

10



relacionados. Generalmente, el producto final predominante es el acido lactico
(>50% de azucar como carbono). Es evidente, sin embargo, que las BAL
adaptadas a diversas condiciones tienen como consecuencia un cambio en su
metabolismo. Esto puede dar lugar a productos finales muy diferentes.
Anteriormente se menciond que los Enterococcus llevaban a cabo la fermentacion
homolactica, siguiendo la ruta de glicdlisis o glucolisis si el carbohidrato degradado

es la glucosa (Salminen et. al., 2004).
Glicalisis

La Glicolisis (via Embden-Meyerhof-Parnas), ejemplificada en la Figura 2, es
utilizada por los enterococos y se caracteriza por la formacién de fructosa-1-6-
difosfato (FDP), que es dividida por una FDP aldolasa en dihidroxiacetonafosfato
(DHAP) vy gliceraldehido-3-fosfato (GAP). GAP se convierte a piruvato en una
secuencia metabolica como sustrato de fosforilacion a nivel de dos sitios. La
degradacion enzimatica de glucosa se lleva a cabo mediante 10 reacciones
consecutivas. Esta secuencia de reacciones en el citosol transforma a la glucosa

en dos moléculas de piruvato con la generacion simultanea de 2 ATP y 2 NADH.

Bajo condiciones de exceso de azucar y limitando oxigeno, el piruvato se reduce
a acido lactico por una lactato deshidrogenasa dependiente de NAD+ (nLDH), lo
gue reoxida al NADH formado durante los primeros pasos de la via glucolitica. Asi
se obtiene un balance redox, el acido lactico es practicamente el Unico producto
final, y el metabolismo se refiere como una fermentacion homolactica (Salminen
et. al., 2004).

11



Figura 2. Esquema de los intermediarios sintetizados durante la Glucolisis

Fermentacion de pentosas y otras fuentes de carbono

Las pentosas son facilmente fermentadas por muchas BAL. En general,
permeasas especificas son usadas para el transporte de azlcares dentro de la
célula. En el interior, las pentosas son fosforiladas y convertidas a ribulosa-5-
fosfato o xilulosa-5-fosfato por las epimerasas o isomerasas. Esos componentes
pueden ser entonces metabolizados por la via de la 6-

fosfogluconato/fosfocetolasa (Figura 3). Esto implicaria que sélo las BAL

12



heterofermentativas pueden utilizar pentosas, pero este no es el caso, ya que
todas las BAL son pentosa positivo con la Unica excepcion de los lactobacilos del
grupo |, que son homofermentativos estrictos, tal es el caso de Lb. acidophilus, Lb.

delbrueckii, Lb. helveticus y Lb. salivarius (Salminen et. al., 2004).

Como las pentosas, el gluconato es fermentado por la via de la 6-
fosfogluconato/fosfocetolasa, obteniendo una fermentacion heterolactica por
especies consideradas como homofermentativas. En los enterococos el gluconato
es transportado por la via PTS-gluconato (PTS: carbohydrate phosphotransferase
system) inducible, dando como resultado 6-fosfogluconato que entra a la via de

fermentacion antes mencionada.

Figura 3. Esquema del metabolismo heterofermentativo para la utilizacion de lactosa (via de la 6-

fosfogluconato/fosfocetolasa) en BAL.
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2. Antecedentes
2.1 Generalidades del queso Cotija

El queso Cotija es uno de los principales quesos mexicanos genuinos. Se elabora
de manera artesanal desde hace mas de cuatro siglos y es originario de las
laderas serranas de la cuenca media del rio Tepalcatepec, donde Jalisco y

Michoacdn comparten territorio.

Es un queso de gran formato pues se produce en voluminosas piezas cilindricas
de 22 kg en promedio, de pasta firme, prensada y normalmente friable. Cuando es
auténtico, se madura en el lugar donde se produce, antes de salir al mercado,
durante tres a cuatro meses, por tanto, posee aromas, olores y sabores
caracteristicos, en general mas intensos que la mayoria en los quesos frescos

nacionales (Cervantes et. al., 2008, Referencia en linea 1)

Actualmente se desea obtener la Denominacién de Origen y para lograr este
objetivo se han realizado, en nuestro grupo de trabajo, diversos andlisis
fisicoquimicos y microbiologicos, entre los que destacan: la identificacion y
caracterizacion de los microorganismos presentes en el lacteo, la busqueda de
microorganismos patégenos y el dilucidar qué microorganismos estan

involucrados en el desarrollo del olor y sabor caracteristicos de este queso.

En estudios de poblaciones microbianas del queso Cotija se han encontrado
diferentes cepas de Bacterias Acido Lacticas (BAL) las cuales podrian tener un
interés biotecnolégico (Bravo A., 2008). Se ha reportado que la microbiota del
gueso Cotija cambia durante su maduracion y que después de 3 meses no se
encuentran levaduras y los coliformes estan en cuentas aceptables (Figura 4),
ademas de que predominan las bacterias lacticas pertenecientes al género de
enterococos (Zufiga, 2009). Se ha planteado que no son solo las condiciones de
humedad y pH que prevalecen en el queso Cotija, las que ejercen un control sobre
las poblaciones microbianas; sino que podrian existir sustancias que contribuyen a
la seleccién de los microorganismos que son capaces de sobrevivir en las etapas

avanzadas de maduracion (Bravo, 2008)
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Figura 4. Cuenta de coliformes, a,,, pH y %acidez, respecto al tiempo en una muestra de queso
Cotija proveniente de la regién de origen. (Bravo, 2008)

La identificacion y descripcion de estas BAL aisladas del queso Cotija, se
realizaron por métodos moleculares (secuenciacion de la region V3 del gen ARNr
16S) (zZuhiga, 2009). Posteriormente se lograron identificar 3 lactobacilos
(Lactobacilllus pentosus, Lactobacillus paracasei y Lactobacillus brevis) (Delgado-
Arciniega, 2010).

Recientemente se encontrdé que de las nueve cepas de BAL, los tres lactobacilos
encontrados y una cepa de enterococos presentaban actividad antibacteriana, al
cultivarse en medio de cultivo MRS, contra los microorganismos indicadores
Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Figura 5), y otras 5 cepas de
enterococos cultivados en medio APT no presentaban actividad (Delgado-
Arciniega, 2010). Esa actividad se conservaba incluso después de someter el
extracto a altas temperaturas y variaciones drasticas de pH (Hernandez-Alcantara,
2010), pero después de ser tratadas con tripsina dicha actividad se veia afectada
(Serrano, 2010).

15



Control (+) Control (+)
Nisaplin Lisostafin

Figura 5. Prueba presuntiva de la actividad antibacteriana por difusion en agar de Enterococcus
faecalis (G) usando como microorganismo indicador S. aureus (izquierda) y E. coli (derecha),
(Delgado-Arciniega, 2010).

2.2 Importancia de los enterococos en los alimentos artesanales

La presencia de enterococos en alimentos tiene especial incidencia en los que son
fermentados. En la actualidad, no existe un consenso sobre la cantidad de
enterococos permitida en los alimentos y la posible patogenicidad de las diferentes
especies del género sigue en estudio. Actualmente, el género Enterococcus
incluye mas de 20 especies, con Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis y
Enterococcus durans como las especies mas encontradas en alimentos (Giraffa,
2003).

En los ultimos afios se han llevado a cabo diversos estudios en los que se
concluye que los enterococos tienen un importante papel en la maduracion de
guesos tradicionales elaborados a partir de leche de oveja, vaca y cabra,
contribuyendo al desarrollo del sabor y aroma caracteristico de dichos quesos
(Referencia en linea 2). Su presencia se atribuye a su excepcional aptitud para
sobrevivir y resistir ambientes desfavorables, asi como a las fuentes de
contaminacion ambientales que hacen posible la colonizacion de alimentos
crudos, tal es el caso de la leche y carne, y su multiplicacion en esos productos
durante la fermentacion. Sin embargo, otros estudios demuestran que la
resistencia térmica (62.8 T por 30 min) explica su presencia en alimentos lacteos

producidos a partir de leche pasteurizada (Giraffa, 2003). La presencia de
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enterococos en quesos tradicionales puede ser deseable ya que muchos estudios
indican que cepas de este género pueden tener una influencia positiva en la
produccion y maduracion de algunos quesos como: Manchego, Armada, Cebreiro,
Picante, Majoero, Feta, Teleme, Mozzarella, Monte Veronese, Fontina, Caprino,
Serra, Venaco y Comté (Giraffa, 2003).

Recientemente se han desarrollado estudios sobre las propiedades probidticas de
los enterococos, asi como sobre la capacidad de sintesis de bacteriocinas contra
agentes patdgenos. Las enterocinas pertenecen a las bacteriocinas de clase I,
gue son pequeias, estables a la temperatura y no lantibioticas con fuerte efecto
antilisterial (Giraffa, 2003), y en algunos casos han llegado a mostrar actividad
contra bacterias Gram negativas como: Salmonella enterica serovar Enteritidis, S.
enterica serovar Choleraesuis, S. enterica serovar Typhimurium, S. enterica
serovar Gallinarum, Escherichia coli O157:H7, Yersinia enterocolitica, Shigella
dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis (Line et. al., 2008;
Izquierdo et al 2008). Simonetta y colaboradores en 1997 reportaron la actividad
antibacteriana sobre Vibrio cholerae de 7 cepas de Enterococcus faecalis, 5 de
Enterococcus faecium y 4 de Enterococcus durans, aislados de leche y productos
lacteos de Santa Fe (Argentina), esta actividad era susceptible a los tratamiento
con tripsina y pronasa E y resistia los tratamientos térmicos a 100C durante 10-30
min., con esos resultados se sospecha que se trata de sustancias inhibitorias

parecidas a bacteriocinas (BLIS).

