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ARN16S
(1500 pb)

Bacteriocina
(130 pb)

M1: Marcador 50pb

1: V4-1 + primers 16S + primers EntB
2: V4-1 + primers 16S + primers EntP
3: V4-1 + primers 16S + primers BactT8
4: V4-1 + primers 16S

Enterocina P y Bacteriocina T8.

5:Va-1 + primers EnB codifica para la Enterocina P.
6: V4-1 + primers EntP
7: V4-1 + primers BactT8

C-: Control negativo
M2: Marcador 1 kb

Figura 10 — Productos de PCR obtenidos utilizando los primers de los genes de las Enterocina B (119 pb),
Enterocina P (131 pb), Bacteriocina T8 (177 pb) y ARN16S (1,5 kb) con la cepa V4-1.

Discusion y Conclusiones:

A lo largo de esta investigacion se ha trabajado en varias de las etapas que involucran la busqueda, caracterizacion y

Busqueda de genes que codifican para Enterocina B, purificacién de bacteriocinas con actividad anti-Listeria.

En una primera instancia se trabajo con cepas de Enterococcus faecinm aisladas de leche de cabra (CL-19) y de heces de
vacas (V4-1) que presentaban una fuerte actividad anti-Listeria. Se pudo comprobar que estas cepas producian un compuesto
extracelular de naturaleza peptidica, de bajo peso molecular y muy estable a tratamientos de temperatura y pH. Al mismo
tiempo, se caracterizo su actividad y su produccion, las cuales se mostraron muy dependientes de la composicion del medio

La cepa V4-1 contiene un gen similar al gen que de cultivo. Se comprobo que la cepa V4-1 presentaba un espectro de inhibicion muy interesante al mostrar actividad

antimicrobiana frente a otras cepas de bacterias patdégenas gram +. Este espectro de accioén asi como sus propiedades (pH de
accion y estabilidad térmica) sugleren que estas cepas podrian ser de gran interés para potenciales aplicaciones tecnologicas
como bioconservantes, con el propoésito de prevenir el desarrollo de patégenos asi como de microorganismos alterantes en
determinados productos alimenticios.

Mediante estudios con cebadores especificos se logré identificar que la cepa V4-1 contenia el gen que codifica para la
Enterocina P, una bacteriocina de clase ITa descrita anteriormente (Cintas ¢ a/. 1997). Este resultado abre una posible nueva
etapa de investigacion, y al mismo tiempo, el conocer la secuencia de la bacteriocina producida podria facilitar de manera

BI,,IS que da de nucvas Cep aS CONn aCtiVidad importante las etapas de purificacion de la misma.

anti-Listeria

* Cepas aisladas a 16°C

A)  CEPAS AISLADAS A 16°C CON
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

L> Interés tecnologico

Nombre  Lugar de aislamiento  Identificacion 16S

PI5 Vegetaciéon de jardin
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En el segundo bloque del trabajo se buscaron nuevas cepas con propiedades anti-Listeria. Para la busqueda se
establecié una temperatura de crecimiento y produccion de actividad de 16 °C. Esta restriccion permitiria encontrar cepas que
habian sido pasadas por alto por otros investigadores ya que la mayor parte de los estudios se han realizado a 30°C, y a su vez,
poder trabajar con bacterias que creciesen mejor a las temperaturas de conservacion de los alimentos, pensando en una futura
aplicacion. En esta busqueda se aislaron dos cepas: Lactococcus piscium y Weissella koreensis. Estas dos cepas, principalmente L.
piscium, presentaban una actividad anti-Listeria muy importante al crecer en medio solido. Los resultados obtenidos en esta
ctapa plantean la posibilidad de realizar futuros experimentos con el proposito de indagar mas a fondo cuales son

exactamente los factores que regulan la produccion de esta principio antibacteriano, pudiendo finalmente definir las

Figura 11 — Caracteristicas de las cepas con actividad anti-Listeria aisladas a 16 °C. A) Identificacion y lugar de aislamientos las dos cepas

con mayor actividad. B) Halos de actividad frente a L. monocytogenes de las cepas aisladas: i. PI5, ii. Clon PI5, iii. Clon C11 y iv. C11 Condiciones éptlmas para su aphcaclén blotecnoléglca‘

Resulta de gran interés para la industria alimentaria continuar con este tipo de estudios, dadas las exigentes
demandas de alimentos seguros y naturales impuestas por los consumidores. Esto permitira finalmente, aplicar y
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con una “inmunidad innata”, que permitirian influir y controlar las poblaciones microbianas de una forma
previsible y beneficiosa.
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