Entre las sustancias antibacterianas producidas por las BAL se han reportado los
acidos orgéanicos, principalmente el acido lactico, acético y el propionico. De estos
acidos, el acético es el principal inhibidor y tiene una amplia gama de actividad
contra levaduras, mohos y bacterias, mientras que el acido propionico se ha
observado que ejerce un fuerte efecto antimicrobiano, en particular hacia
levaduras y mohos. Cuando una mezcla de acidos esta presente, es probable que
el acido lactico contribuya principalmente a la reduccion en el pH, mientras que el

acido propionico y aceético, sin disociar, son los agentes antimicrobianos efectivos.
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(Salminen e.t al., 2004). Otras sustancias con actividad antibacteriana son: el
diéxido de carbono, peroxido de hidrogeno y diacetilo, este ultimo se ha reportado
para especies del género Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus vy
Streptococcus (Signorini, 2007; Salminen et. al., 2004). En el queso, el desarrollo
del olor y sabor caracteristico, se debe a la produccién de proteasas y lipasas
extracelulares y adicionalmente a las autolisinas producidas intracelularmente por
BAL. Dicha actividad es el resultado de la accidon de enzimas que hidrolizan
enlaces covalentes del péptidoglucano, principal componente de la pared celular
de bacterias. Este tipo de enzimas son llamadas péptidoglucano hidrolasas (PGH)
y se clasifican dependiendo del tipo de enlace que hidrolicen: muramidasas,
glucoamidasas, amidasas y endopeptidasas, asi bien, también pueden funcionar
como compuestos con la capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos

patégenos en alimentos (Garcia- Cano, 2009).

Las BAL suelen producir sustancias antibacterianas de bajo peso molecular. Estas
moléculas comparten otras propiedades: (a) son activas a pH bajo, (b)
termoestables, (c) tienen un amplio espectro de actividad, y (d) son solubles en
acetona. La reuterina, reutericiclina, acido 5-carboxil-2-pirrolidona y las
bacteriocinas son representantes de esta clasificacion, siendo estas ultimas las

mas reportadas (Salminen et. al., 2004).

El acido 5-carboxi-2-pirrolidona es principalmente producido por Lactobacillus
casei ssp. caseli, L. casei ssp. pseudoplantarum and Streptococcus bovis, y se ha
observado que tiene actividad inhibitoria sobre Bacillus subtilis, Enterobacter
cloacae, Pseudomonas putida, y Pseudomonas fluorescens. Una cepa de
Lactobacillus reuteri fue recientemente reportada como productora de reutericiclina
(349 Da), con una actividad que aumenta drasticamente a alta concentraciones de
sal (2%) y bajo pH (4.5). La concentracibn minima inhibitoria se encontré en
aproximadamente 0.05-1 mg / L para las bacterias Gram-positivas, pero las
bacterias Gram-negativas y levaduras no se consideraron sensibles aun con 100

mg/L. La reutericiclina no parece formar poros en la membrana de las células
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blanco, sino mas bien funciona como un ionéforo de protones. Se distribuye en la
membrana citoplasmatica, debido a su hidrofobicidad, y selectivamente se
dispersa ocasionando un cambio en el transporte de nutrientes. Por otro lado las
bacteriocinas son péptidos antibacterianos con un reducido espectro de inhibicién
(Cotter, 2005; Salminen et. al., 2004); son sintetizados ribosomalmente por una
bacteria y son activos sobre otra bacteria, cuando son de la misma especie se dice
gue son de reducido espectro de inhibicion y cuando actian sobre otros géneros
son de amplio espectro (Cotter, 2005;). Muchas bacteriocinas son producidas por
BAL y se consideran grado alimentario, un fendbmeno que ofrece una nueva
posibilidad de prevencion del desarrollo de especies de bacterias indeseables en

alimentos (Salminen et. al., 2004).

Todos estos ejemplos de BAL productoras de compuestos antibacterianos estan
relacionados filogenéticamente con los enterococos, lo que indicaria la probable
capacidad de éstos para producir el mismo tipo de sustancias.

2.3 Produccion de compuestos antibacterianos en diferentes medio de

cultivo

El crecimiento celular y la acumulacion de productos del metabolismo son
fuertemente influenciados por la composicién del medio, principalmente: la fuente
de carbono, fuente de nitrogeno, factores de crecimiento y sales inorgénicas.
(Chan et.al., 2002). Se ha reportado ampliamente que el medio de cultivo tiene un

efecto directo en la produccién de proteinas extracelulares.

Esta influencia ya ha sido observada en cepas de Enterococcus por algunos
investigadores, quienes probaron diversos medios usados para el crecimiento y
produccion de sustancias con actividad bactericida por parte de las BAL y
encontraron que el medio MRS es el 6ptimo para lograr la mayor produccion de
compuestos con naturaleza antibacteriana, debido a que les provee los
requerimientos necesarios como la fuente de nitrdgeno, carbohidratos y cofactores
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gue estimulan su produccion (Settanni et. al.,2008). Sin embargo estos

compuestos han logrado ser sintetizados en otros medios.

Los reportes demuestran la facilidad de los enterococos por crecer en medio MRS,
el cual es un medio de propésito general para la cuantificacién de lactobacilos,
pero la formulacion MRS fue desarrollada, con el fin de contar con un medio que
promoviera un buen crecimiento de las bacterias acido lacticas en general. Asi
bien, los géneros que pueden desarrollarse son: lactobacilos, enterococos,
estreptococos, pediococos Yy leuconostoc. Su crecimiento se ve favorecido
considerablemente mediante condiciones de microaerofilia. Se puede hacer mas
selectivo mediante un ajuste en el pH, ya que los lactobacilos toleran mas bajos
niveles de pH que los estreptococos (pH 5.0-6.5), y los pediococos y leuconostoc
crecen mejor dentro de este rango (OXOID Manual, 1990). Como ejemplo se tiene
la produccion de las enterocinas L50A, L50B e IT, por Enterococcus faecium IT62,
una cepa aislada de un “rye-grass italiano” o Bacillo (zacate nativo del
Mediterraneo), luego del crecimiento de esta cepa en medio MRS (Izquierdo et.
al., 2008).

En otras investigaciones el medio de cultivo empleado es el APT (All Purpose
Tween), el cual se usa para cultivar lactobacilos heterofermentativos y otros
organismos con alto requerimiento de tiamina. Moreno y colaboradores en el 2002
demostraron el rango de actividad antibacteriana de 2 enterocinas, B1 y B2,
producidas por E. faecium LMG 19827 y E. faecium LMG 19828, cuando su
crecimiento se habia llevado a cabo en medio APT, teniendo actividad inhibitoria
sobre 10 cepas de Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus y Bacillus

pumilus, pero sin efecto sobre bacterias Gram-negativas (Moreno et. al., 2002).

El TSB (Caldo Soya Tripticaseina) es un medio utilizado para cultivar una amplia
variedad de microorganismos. Este es recomendado para el cultivo de Brucella vy,
bajo condiciones de anaerobiosis, para el cultivo de Clostridium. Algunos autores

lo recomiendan para el cultivo de Histoplasma capsulatum. Adicionado de 6.5% de
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cloruro de sodio puede ser utilizado para el crecimiento selectivo de estreptococos
del grupo D. A pesar de no ser un medio selectivo para los enterococos, se ha
demostrado su capacidad de crecer en este medio y producir sustancias
inhibitorias parecidas a bacteriocinas (BLIS) (Alvarez- Cisneros, en prensa), en
este mismo trabajo se adaptaron dos cepas de E. faecium (MXVK29 y MXVL22) a
un medio denominado Caldo Caseina-Glucosa (CGB), en el cual la cepa de E.
faecium MXVK29, result6 ser productora de BLIS.

Con lo anterior, podemos inferir que no hay un uUnico medio de cultivo para la
obtencidon de sustancias antibacterianas por el género enterococos y que es
necesario que éstos encuentren las condiciones idoneas para lograr la sintesis de

dichos compuestos.
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3. Justificacion
En estudios de poblaciones bacterianas del queso Cotija se han encontrado
diferentes cepas de Bacterias Acido Lacticas (BAL) las cuales podrian tener un

interés biotecnolégico (Bravo A., 2008).

Recientemente se encontré que de las nueve cepas de BAL, los tres lactobacilos
encontrados y una cepa de enterococos presentaban actividad antibacteriana
(Delgado-Arciniega, 2010). Debe destacarse que todas estas fueron cultivadas en
medio MRS. Por otra parte, las que no presentaron actividad antibacteriana, se

encontraban en medio APT.

Dado que una cepa de enterococos cultivada en medio MRS presenta actividad
antibacteriana extracelular, ahora se pretende conocer si existe una relaciéon entre
el medio de cultivo y la sintesis de dichos compuestos, cultivando las seis cepas
de enterococos en diferentes medios descritos para el crecimiento y produccion de
compuestos antibacterianos por BAL. Ademas de probar si hay actividad inhibitoria
principalmente sobre Listeria monocytogenes y otros microorganismos de interés

en los alimentos.
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4. Hipotesis

Se ha visto que los enterococos pueden producir compuestos antibacterianos
en diferentes medios de cultivo disefiados para BAL, por ello se propone que
las seis cepas de enterococos aisladas del queso Cotija presentaran actividad
antibacteriana extracelular en alguno de los medios donde ya se ha reportado
la produccién de compuestos antibacterianos por otras BAL.

5. Objetivos

Determinar la presencia de actividad antibacteriana en seis cepas de enterococos
(3 Enterococcus faecium y 3 Enterococcus faecalis), aisladas del queso Cotija,
cultivados en medio MRS, TSB y CGB.

5.1 Objetivos patrticulares:

* Realizar cinéticas de crecimiento de las BAL aisladas del queso Catija, en
los diferentes medios de cultivo.

» Determinar el espectro de inhibicién de los sobrenadantes obtenidos sobre
microorganismos patdgenos y algunas bacterias acido lacticas de interés en

alimentos, a través de pruebas de difusion en agar.

» Determinar el tamafio aproximado de las proteinas con actividad

antibacteriana, a través de zimogramas.
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6. Metodologia

6.1 Caracterizacion de las cepas

Se trabajo con seis cepas de enterococos aisladas de queso Cotija (region origen),

con una maduracion de entre 73 y 78 dias. Dichas cepas son las siguientes:

Enterococcus faecalis (A), Enterococcus faecium (B), Enterococcus faecium (C),

Enterococcus faecalis (D), Enterococcus faecium (E) y Enterococcus faecalis (G)

(Bravo A., 2008). Estas se encontraban conservadas a -20C en esferas de vidrio

perforadas.

Los inOculos se prepararon, adicionando 2 esferas de vidrio con la cepa
correspondiente, por cada 20 mL de caldo MRS (OXOID), APT (Difco), TSB
(OXOID) y CGB. Estas se incubaron a 250 rpm, 37 C durante 24 h en una

incubadora INNOVA 4000, New Bronswick Scientific. A las 24 h de crecimiento, se

midié densidad 6ptica a 600 nm en un Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda

3A. De estos

microscopio para verificar su pureza.

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo

in6culos se hicieron tinciones de Gram y se observaron al

MRS APT
Nutriente g/L [ Nutriente g/L
Glucosa 20 | Digerido pancreatico de caseina | 12.5
Peptona 10 [ Glucosa 10
Bactopeptona proteasa 8 Extracto de levadura 7.5
Acetato de sodio 3H,0O 5 Citrato de sodio 5
Extracto de levadura 4 Cloruro de sodio 5
Fosfato de potasio dibasico | 2 Fosfato de potasio dibasico 5
Citrato de amonio 2 Tween 80 0.2
Tween 80 1mL | Sulfato de magnesio 0.8
Sulfato de magnesio 7H,O | 0.2 | Cloruro de manganeso 0.14
Sulfato de manganeso 4H,0 | 0.05 | Sulfato ferroso 0.04
Clorhidrato de Tiamina 0.001
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CGB TSB

Nutriente g/L | Nutriente g/L
Glucosa 10 | Peptona de caseina 17
Bactotriptona 20 | Glucosa 2.5
Extracto de levadura 5 | Peptona de soya 3
Fosfato de potasio dibasico 2 | Cloruro de sodio 5
Citrato de amonio 2 | Fosfato de potasio dibésico 2.5
Tween 80 1

Sulfato de magnesio 7H,0 0.1
Sulfato de manganeso 4H,0 | 0.05

Las seis cepas de Enterococcus se sembraron por agotamiento en medio
Kanamicina-Escualina-Azida de Sodio (KAA) para caracterizarlos. Las colonias
caracteristicas se observaron al microscopio y se le realiz0 la prueba de catalasa.
La presencia de burbujas indica que la prueba es positiva. Como control positivo

se utilizé una colonia de S. aureus.

Fundamento del medio Kanamicina-Escualina-Azida de Sodio (KAA): El agar
Escualina-Azida de Sodio es un medio selectivo cuando se usa un suplemento de
Kanamicina y se emplea para el aislamiento de Enterococcus en alimentos. El
medio contiene los componentes inhibitorios selectivos sulfato de kanamicina y
azida de sodio. También contiene un sistema indicador para detectar el
crecimiento de estreptococos hidrolizantes de escualina. Se forman colonias con
areas negras alrededor de las mismas debido a la formacion de compuestos
fendlicos de hierro, derivados de los productos de hidrélisis de escualina y Fe?*.
Las colonias de enterococos son circulares, blancas o grises con un diametro de
alrededor de 2 mm, rodeadas de zonas negras de al menos 1 cm de diametro
(Figura 8), (OXOID Manual, 1990).
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6.2 Cinética de crecimiento

Se prepararon preinéculos partiendo de las cepas conservadas adicionando 2
esferas de vidrio por cada 20 mL de caldo MRS, TSB y CGB. Las curvas de
crecimiento en medio APT fueron realizadas previamente por Delgado-Arciniega
en el 2010. Los preinéculos se incubaron a 250 rpm, 37°C durante 24 h o hasta
gue la densidad 6ptica a 600 nm fuera aproximadamente de 2. Posteriormente, a
50 mL de caldo fresco se adicion6 1 mL del preinéculo, (indculo al 2% v/v) y se
tomaron alicuotas de 1 mL cada 2 horas, desde las 2 hasta las 24h de
crecimiento, bajo las siguientes condiciones de incubacién: 250 rpm, 37°C. Asi
mismo se determiné el pH con un potenciometro HANNA HI 4211 y la densidad
Optica de cada uno de los puntos de la cinética de crecimiento a una longitud de
onda de 600 nm. Al final se graficé densidad éptica y pH en funcion del tiempo.

Una vez realizadas las cinéticas de crecimiento de las cepas en estudio, se
determinaron los tiempos a los cuales se obtendrian los sobrenadantes para ser
analizados. Ya que anteriormente se habia comprobado que al obtener los
sobrenadantes de la fase logaritmica tardia o fase estacionaria temprana, se

presentaba la maxima actividad antibacteriana (Delgado-Arciniega, 2010).

6.3 Obtencién del sobrenadante

A partir de un cultivo de 50 mL, se centrifugd a 10,000 rpm durante 20 min a 4°C
en una centrifuga Beckman J2-MC. Los sobrenadantes obtenidos se neutralizaron
a pH 7 con NaOH 50% m/v y posteriormente, se filtraron con una membrana de
0.45 um (Millipore). Las muestras se congelaron y se liofilizaron en un equipo
LABCONCO. Finalmente el sobrenadante liofilizado se resuspendié en buffer de
fosfatos (PBS) 100 mM, pH 7.
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6.4 Determinacion de proteina

A 800 pL de la muestra diluida (dilucién 10?) se le adicionan 200 pL del reactivo
de Bradford (Bio-Rad). La concentracién de proteina se determiné a una longitud
de onda de 595 nm en un espectrofotometro BIOMATE 3. Los valores obtenidos

se interpolaron en una curva patron de albumina sérica bovina (0-10 pg/mL).

Fundamento: Este método depende, de la interaccion relativamente inespecifica
entre un colorante hidrofébico (azul brillante de coomasie G-250) y las proteinas
en sus residuos basicos y aromaticos. Hay un cambio en el maximo de absorcion
del colorante de 465 a 595 nm, pasando de un color rojo a azul, y es este aumento
en la absorcién a 595 nm el que se mide (Bradford, 1976). Es relativamente
sensible a la presencia de contaminantes tales como restos de detergente y
liquidos organicos como el metanol. Su principal ventaja es que resulta mas rapido

y facil de emplear que otros métodos alternativos.
6.5 Difusién en agar

Para determinar el efecto antibacteriano se realizaron pruebas de difusion en agar
con los sobrenadantes tratados anteriormente. Se hicieron diluciones decimales

de E. coliy S. aureus para obtener el césped bacteriano adecuado.

Para elaborar las cajas donde se realizd el ensayo de difusion en agar, se
colocaron 20 mL de agar BHI al 1% m/v y se dejo solidificar. Posteriormente se le
adicionaron 10 mL de agar suave al 0.8 % m/v con la concentracion de células de
los microorganismos seleccionada (20 pL de la dilucion 6ptima). Con un
penicilindro se hicieron pozos sobre la doble capa de agar, en cada pozo se
agregaron 200 pL de cada uno de los sobrenadantes obtenidos. Las cajas se
incubaron a 37°C por 42 h en una estufa estatica Gravity Convection E-71.
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Finalmente se midi6 el diametro del halo de inhibicién de los microorganismos, con
la ayuda de un vernier. Se consideré como positiva la prueba cuando presentd un

halo de inhibicion nitido alrededor de la colonia y superior a 1 mm.

Para el estudio del espectro inhibitorio se usaron bacterias “blanco” para

demostrar la actividad de las cepas productoras.

Bacterias “blanco”: Escherichia coli DH5a, Staphylococcus aureus ATCC 6558
(cepas de la coleccién del laboratorio 312 Facultad de Quimica UNAM). Estas
bacterias se incubaron previamente en caldo cerebro-corazon (BHI-Difco) durante

6 h, partiendo de un preinéculo de 24 h en el mismo medio.

Como controles positivos se usaron los siguientes compuestos:

Nisaplin ®: Producto comercial cuyo compuesto activo es la nisina, una
bacteriocina natural producida por Lc. lactis, con actividad frente a una gran
cantidad de bacterias Gram (+) incluyendo a los géneros Listeria, Clostridium,
Bacillus y las BAL; causando su muerte, inhibiendo el desarrollo de células
vegetativas (destruccion de membrana citoplasmatica) o la germinacion de

esporas termorresistentes.

Kanamicina (OXOID): es un antibiético del grupo de los aminoglucésidos, de
amplio espectro, bactericida, activo sobre bacterias Gram positivas, Gram
negativas y Mycobacterium, por lo que usa para el tratamiento de una amplia
gama de infecciones. La kanamicina es producida por la bacteria Streptomyces

kanamyceticus.

6.6 Espectro de inhibicion

La actividad antagonista fue determinada por medio de la técnica de difusion en

agar, tal y como se describié anteriormente. Microorganismos Gram positivos y
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Gram negativos fueron empleados como “blancos” para este ensayo. Todos se
cultivaron en medio BHI de 8 a 12h a 37<C, partiend o de un preindculo de 24h en
el mismo medio. Estos microorganismos se obtuvieron del cepario y del laboratorio
312 de la Facultad de Quimica de la UNAM. Los microorganismos fueron los
siguientes: Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Yersinia enterocolitica,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Lactobacillus casei,
Lactobacillus brevis*, Lactobacillus paracasei*, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium (cepa B)*

y Enterococcus faecalis (cepa A)* (*Microorganismos aislados del queso Cotija)

6.7 Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-Tris-Tricina y zimogramas

Perfil electroforético

Con el fin de detectar compuestos proteinicos y su peso molecular se llevo a cabo
una electroforesis en geles de SDS-Tris-Tricina al 10% siguiendo la metodologia
descrita por Bazan-Gomez en 2007 (Mini Protean 3 System, Electrophoresis
Module, Bio-Rad Laboratories). Se emplean este tipo de geles ya que se sabe
proporcionan una mejor resoluciéon en la separacion de proteinas con peso
molecular entre 1 a 100 kDa (Schéagger y Von Jagow, 1987). Se emplearon
muestras del extracto crudo precipitado con TCA (&cido tricloroacético) al 10% v/v
durante 1 h a 4C, y se centrifugaron a 14, 000 rpm durante 15 min en una
centrifuga Biofuge Primo R, Haereus. Se desecho el sobrenadante y el precipitado
se lavo tres veces con acetona al 90% v/v. Se utilizaron 1.8 mL de muestra
(centrifugada, neutralizada y filtrada) para precipitar y posteriormente resuspender
en 20-30 pL de buffer de carga del gel (Tris-HCI 3M/SDS 0.3% buffer, pH 8.45) y
se utilizaron marcadores de peso molecular alto (SDS-PAGE Standards, High
range. No. de catalogo 161-0303. Bio-Rad Laboratories). Las condiciones de la

electroforesis fueron 80 V durante 3 h a temperatura de refrigeracion (4C).
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Las proteinas se tifieron con azul brillante de Coomasie G-250 (metanol 40% v/v,
acido aceético 10% v/v y azul de Coomasie al 2.5% m/v). Las imagenes se
obtuvieron mediante el uso del densitdmetro GS-700 (Bio-Rad) y se calcularon los

pesos moleculares aproximados de las proteinas.
Identificacion de las bandas con actividad

Para identificar las bandas con actividad antibacteriana se utilizaron geles de SDS-
Tris-Tricina al 10% con células embebidas con Micrococcus lysodeikticus (Sigma-
Aldrich) al 0.2% v/v.

Las condiciones de electroforesis son las mismas que las anteriores y
posteriormente se incubaron a 37C y 50 rpm durante 18 h en una solucién
renaturalizante (Tris-HClI 100 mM y Tritdbn 1%, pH 8) para que las proteinas

recobraran su actividad.

La actividad se detecto por la presencia de una banda clara o translicida sobre un
fondo opaco. Para aumentar el contraste, el gel fue tefildo con una solucién de
azul de metileno 0.1% v/v en KOH 0.01%v/v durante 20 minutos y posteriormente
destefiido con agua destilada hasta observar la aparicion de las bandas. Se
utilizaron los mismos marcadores de peso molecular para poderlos comparar entre

si.
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7. Resultados y discusién

Se verifico la pureza de todos los microorganismos empleados en la realizacién de
este trabajo, mediante la técnica de tincion de Gram. Esta es una tincién simple
gue clasifica a las bacterias como Gram positivas o0 Gram negativas, en funcion de
la composicion y estructura de la pared celular. Se comprobd que las 6 cepas eran

cocos Gram positivos, como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 2. Caracterizacién de las cepas de estudio

cepa | microorganismo Morfologia bacteriana
(microscopia)

A Enterococcus Cocos en pares Gram
faecalis positivos

B Enterococcus Cocos (pares y cadenas)
faecium Gram Positivos.

C Enterococcus Cocos (pares y cadenas,)
faecium Gram positivos

D Enterococcus Cocos en pares Gram
faecalis positivos

E Enterococcus Cocos (pares y cadenas)
faecium Gram positivos

G Enterococcus Cocos en pares Gram
faecalis positivos

Caracterizacion de las cepas

Anteriormente se menciond que los enterococos son bacterias no esporuladas, no
moviles, no formadoras de pigmentos, catalasa, reductasa y oxidasa negativas;
asi mismo son resistentes a la kanamicina. Con estos datos se decidié
caracterizar las cepas con respecto a su resistencia a la kanamicina y la ausencia

de la enzima catalasa.

En el aislamiento de las 6 cepas de enterococos en medio KAA todas lograron
hidrolizar la escualina y ademas se observaron colonias con areas negras
alrededor de las mismas (Figura7), debido a la formacion de compuestos fendlicos
de hierro derivados de los productos de hidrélisis de escualina y Fe?*, con lo cual

se termina de comprobar la naturaleza de las cepas como enterococos
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Figura 7. Colonias de Enterococos en medio KAA. A Enteroccocus faecalis; B Enterococcus
faecium; C Enterococcus faecium; D Enterococcus faecalis; E Enterococcus faecium y G
Enterococcus faecalis.

Como parte de la caracterizacion de estas cepas se realizd la prueba de
“catalasa”’, en la que todas tuvieron un resultado negativo, corroborando la
ausencia de la enzima catalasa. Esta enzima tiene la funcion de convertir al

peroxido de hidrégeno en oxigeno y agua.

Cinéticas de crecimiento

Existen varias técnicas que permiten la cuantificacion de los microorganismos.
Dentro de los métodos directos, en los cuales se establece la poblacion total de
microorganismos existentes en una muestra, se tiene el método de turbidimetria.
Este método propone que en una suspension bacteriana, la cantidad de
microorganismos ésta directamente relacionada con la turbidimetria o su densidad
Optica, e inversamente relacionada con la cantidad de luz que pasa por la misma

(Ramirez Gama et. al., 2006). En la Figuras 8, 9, 10 y 11 se muestran las cinéticas
de crecimiento de cada microorganismo en los diferentes medio evaluados. Se
presenta el promedio y la desviacidon estandar de 3 repeticiones para cada

experimento.
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Figura 8. Cinéticas de crecimiento de las cepas en estudio en medio MRS. Se presenta el promedio y
desviacion estandar de 3 réplicas.
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Figura 9. Cinéticas de crecimiento de las cepas en estudio en medio APT. Se presenta el promedio y
desviacion estandar de 3 réplicas.
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Figura 10. Cinéticas de crecimiento de las cepas en estudio en medio TSB. Se presenta el promedio y

desviacién estandar de 3 réplicas.
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Figura 11. Cinéticas de crecimiento de las cepas en estudio en medio CGB. Se presenta el promedio
y desviacion estandar de 3 réplicas.
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De acuerdo a las cinéticas de crecimiento realizadas en medio MRS, para cada una
de las cepas en estudio, se puede observar que éstas alcanzan una densidad 6ptica
de aproximadamente 1.0 (Abs 600nm) en el intervalo de 6 a 8 horas de crecimiento
lo cual demuestra su viabilidad y la buena adaptacion del inéculo al medio. Otra
forma de corroborar esta facilidad de adaptacion es la ausencia o la muy corta
duracion de la fase de latencia (Figura 8). Su maxima densidad Optica se encuentra

enelrangode 1.8a 2.3

En medio APT los enterococos alcanzaron densidades épticas de alrededor de 2 a
las 4 h de crecimiento, lo que corresponde a su fase logaritmica tardia (Figura 9).
Esto podria indicar que su capacidad de adaptacion al medio MRS es menor dado
gue tarda mas tiempo en llegar a esta fase y de las seis cepas, s6lo una (A:

Enterococcus faecalis) alcanza densidades oOpticas por arriba de 2.

En el medio TSB, a pesar de no ser un medio selectivo para BAL, el crecimiento es
muy parecido al desarrollado en el medio MRS, con fases de latencia cortas y en

algunos casos alcanzando densidades opticas por arriba de 2 (Figura 10).

Cuando las cepas de enterococos se cultivaron en medio CGB (Figura 11), el
comportamiento fue muy diferente al desarrollado en los otros 3 medios. Las fases
latencia eran muy cortas, pero a diferencia de las presentes en los demas medios,
en éste se alcanzaban densidades Opticas mayores a 2 y al llegar a la fase

logaritmica tardia éstas ya tenian una densidad oOptica de 4.

Por otro lado la cinética de crecimiento de cada una de las cepas de estudio fue
diferente, aunque las condiciones de crecimiento: temperatura y agitacion fueron las
mismas (Tabla 3). Esto indica que cada una de las cepas es diferente con respecto a

las otras, aunque se trate de la misma especie.

Dado que los enterococos presentan un metabolismo homofermentativo, es decir,
gue su fuente de carbono la degradan principalmente a acido lactico, esto se vio
reflejado en la disminucion del pH. En medio MRS se parte de un pH 5.7 inicial
hasta 4.43 para la menor acidificacion y 4.2 para la mayor, pertenecientes a la cepa

E y la D respectivamente, es decir que disminuye mas de una unidad. Pero en medio
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APT, el descenso de pH es mucho mayor ya que se parte de un pH de casi 6.7 y en
algunos casos cae a 4.2. Este fendmeno se repite en el medio CGB el cual inicia en
un pH de 6.42 y desciende hasta 3.8 para la maxima acidificacion por parte de las
cepas B, C y D. En TSB el comportamiento es diferente ya que no se presenté un
descenso tan importante en el pH, este inicia en un valor de 6.95 y en su maximo
descenso toma valores de 5.9 por efecto del metabolismo de las cepas A, Cy E, lo
cual se debe a que dicho medio es el que tiene la menor cantidad de glucosa (2.5

g/L) por lo tanto no hay mucho sustrato para la formacion de acido lactico.
Velocidad especifica de crecimiento

La constante especifica de la velocidad de crecimiento microbiano (1) se utiliza para
caracterizar el comportamiento de una poblacion. Su valor depende principalmente
de la composicion y concentracion del medio de cultivo, presencia de inhibidores,
temperatura y pH. Existen diversas expresiones para p: la mas difundida es la
ecuacion de Monod, que relaciona el valor de p con la concentracion de un
componente del medio de cultivo que esta en defecto respecto de los requerimientos

del microorganismo: el sustrato limitante.

Tabla 3. Velocidad especifica de crecimiento de los enterococos en los diferentes medios de cultivo

cepa MRS (1) APT (1) TSB (1) CBG ()
Cepa A 0.24 1.42 0.14 0.37
CepaB 0.39 1.49 0.31 0.38
CepaC 0.22 1.41 0.26 0.46
Cepa D 0.32 1.43 0.29 0.53
Cepa E 0.25 1.17 0.19 0.47
Cepa G 0.34 1.2 0.34 0.52

Al analizar la tabla anterior vemos que los mayores valores de constantes de
velocidad pertenecen a las cepas en medio de cultivo APT, donde la fase logaritmica
dura tan s6lo 2 horas. Muy al contrario en medio TSB se presenta los valores mas
bajos demostrando la baja adaptabilidad de las cepas de enterococos a dicho medio.
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Tiempo de obtencién del sobrenadante

Una vez realizadas las cinéticas de crecimiento de la cepas en estudio en cada
medio de cultivo, se determinaron los tiempos a los cuales se haria la obtencion de
los sobrenadantes, ya que anteriormente se ha comprobado que al obtener los
sobrenadantes en fase logaritmica tardia o fase estacionaria temprana, estos
presentan la maxima actividad antibacteriana (Delgado-Arcinega, 2010; Maisnier-
Patin, et al., 1996)

Tabla 4. Tiempos de obtencién de los sobrenadantes de las cepas en estudio

cepa | MRS | APT | TSB | CGB
(h) F. F. F. F. F. F. F. F.
logaritmica | estacionaria | logaritmica | estacionaria | logaritmica | estacionaria | logaritmica | estacionaria
A 8 14 4 8 6 9 4 9
B 8 14 4 8 6 10 4 8
C 8 14 4 8 6 10 4 8
D 6 14 4 8 8 10 4 10
E 8 14 4 8 6 10 5 10
G 10 15 6 8 6 10 4 10

En numerosos estudios se ha observado que la estabilidad de los compuestos
antibacterianos, en especial las bacteriocinas, disminuye de manera considerable al
incrementarse la concentracion y purificacion de las mismas (De Vuyst y Vandamme,
1994; Moreno et. al, 2002).

La concentraciéon y purificacién de compuestos antibacterianos de origen proteinico
no resulta facil, algunas de las complicaciones se encuentran relacionadas con la
tendencia que tienen dichos compuestos para interaccionar con otras moléculas
(grasa o particulas proteinicas) presentes en el medio de cultivo, dado a su alto
grado de hidrofobicidad y formacién de agregados proteinicos (De Vuyst, 1995).

Con respecto a lo anterior, en el grupo de trabajo se ha implementado una técnica
para concentrar el sobrenadante, la cual incluye una centrifugacion, en la cual se
eliminan las células presentes en el medio, seguido de una neutralizacion que
asegura que el efecto inhibitorio no sea por causa de la presencia de acido lactico,
después se filtra con una membrana para cerciorarnos de la completa eliminacion de

células y finalmente se liofiliza para concentrar la cantidad de compuestos presentes
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en el mismo. Por medio de este sistema se logré determinar la actividad inhibitoria

de los extractos.
Determinacion de proteina

En la siguiente tabla se muestran las concentraciones de proteina, de cada uno de
los sobrenadantes crudos de las 6 cepas de enterococos, producidas en los

diferentes medios de cultivo.

Tabla 5. Determinacién de proteina por método de Bradford

cepa | MRS APT | TSB | CGB
mg F. F. F. F. F. F. F. F.
Proteina logaritmica estacionaria logaritmica estacionaria logaritmica estacionaria logaritmica estacionaria
/mL
A 2.16 3.79 3.55 3.50 1.71 1.78 0.97 1.49
B 4.64 6.81 2.5 2.22 2.52 2.00 1.69 2.54
C 4.99 4.87 3.27 1.89 1.97 2.37 2.428 2.69
D 5.16 4.65 1.02 1.94 2.24 3.03 1.542 2.21
E 2.81 3.76 2.31 2.46 1.74 3.14 2.669 4.04
G 3.68 2.52 2.48 2.9 2.24 2.09 1.616 2.46
Medio de 2.52 2.48 1.91 1.69
cultivo

Se observa que la cantidad de proteina presente en los extractos de los 4 medios,
es muy diferente. Podemos ver que en medio MRS y APT se dan las maximas
concentraciones, mientras que en medio CGB estan las menores. Esto podria
deberse a varias razones: la influencia del medio de cultivo en la sintesis de

proteinas o la concentracion de proteina perteneciente a cada medio.

Pruebas presuntivas en difusion en agar

Los métodos de susceptibilidad antimicrobiana o antibiogramas son métodos in vitro
gque determinan la susceptibilidad de los microorganismos a una variedad de
de

estandarizadas (Palavecino, 1997). EI método de difusién en agar consiste en poner

agentes antimicrobianos, bajo condiciones laboratorio especificas vy

en contacto al agente antimicrobiano, en una concentracion determinada, con el

microorganismo en una placa de agar y cuando este difunde se produce una zona
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de inhibicion. La zona de inhibicion se mide y se relaciona inversamente con la

concentracion del agente.

En seguida pueden observarse las placas obtenidas en la prueba de difusion en
agar; usando como microorganismos “blanco” a S. aureus y E. coli. En cada placa se
probaron los sobrenadantes de la fase logaritmica y de la fase estacionaria con los

tiempos sefialados en la Tabla 4.

El extracto obtenido del crecimiento, de las cepas de enterococos, en medio MRS
dio como resultado un leve efecto inhibitorio contra S. aureus (Figura 12), ya que el
crecimiento de éste se ve disminuido notablemente, pero no por completo. En el
caso de E. coli el comportamiento es diferente ya que aqui si se presenta una
completa ausencia de crecimiento alrededor de los pozos (Figura 13). Muy pocos
reportes revelan la produccion de compuestos antibacterianos producidos por
enterococos, que tengan actividad sobre bacterias Gram negativas, entre los pocos
ejemplos se encuentra una bacteriocina de 3.9 kDa producida por Enterococcus
mundtii ST15 el cual fue cultivado en medio MRS (De Kwaadsteniet et al., 2005).

A B
A B A B
C D c D
E G E G

Figura 12. Técnica de difusién en agar, donde se muestran los halos de inhibicién de las cepa A, B,
C, D, Ey G en medio MRS contra S. aureus. A fase logaritmica; B fase estacionaria
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Figura 13. Técnica de difusion en agar, donde se muestran los halos de inhibicion de las cepa A, B,
C, D, Ey G en medio MRS contra E. coli. A fase logaritmica; B fase estacionaria

Aparentemente los resultados obtenidos con los sobrenadantes del crecimiento en
medio APT, indican un efecto inhibitorio (Figura 14 y 15). Sin embargo al aplicar
como control negativo el medio de cultivo (APT) con el mismo tratamiento de
semipurificacidon que los concentrados, se observa que el efecto viene dado por éste
(Figura 20) y no por una produccion de compuestos antibacterianos por parte de las
cepas de Enterococcus.

A B

Figura 14. Técnica de difusién en agar, donde se muestran los halos de inhibicién de las cepa A, B,
C, D, Ey G en medio APT contra S. aureus, A fase logaritmica; B fase estacionaria.
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Figura 15. Técnica de difusién en agar, donde se muestran los halos de inhibicién de las cepa A, B,
C, D, Ey G en medio APT contra E. coli, A fase logaritmica; B fase estacionaria.

En las Figuras 16 y 17 se puede observar que cuando las cepas son cultivadas en
medio TSB, estas no logran sintetizar ningan tipo de compuesto antibacteriano
contra los microorganismos indicadores, ya que el césped bacteriano no muestra
halos de inhibiciéon, por el contrario, alrededor de los pozos se incrementa el
crecimiento bacteriano, lo que indica que los microorganismos estan aprovechando

los nutrientes y/o compuestos presentes en el extracto para desarrollarse.

A B

Figura 16. Técnica de difusién en agar, donde se muestran los halos de inhibicién de las cepa A, B,
C, D, Ey G en medio TSB contra S. aureus, A fase logaritmica; B fase estacionaria.
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Figura 17. Técnica de difusion en agar, donde se muestran los halos de inhibicion de las cepa A, B,
C, D, Ey G en medio TSB contra E. coli, A fase logaritmica; B fase estacionaria.

Los resultados obtenidos después de emplear el medio CGB indican que el
crecimiento de S. aureus disminuye pero no es significativo, ya que las colonias que
estan alrededor de los pozos, logran ser de un tamafio considerable. Por otro lado el
extracto alcanza a inhibir por completo el crecimiento de E. coli. Mas adelante se
hablara de reportes de enterocinas, BLIS y péptidos producidos por enterococos que
tienen actividad contra bacterias Gram positivas y en algunos casos contra Gram

negativas.

Figura 18. Técnica de difusién en agar, donde se muestran los halos de inhibicién de las cepa A, B,
C, D, Ey G en medio CGB contra S. aureus, A fase logaritmica; B fase estacionaria.
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Figura 19. Técnica de difusion en agar, donde se muestran los halos de inhibicion de las cepa A, B,
C, D, Ey G en medio CBG contra E.coli, A fase logaritmica; B fase estacionaria.

APT MRS

CGB TSB

Figura 20. Técnica de difusion en agar, donde se muestra el efecto de los medio de cultivo: MRS,
TSB, APT y MRS contra E.coli.

Con los resultados mostrados en las Figuras 12 y 13 se demostré que en el medio
MRS se producen los mejores resultados en términos de actividad antibacteriana de
todas las cepas, mientras que en el medio CGB (Figura 19) solo tres de ellas (B, Cy
E) mostraron actividad inhibitoria. Debido a la complicada preparacion del medio
CGB y que solo tres cepas logran sintetizar compuestos con actividad, como primera
aproximacion se podria elegir al MRS como medio modelo para estudiar la sintesis y
naturaleza de los compuestos con actividad antibacteriana por las 6 cepas de este

trabajo.
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Cabe sefalar que la produccién de proteina pareceria ser menor en medio CGB y
TSB, ya que en estos medios el maximo de concentracion es de 2.5 mg proteina/mL
comparado con el maximo de concentracion en medio MRS que es por arriba de 6
mg proteina/mL. Para el medio CGB ésta podria ser la razon del porque no se
observa actividad inhibitoria por las 6 cepas de enterococos, ya que probablemente

no se estén alcanzando las concentraciones necesarias para visualizar el efecto.

Los factores ambientales son los parametros clave que han marcado influencia
sobre la tasa de crecimiento y la formacién de sustancias antibacterianas por
bacterias. Ademas, en el caso de bacteriocinas y otros compuestos proteicos, la
produccion depende en gran medida la composicion del medio (Settanni et. al.,
2008).

Con los resultados obtenidos se observa que la adaptacién a un medio de cultivo y
su viabilidad en el mismo no esta relacionada con la capacidad de sintesis de
proteinas. Esto se observd con el caso particular de las 6 cepas de Enterococcus
sp. en medio CGB, donde las D.O. (600nm) >3.5, las maximas alcanzadas en todos
los medios y que presentaron las menores concentraciones de proteina/mL (Tabla
5). Por lo que podria decirse que este medio de cultivo no favorece la sintesis de

proteinas y compuestos antibacterianos.

Analizando la composicion de los medios vemos gque a simple vista son similares, es
decir, se componen en esencia de los mismos nutrientes. Sin embargo las
concentraciones de algunos de ellos varian considerablemente entre los diferentes
medios a demas se cuenta con otros micronutrientes. Dentro de los nutrientes que
mas se han investigado por su relacibn con la produccion de compuestos
antibacterianos (bacteriocinas y BLIS) son la fuente de carbono (Settanni et. al.,
2008; Audisio et. al., 2001; Parente et. al., 1997; Wenhua et.al., 2005; De Vuyst,
1995) la fuente de nitrégeno (De vuyst, 1995, Settanni et. al., 2008; Chan et.al.,
2002) y la concentracion de NaCl (Neysens et. al., 2003).
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Efecto de la fuente de nitrogeno

Se ha demostrado que la concentracion o ausencia de la fuente de nitrdgeno,
peptona y/o extracto de levadura, ayuda al incremento de la produccién de
compuestos antibacterianos (bacteriocinas) en Enterococcus faecium (Pantev A.
2002). Settani et. al., en el 2008, al estudiar el efecto de la fuente de nitrégeno
sobre la produccion de BLIS, encontré que el mayor efecto negativo era observado
para los casos de BLIS WGJ40.2 y BLIS WGK53 cuando la fuente de nitrdgeno solo
era triptona y extracto de carne. En otro estudio donde se prueba el efecto del
extracto de carne para la produccion de un péptido con actividad antimicrobiana
(ST4SA), se cree que los bajos resultados al usar esta fuente de nitrogeno es
porque probablemente dicho extracto contenia proteasas que estuvieran
degradando el péptido (Todorov y Dicks, 2009). La triptona, también llamada
peptona-caseina de tipo I, es un digerido pancreatico que contiene todos los
aminoacidos que se encuentran en la caseina, asi como las grandes fracciones
peptidicas. Aclarando lo anterior, podemos relacionar ese efecto negativo en la
produccion de BLIS con el que se observa en este estudio, de los extractos
obtenidos del medio TSB, el cual contiene peptona-caseina y peptona de soya como
fuente de nitrogeno. Debe comentarse que todos los medios de cultivo contienen un
tipo de digerido pancreatico de caseina a excepcion del MRS el cual sélo contiene
peptona, bactopeptona proteasa y extracto de levadura. Varios autores informan que
se observa un incremento en la actividad de algunas bacteriocinas al aumentar las
concentraciones de nitrégeno (Settanni et. al., 2008) y nuestros resultados muestran
este mismo comportamiento ya que el MRS tiene un contenido de 22g/L de proteina
(sumando los componentes con naturaleza proteinica) contra un promedio de 20g/L

de los demas medios.

Muy por el contrario, otros autores hacen referencia a los buenos rendimientos de
produccion de compuestos antibacterianos en presencia de triptona. Todorov S. y
Dicks L., en el 2005 demostraron que la produccién de una bacteriocina (ST28MS)
se veia estimulada por la presencia de triptona (20g/L), mientras que otra (ST26MS)
no recibia tal estimulo, ambas bacteriocinas sintetizadas por Lactobacillus plantarum

ST194BZ. Asi bien, la expresion y produccion optima de un péptido antimicrobiano
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de Enterococcus mundtii necesita de la presencia de triptona, extracto de levadura o
una combinacion de ambas (12.5 g/L + 7.5 g/L) para su crecimiento en un medio
MRS modificado (Todorov y Dicks, 2009); este mismo fenOmeno se presenta en la
sintesis de la bacteriocina ST23LD por otra cepa de Lactobacillus plantarum
(Todorov y Dicks, 2006). Ahora bien, el analisis de lo anterior nos lleva a suponer
gue el medio de cultivo TSB es deficiente en triptona, ya que las tres referencias
aqui mencionadas tienen como concentracion optima de triptona 20g/L y el medio
TSB (OXOID) tiene tan so6lo 17g de la misma.

En el estudio del efecto del medio de cultivo para la producciéon de las bacteriocinas
ST28MS y ST26MS se vio el efecto negativo de la presencia de soya como fuente
de nitrégeno, ya que los rendimientos en la produccion eran sumamente bajos. Con
esto se intuye que la inhibicibn de sintesis de proteinas por las 6 cepas de
enterococos en este estudio, no s6lo se debe al efecto de la baja concentracién de
triptona, sino que ademas el medio TSB contiene 3g/L de peptona de soya (Todorov
y Dicks, 2005%).

Efecto de la fuente de carbono

La fuente de carbono resulta ser un factor ampliamente analizado, donde algunos
reportes indican que la maxima produccion de compuestos antibacterianos, en
especifico para bacteriocinas, se ve favorecida en concentraciones iniciales de
glucosa de 20g/L. Aunque también se ha observado que un aumento de esa
concentracion inicial no es proporcional al incremento en la sintesis de estos
compuestos (Parente E. 1997). Esto mismo se demostrd en el trabajo de Todorov y
Dicks en el 2005 al tratar de identificar la fuente de carbono para la produccion
optima de una bacteriocina, donde se concluyo que la glucosa a una concentracion
de 20g/L daba los mejores resultados para obtener la mejor actividad, si bien a
concentraciones de 30 y 40 g/L dicha actividad se veia reducida a la mitad. Settanni
en su trabajo del 2008 reporta que la fuente de carbono es de los parametros mas
importantes, ya que en ausencia de carbohidratos no hay produccion de BLIS por
parte de E. mundtii WGJ20.1, WGJ40.2 y WGK53. En esa misma investigacion se
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compara la produccion de BLIS en presencia de diferentes hexosas y pentosas,
dando como resultado que la glucosa es la mejor fuente de carbono para favorecer

la produccién de dichos compuestos.

Los cuatro medios de cultivo de este trabajo contienen glucosa, pero en diferentes
concentraciones, siendo el medio TSB el que presenta la mayor deficiencia y el MRS
guien contiene los 20 g/L ideales para produccion de compuestos antibacterianos

segun lo antes mencionado.
Efecto de NaCl

Algunos estudios describen el efecto desfavorable de la adicion de sal (NaCl) en la
produccién y actividad de proteinas extracelulares por BAL. En contraste, cuando
ésta se aplica a bajas concentraciones (10-20 g/L), el cloruro de sodio ejerce un
efecto benéfico en la produccion de sakacina P y lactacina 481, dos bacteriocinas
producidas por Lactococcus sakei y lactococcus lactis, respectivamente (Neysens P.
et. al., 2003). En el presente trabajo se puede concluir que la presencia de NaCl no
favorece la actividad de las proteinas extracelulares, de hecho se podria pensar que
si hay produccién de estas, pero la presencia de sal podria estar inhibiendo su
actividad; ya que en los medios de cultivo donde no se detectd actividad
antibacteriana hay NaCl en su formulacion, pero las concentraciones de proteina son
mucho mayores que en CGB, donde si se observa actividad inhibitoria sobre los
microorganismo indicadores. Por otro lado se debe tomar en cuenta que las cepas
de este estudio fueron aisladas de un queso con una concentracion de NaCl
aproximadamente del 3.5% m/m lo que nos llevaria a cuestionarnos si dentro de esta
matriz alimentaria hay produccion de los compuestos antibacterianos detectados en

este trabajo.
Efecto de otros nutrientes

Se ha visto que en general el Tween 80, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso
y el citrato de amonio, no tienen efecto sobre la produccion de sustancias de

caracter inhibitorio (Settanni et. al., 2008). Como caso particular se tiene que en la
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produccién de nisina la concentracion de sulfato de magnesio no tiene efecto

significativo sobre los rendimientos (De Vuyst & Vandamme, 1994).

Por otro lado Todorov y Dicks en el 20052 indican que la adicion de tween 80 al
medio donde se estaban produciendo 2 bacteriocinas, so6lo una lograba ser
estimulada positivamente (ST28MS), mientras que la produccion de la otra bajaba
considerablemente (ST26MS). En otro estudio sobre la produccion de un péptido
antimicrobiano se tuvo que con la adicién de tween 80 incrementa hasta en un 50%

la sintesis del mismo (Todorov y Dicks, 2009).

Varios autores explican que la presencia de fosfato de potasio dibasico no tiene
efecto directo sobre la produccidn bacteriocinas, sin embargo es la mejor fuente de
iones potasio, asi como agente tampon (De Vuyst y Vandamme, 1994). En el trabajo
de Todorov S. y Dicks L. en el 2005° se demuestra que a concentraciones de 10 y
20 g/L de fosfato de potasio dibasico se estimula la sintesis de un péptido con

actividad antimicrobiana.

En general la presencia de estos nutrientes se debe a que cubren las necesidades

de algunos acidos grasos, factores de crecimiento y micronutrientes.
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Actividad especifica de las cepas productoras de compuestos antibacterianos

Después de detectar en que medio de cultivo las cepas lograban sintetizar
compuestos antibacterianos contra los microorganismos indicadores, se decidid
elegir la fase de crecimiento en la cual la actividad especifica, determinada como

mm de inhibicibn/mg de proteina, era mayor. Obteniendo los siguientes resultados

Tabla 6. Actividad especifica de las cepas cultivadas en medio MRS contra el microorganismo

indicador S. aureus. Se presenta el promedio de 3 réplicas.

cepa mm de inhibicion /mg proteina
a logaritmica 48.52
b logaritmica 23.43
¢ logaritmica 22.12
d logaritmica 29.48
e logaritmica 41.61
g logaritmica 42.66
a estacionaria 40.97
b estacionaria 19.67
c estacionaria 29.90
d estacionaria 30.20
e estacionaria 38.72
g estacionaria 57.72

Tabla 7. Actividad especifica de las cepas cultivadas en medio MRS contra el microorganismo

indicador E. coli. Se presenta el promedio de 3 réplicas.

cepa mm de inhibicién /mg
proteina
a logaritmica 40.82
b logaritmica 22.25
¢ logaritmica 6.01
d logaritmica 14.21
e logaritmica 27.23
g logaritmica 24.43
a estacionaria 21.08
b estacionaria 6.37
¢ estacionaria 16.78
d estacionaria 20.42
e estacionaria 22.17
g estacionaria 35.04
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Con los datos de actividad especifica (Tabla 6 y 7) se encontré6 que la maxima
actividad de las cepas A, B y E era cuando se encontraban en la fase logaritmica
tardia, que corresponde en promedio a las 8 horas de crecimiento, mientras que
para las cepas C, D y G la maxima actividad se daba cuando llegaban a la fase

estacionaria temprana, es decir entre las 12 y 14 h de crecimiento.

Analizando los valores obtenidos de actividad especifica sobre S. aureus las cepas
A en fase logaritmica y G en fase estacionaria, muestran los valores mas altos y las
cepas B en fase logaritmica y C en fase estacionaria tienen las actividades mas
bajas. Por otro lado, contra E. coli se repite que las cepas A en fase logaritmicay G
en fase estacionaria, sean las de mayor actividad mientras que la cepa D en fase

estacionaria es la de menor actividad.

Tabla 8. Actividad especifica de las cepas cultivadas en medio CGB contra el microorganismo

indicador E. coli. Se presenta el promedio de 3 réplicas.

cepa mm de inhibicién /mg
proteina
a logaritmica 0.00
b logaritmica 32.54
c logaritmica 29.51
d logaritmica 0.00
e logaritmica 0.00
g logaritmica 0.00
a estacionaria 0.00
b estacionaria 0.00
C estacionaria 0.00
d estacionaria 0.00
e estacionaria 11.15
g estacionaria 0.00

Como se menciond anteriormente, cuando las cepas crecieron en medio CGB, no
todas lograron sintetizar compuestos antibacterianos. Del analisis de actividad
especifica se tiene que solo las cepas B, C y E en fase logaritmica tardia muestran
una inhibicién del crecimiento de E. coli (Tabla 8). Con respecto a los resultados

vemos gue la cepa B es la que presenta una mayor actividad especifica. Tanto la
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cepa B como la C presentan valores bastante mayores en este medio que los
obtenidos en medio MRS.

Espectro de inhibicién

Se tienen antecedentes respecto a compuestos antibacterianos, principalmente de
origen proteinico (bacteriocinas y PGH’s) producidos por las BAL que presentan la
capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias Gram + y algunas de ellas incluso
poseen actividad contra microorganismos patdogenos Yy causantes de la
descomposicion en los alimentos, tal es el caso de las siguientes especies: Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Pseudonomas aeruginosa,
Clostridium perfringens, (De Vuys y Vandamme,1994) Salmonella typhimurium,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus entre otras.

Entre las bacterias Gram (+) presentes en este estudio y de importancia por su
patogenicidad estan S. aureus y L. monocytogenes. S. aureus e€s un importante
patdgeno bacteriano que es responsable de una gama amplia y divergente de las
infecciones humanas y animales, incluyendo mediadas por toxinas, enfermedades
transmitidas por los alimentos. En muchos paises, S. aureus es considerado el
segundo o tercer patdgeno bacteriano mas frecuente como causa de brotes de
intoxicacion alimentaria, después de Clostridium perfringens y Salmonella (Mufoz et.
al., 2007). Entre los alimentos que frecuentemente se ven involucrados en el
envenenamiento alimentario causado por Staphylococcus se encuentran la carne y
los productos carnicos; los productos avicolas y los huevos; las ensaladas como la
de huevo, atun, pollo, papas y macarrdn; los productos de panaderia como los
pasteles rellenos con crema, las tartas cremosas y los chocolates; y ademas, la leche
y los productos lacteos (Referencia en linea 3). L. monocytogenes estd ampliamente
distribuida en el ambiente, se encuentra en suelo y agua, los vegetales llegan a ser
contaminados directamente por el suelo o simplemente por estiércol usado como
abono. Esta presente en animales saludables (especialmente el ganado vacuno,
ovejas y aves), estos pueden portar la bacteria, sin parecer enfermos, y pueden

contaminar alimentos de origen animal como carnes y producto lacteos.
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Recientemente se sabe que B. cereus llega a causar toxoinfecciones y se conoce
gque son dos tipos de enfermedades causadas por dos tipos de metabolitos
diferentes. Los sintomas del envenenamiento alimentario tipo diarreico causado por
B. cereus son muy parecidos a los ocasionados por Clostridium perfringens. Se han
aislado algunas cepas de B. subtilis y B. licheniformis en corderos y pollos
involucrados en casos de envenenamiento por alimentos. Estos microorganismos
han demostrado producir una toxina altamente termoestable, semejante al tipo de

toxina producida por B. cereus causante de vomitos (Referencia en linea 3)

Varias especies de la familia de enterobacterias son responsables de enfermedades
infecciosas, que pueden adquirir caracter epidémico; en el caso de los productos
lacteos, Salmonella spp. y E. coli son las mas alarmantes. Yersinia enterocolitica es
un nuevo género de importancia en lacteos, ya que tiene la capacidad de crecer y
reproducirse en camaras frigorificas y asi se puede encontrar en la leche y en los
helados (Alais, 1985). Este microorganismo también se desarrolla en otros alimentos
tales como carnes de cerdo, de vaca, de cordero, etc., en las ostras y el pescado
(Referencia en linea 3). Pseudomonas aeruginosa (Gram -), también pertenece a las
enterobacterias, presenta problemas en la industria alimentaria ya que puede
descomponer los alimentos que se mantienen en refrigeracion al mantener un
metabolismo basal en estas condiciones y producir enzimas hidroliticas, ademas de
su actividad como bacteria patdogena (Soberon G., en red). La leche contiene
frecuentemente bacterias pertenecientes al género Pseudomonas, transportadas
principalmente por el agua impura. Las especies mas representativas en la leche

son: P. fluorescens, P. aeuroginosa y P. putida (Alais, 1985).

Con todos estos antecedentes el proyecto continué con el analisis de los
sobrenadantes obtenidos a partir de las cepas de enterococos en la fase de mayor
productividad, buscando algun tipo de inhibiciébn sobre los microorganismos antes
descritos.

Como primer paso, se realizo la tincion de Gram de cada microorganismo “blanco”,

para confirmar su pureza (Tabla 9) y su morfologia microscopica.
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Tabla 9. Tincién de Gram de las cepas para el espectro de inhibicién

microorganismo Descripcion /Tincion de Gram | Tincion de Gram
P. aeruginosa Bacilo Gram negativo

S. pyogenes Coco Gram positivo

S. aureus Coco Gram positivo

E. coli Bacilo Gram negativo

S. typhimurium Bacilo Gram negativo
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L. brevis*

L. paracasei*

B. cereus

B. subtilis

E. faecium (B)*

Bacilo Gram positivo

Bacilo Gram positivo

Bacilo Gram positivo
*La tincion tiene residuos de

Safranina.

Bacilo Gram positivo

Coco Gram positivo
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E. faecalis (A)*

Coco Gram positivo

L. monocytogenes

Bacilo Gram positivo

P. cerevisiae

Coco Gram positivo

L. rhamnosus

Bacilo Gram positivo

L. casei

Bacilo Gram positivo

L. plantarum

Bacilo Gram positivo
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Y. enterocolitica Bacilo Gram negativo

Después de comprobar la pureza de las cepas, se realiz6 la prueba de difusion en
agar. Con el fin de mantener estas mismas condiciones en experimentos futuros, se
midié la densidad 6ptica (600nm) lo cual nos permitié tener un mayor control sobre la

reproducibilidad.

Tabla 10. Condiciones para realizar la prueba de difusion en agar

Microorganismo D.O. 600nm
E. coli 2.2
S. aureus 1.8
S. typhimurium 1.4
B. cereus 1.03
B. subtilis 1
L. monocytogenes 1.7
S. pyogenes 1.8
P. aeruginosa 1.2
Y. enterocolitica 2.9
P. cerevisiae 11
Lb. casei 1.02
Lb. rhamnosus 1.02
Lb. plantarum 1.13
Lb. pentosus 2
Lb. paracasei 2.8
Lb. brevis 1.76
E. faecium 1.9
E. faecalis 23

En la Tabla 10 vemos que todos los microorganismos se adaptaron de forma

favorable al medio BHI ya que es un medio rico en nutrientes. Por otro lado se puede
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concluir que las bacterias acido lacticas crecen de buena manera en este medio,

alcanzando en su mayoria D.O. >1.5 y entre las bacterias Gram (-) E. coli y Y.

enterocolitica muestran los mejores resultados.

Al llevar a cabo la prueba presuntiva de difusion en agar, se obtuvo como resultado

la inhibicion de las siguientes cepas (Tabla 11) por los diferentes extractos, en su

mayoria pertenecientes al medio de cultivo MRS (Figuras 21 a 24).

Tabla 11. Espectro de inhibicion

Microorganismo

MRS

. coli

. aureus

. typhimurium

. cereus

. subtilis

. monocytogenes

. pyogenes

. aeruginosa

. enterocolitica

T <| T » | @ @ W O M

. cerevisiae

Lb. casei

Lb. rhamnosus

Lb. plantarum

Lb. pentosus

Lb. paracasei

Lb. brevis

E. faecium

E. faecalis

Cotter en su trabajo del 2005 sobre las bacteriocinas indica que estas tienen un

especial efecto inhibitorio sobre bacterias que estén relacionadas filogenéticamente

con la cepa productora. Dados esos antecedentes se probaron los extractos crudos
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contra 5 cepas de lactobacilos y 2 cepas de enterococos (cepa A y B), sin embargo
no se encontrd actividad inhibitoria en ninguno de los casos, lo cual haria que
descartaramos la posibilidad de tener bacteriocinas como compuestos
antibacterianos. Asi bien, de estos resultados también se puede inferir que los
compuestos extracelulares producidos por las 6 cepas de enterococos no tienen

efecto negativo sobre si mismas.

Son pocos los reportes que indican la produccion de compuestos antibacterianos
producidos por BAL y principalmente enterococos, que tengan actividad sobre
bacterias Gram negativas. Anteriormente se menciond que existen enterocinas
(clase 1) con capacidad de mostrar actividad contra bacterias Gram negativas
como: Salmonella enterica serovar Enteritidis, S. enterica serovar Choleraesuis, S.
enterica serovar Typhimurium, S. enterica serovar Gallinarum, Escherichia coli
0O157:H7, Yersinia enterocolitica, Shigella dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis (Line et. al., 2008; Izquierdo et. al., 2008). Asi como el caso de
Simonetta y colaboradores en 1997 que reportaron la actividad antibacteriana sobre
Vibrio cholerae de 7 cepas de Enterococcus faecalis, 5 de Enterococcus faecium y 4
de Enterococcus durans, aislados de leche y productos lacteos de Santa Fe
(Argentina). Un tercer estudio sobre la caracterizacion de un bacteriocina de 3944
Da producida por Enterococcus mundtii ST15 resulta tener actividad sobre bacterias
Gram positivas y Gram negativas tales como: Acinetobacter baumanii, Bacillus
cereus, Clostridium tyrobutyricum, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae,
Lactobacillus  sakei, Propionibacterium sp., Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus caprinus and Streptococcus pneumoniae (De
Kwaadsteniet et al., 2005). En estos tres estudios se aclara que no se ha podido
dilucidar la forma en que estos compuestos logran atravesar la membrana de las
bacterias Gram negativas para causar dafio. En algunos casos la permeabilidad de
la membrana de lipopolisacaridos se ve afectada por un cambio de polaridad, debido
a la presencia de altas concentraciones de sales y pH muy bajo, pero en nuestro

caso no se presentan esas condiciones.

Al analizar la actividad especifica (mm de inhibicibn/mg proteina) para cada una de

las cepas se observa que el extracto crudo perteneciente a la cepa D en medio MRS
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tienen la mayor o de las mas altas actividades inhibitorias sobre S. typhimurium, B.

cereus y Y. enterocolitica, la cepa C en medio MRS tiene la maxima actividad sobre

B. cereus, para inhibir a S. pyogenes el extracto de la cepa A en medio MRS tuvo

los mejores resultados y finalmente la cepa C en medio CGB muestra una notable

actividad sobre el crecimiento de L. monocytogenes. Cabe sefialar que en cada uno

de estos eventos se corroboro la actividad inhibitoria de los extractos sobre E. coli y

S. aureus.

Tabla 12. Actividad especifica del espectro de inhibicién. Se presenta el promedio de 3 réplicas

microorganismo mg S. S. B. cereus Y. L.
proteina Typhimurium pyogenes enterocolitica | monocytogenes
Extracto /mL mm de inhibicién/ mg de proteina
A-MRS 3.72 13.58 14.25 18.82 13.11 0
B-MRS 3.72 8.46 18.81 11.55 17.22 0
C-MRS 3.68 11.56 0 22.18 15.65 7.62
D- MRS 3.41 14.09 11.01 20.98 21.42 9.68
E- MRS 3.89 5.02 0 13.25 14.15 0.00
G- MRS 4.16 6.38 0 14.44 7.94 0.00
B-CGB 2.13 0 0 0 0 0.00
C-CGB 2.94 0 0 0 0 20.94
E-CGB 2.48 0 0 0 0 10.10
A
A B
C
C D
E
G
E G

Figura 21. Técnica de difusién en agar, donde se muestra el efecto de los extractos semipurificados
(MRS) sobre S. typhimurium (izquierda) y B. cereus (derecha)
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Figura 23. Técnica de difusién en agar, donde se muestra el efecto de los extractos semipurificados
(MRS) sobre S. pyogenes (izquierda) y L. monocytogenes (derecha).

Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-Tris-Tricina y Zimogramas

Dado que en las pruebas presuntivas 3 cepas presentaron actividad inhibitoria sobre
E.coli al estar cultivadas tanto en medio de cultivo MRS y CGB, se trat6é de dilucidar

si en ambos medios se producian los mismos compuestos antibacterianos.

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida es una herramienta
analitica indispensable ya que puede usarse para separar y comparar una mezcla
compleja de proteinas, evaluar la pureza de una proteina durante un proceso de
purificacion y provee algunos valores aproximados de las caracteristicas
fisicoquimicas de las proteinas como la composicion de subunidades, punto
isoeléctrico, tamafio y carga. En la electroforesis la migracion de las particulas o
moléculas cargadas ocurre cuando se establece un campo eléctrico. La velocidad de
migracion depende de la fuerza del campo eléctrico aplicado y la carga neta de las
moléculas a separar. La migracion diferencial de las proteinas dependera no sélo de
su tamafio sino también de su carga, pero cuando se trata de un gel en el que se ha
incluido un agente desnaturalizante como el dodecil-sulfato de sodio (SDS), se
pierde la estructura terciaria y cuaternaria de las proteinas y se uniforman las cargas
de las proteinas, llevando a que la migracién sélo dependa de su peso molecular
(Sanchez, 2008). Bajo este principio se identificaron los pesos moleculares de las
proteinas en cada uno de los sobrenadantes.
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Dentro de la técnica de purificacion previa a la electroforesis se incluye una
precipitacion con acido tricloroacético (TCA) para extraer las proteinas en solucion,
las cuales sufren una coagulacion que se produce probablemente por la interaccion
de los iones tricloroacetato con los grupos cargados positivamente de las proteinas.
Es un método popular en la preparacién de muestras para ensayos posteriores como
electroforesis porque puede concentrar la muestra, es efectivo para remover sales,
polisacaridos y muchos detergentes (como el SDS) de las proteinas (Montuenga,
2009).

Perfil electroforético

Este ensayo se realiz6 para las cepas que mostraron actividad inhibitoria en las
pruebas presuntivas de difusién en agar contra E. coli y S. aureus; en los medios de
cultivo MRS y CGB. Dichas cepas fueron: B Enterococcus faecium; C Enterococcus
faecium y E Enterococcus faecium. Como se mencioné en la metodologia los

extractos se precipitaron con TCA dando lo siguientes resultados.

Antes de cargar los geles con las muestras se determiné la cantidad de proteina de

cada extracto, con el fin de tener cantidades iguales en cada carril.

Tabla 13. Determinacién de proteina después de precipitar con TCA

cepa mg proteina /mL | pL/carril
B (MRS) 0.215 12.1
C (MRS) 0.215 12.1
E (MRS) 0.121 21.5
B (CGB) 0.176 14.7
C (CGB) 0.058 45
E (CGB) 0.073 35.7
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Con los datos de la Tabla 13 se puede comprobar que en medio CGB hay menor
produccion de proteinas extracelulares. En este caso la cepa C en medio CGB tiene
el valor mas bajo; por lo tanto el volumen y la cantidad de proteina a depositar en

cada carril se ajusto con base en ese valor.

Al analizar el gel de SDS al 10% de Tris- Tricina (Figura 25), se observa que en los 6
extractos hay varias bandas constitutivas que se encuentran presentes a pesar de
ser extractos de diferentes cepas de enterococos crecidos en medio de cultivo
diferente. La primera de ellas es una banda que tiene un peso de 21-22 kDa,
seguida de una de 32-34 kDa.

Este resultado corrobora que en ambos medios se sintetizan las mismas proteinas
extracelulares. Para la cepa B en medio MRS y CGB (carrill y 4) se presentan
bandas con peso de 88 y 87 kDa caracteristicas de esta cepa. En el caso de la cepa
C vemos que en ambos medios, produce una proteina extracelular de casi 80 kDa y

para la cepa E dos bandas de entre 67 y 70 kDa se presentan en ambos medios.

A pesar de que se coloco la misma cantidad de proteina en cada carril (2.6 ug
proteina total) se ve que las intensidades de las bandas son diferentes, en su

mayoria son mas gruesas en los carriles que pertenecen al medio CGB.
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200 kDa
116.3kDa
97.4 kDa 88.28
: 87.36
79.74 80.58 79.18
71.26 ' 74.59 68.05
66.2 kDa 67.85 '
67.86
63.28
45.5 kDa
34.18
32.40 31.61 32.94 32.53 34.22
22.21 22.11 22.21

Figura 25. Gel de poliacrilamida SDS- Tris-tricina al 10%.Sobrenadantes precipitados con TCA. M:
marcador de peso molecular alto (SDS-PAGE Standards, High range); 1: cepa B Enterococcus
faecium (MRS); 2: cepa C Enterococcus faecium (MRS); 3: cepa E Enterococcus faecium (MRS); 4:
cepa B Enterococcus faecium (CGB); 5: cepa C Enterococcus faecium (CGB); 6: cepa E
Enterococcus faecium (CGB)

El siguiente zimograma contra M. lysodeikticus (Figura 26) nos permite observar la
actividad inhibitoria de los extractos pertenecientes a la cepa E en los medios MRS y
CGB, con bandas de actividad a los 90 kDa y 63 kDa aproximadamente. De tal modo
se comprobd que la actividad antibacteriana esta dada por la presencia de proteinas

extracelulares y que en ambos medios de cultivo se producen las mismas proteinas.

Son pocos los compuestos antibacterianos producidos por enterococos que
presentan un peso molecular tan alto. En la mayoria de los casos estos son
bacteriocinas, que son péptidos de maximo 5 kDa de peso. Entre los pocos reportes
se encuentra una PGH (con 3 dominios) producida por E. faecalis que muestra un
dominio central llamado AtlA el cual fue activo contra M. lysodeikticus. En los
zimogramas de los extractos de E. faecalis los autores observaron dos bandas de

proteinas cataliticamente activas de 62 y 72 kDa. En ese trabajo se dice que el
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hecho de que el péptidoglucano de M. lysodeikticus sea muy susceptible a AtlA se
debe a una cantidad inusualmente grande de residuos no sustituidos de MurNac (-
Mureina y N-acetilglucosamina) que conducen a una molécula de bajo
entrecruzamiento por lo tanto esta pared es mas rapidamente solubilizada por la
enzima (Eckert et, al., 2006).

Con esto se podria pensar que las bandas que se observan para los extractos de la
cepa E es una PGH (péptidoglucano hidrolasa) ya que los pesos moleculares son
muy parecidos. Sin embargo se tendrian que hacer varios analisis que permitieran
asegurarlo. Dentro del grupo de trabajo se han logrado secuenciar proteinas
extracelulares pertenecientes a lactobacilos aislados del queso Cotija. En ese mismo
estudio se vio que una cepa de lactobacilo producia una PGH, la cual estaba
glicosilada y por lo tanto presentaba un peso muy grande de aproximadamente 100
kDa (Serrano, 2010).

M 1 2 3 4 5 6
200 kDa
116.3kDa
97.4 kDa
90 90
66.2 kDa 63 63
45.5 kDa

Figura 26. Gel de actividad- Tris-tricina contra el microorganismos indicador  Micrococcus
lysodeikticus. M: marcador de peso molecular alto; 1: cepa B Enterococcus faecium (MRS); 2: cepa C
Enterococcus faecium (MRS); 3: cepa E Enterococcus faecium (MRS); 4: cepa B Enterococcus
faecium (CGB); 5: cepa C Enterococcus faecium (CGB); 6: cepa E Enterococcus faecium (CGB)
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8. Conclusiones

Las cepas Enterococcus faecalis (A), Enterococcus faecium (B), Enterococcus
faecium (C), Enterococcus faecalis (D), Enterococcus faecium (E) y
Enterococcus faecalis (G) fueron capaces de crecer en los medios MRS, TSB,
APT y CGB.

Las cepas Enterococcus faecalis(A), Enterococcus faecium (B), Enterococcus
faecium (C), Enterococcus faecalis (D), Enterococcus faecium (E) y
Enterococcus faecalis (G) pueden sintetizar compuestos antibacterianos en
medio MRS y las cepas Enterococcus faecium (B), Enterococcus faecium (C)

y Enterococcus faecium (E) también logran hacerlo en medio CGB.

Se presentd actividad antibacteriana de los extractos crudos contra
microorganismos importantes en inocuidad alimentaria como: Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus
pyogenes, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica y

M. lysodeikticus.

Los extractos crudos obtenidos de las cepas B, Cy E de los medios MRS y
CGB presentan un patron de bandas muy similar lo que podria indicar que en

ambos medios se producen las mismas proteinas extracelulares.

Los extractos crudos de la cepa E en medio MRS y CGB son los Unicos que
muestran bandas de actividad sobre M. lysodeikticus, con proteinas a los 90

kDa y 63 kDa aproximadamente.
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9. Perspectivas

 Tratar de dilucidar la posible patogenicidad de las seis cepas de
enterococos.

» Caracterizar bioguimicamente las proteinas producidas por las cepas de
enterococos que mostraron tener actividad antibacteriana.

* Dilucidar el mecanismo de accion de dichas proteinas contra los
microorganismos indicadores de inocuidad alimentaria utilizados en este

trabajo.
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