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Actividad anti-Listeria de Enterococcus spp aislados de
caracol de jardin (Helix aspersa Miiller)

Anti-Listeria activity of Enterococcus spp isolated from garden snail
(Helix aspersa Miiller)
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RESUMEN

En este estudio se investigo la actividad antimicrobiana de cepas de Enterococcus
aisladas del contenido intestinal del caracol de jardin (Helix aspersa Miiller) mediante el
ensayo de difusion en agar. Entre los 90 aislamientos obtenidos, 37 exhibieron actividad
inhibitoria contra una o mas cepas de Listeria ensayadas. Sobre la base de la mayor
actividad, se seleccionaron 16 cepas de enterococos para posteriores estudios. Ninguna
de las cepas exhibi6 B-hemdlisis o actividad de gelatinasa y todas resultaron sensibles a
la vancomicina. El tratamiento con lisozima y catalasa no afect6 la actividad anti-Listeria;
por otra parte, la actividad enzimatica de la tripsina aboli6 la actividad inhibitoria de los
sobrenadantes libres de células (SLC), confirmando la naturaleza proteica de los com-
puestos activos. En todos los casos, la actividad de los SLC permanecio estable después
del tratamiento térmico (100 °C, 10 min). Estas caracteristicas estdn de acuerdo con
bacteriocinas de tipo II producidas por bacterias acido-lacticas. Entre los 16 aislados
seleccionados se lograron identificar mediante pruebas bioquimicas a nueve cepas como
E. avium, cinco como E. mundtii y dos como E. faecium. La mayor actividad se presento
en cepas de E. mundtii con valores entre 163 840y 327 680 unidades arbitrarias/ml (UA/ml).
Los resultados sugirieren que los caracoles de jardin podrian ser una fuente adecuada
para el aislamiento de cepas de Enferococcus bacteriogénicos con potenciales aplicacio-
nes tecnologicas, bioconservacion de alimentos o como probidticos.
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In this study, the antimicrobial activity of Enterococcus strains isolated from the gut
content of garden snail (Helix aspersa Miiller) was investigated by agar diffusion assay.
Among the 90 isolates obtained, 37 exhibited inhibitory activity against one or more of
the Listeria strains tested. Based on the highest activity, 16 enterococci strains were
selected for further studies. None of these strains exhibited beta-hemolysis or gelatinase
activity and all were sensitive to vancomycin. Treatment with lysozyme and catalase did
not affect the anti-Listeria activity. Moreover, the enzymatic activity of trypsin abolished
the inhibitory action of the cell-free supernatants (CFS), confirming the protein nature of
the active compounds. In all cases CFS activity remained stable after heat treatment
(100 °C, 10 min). These characteristics described agree with bacteriocin type II of lactic
acid bacteria. Among the 16 selected isolates, biochemical test allowed the identification
of nine E. avium strains, five of E. mundtii and two of E. faecium. The highest activity
was observed in E. mundtii strains with values between 163 840 to 327 680 arbitrary
units/ml (UA/ml). These results suggested that garden snails could be a suitable source
for the isolation of bacteriocinogenic Enterococcus strains with potential technological
applications, food biopreservation or probiotics.
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INTRODUCCION

El caracol de jardin es un molusco
gasterépodo perteneciente al Orden
Pulmonados, Suborden Estilomatéforos, fa-
milia Helicidos. Las especies de caracol Helix
aspersa Miiller, H. pomatia Linné y H.
lucorum Linné se caracterizan por la colora-
cion de la concha (Cuellar y Cuellar, 2002;
Pereyra et al., 2003). H. aspersa es el cara-
col terrestre de mayor uso en la crianza por
su gran prolificidad y adaptacion a diversos
climas (Garcia Vera, 2016).

Los gasteropodos terrestres se alimen-
tan de productos vegetales, de alli que nece-
sitan de una variedad de enzimas que les per-
mita la digestion de polisacaridos complejos.
La dependencia de los gasteropodos
pulmonados con la actividad microbiana del
intestino explicaria su extraordinaria eficien-
cia en la digestion de la fibra vegetal (60-
80%) (Charrier y Daguzan, 1980). La
microbiota intestinal es un ecosistema com-

plejo, y juega un rol importante en el mante-
nimiento de la salud del hospedador, contri-
buyendo con el sistema inmunitario y su me-
tabolismo. La poblacion microbiana del intes-
tino es dinamica y fluctiia en respuesta a cam-
bios en la dieta y estrés ambiental; sin em-
bargo, es frecuente que una subpoblacion de
microorganismos conocido como el
microbioma intestinal central permanezca
estable en individuos que forman parte de una
poblacion (Dar et al., 2017).

Trabajos previos han demostrado que,
dentro de las bacterias cultivables del tracto
digestivo de los caracoles predominan las
enterobacterias (Lesel et al., 1990; Watkins
y Simkiss, 1990) y los enterococos (Charrier
et al., 1998). Debido a su importancia
epidemiologica, la mayor parte de los estu-
dios taxondmicos del género Enterococcus
han sido realizados en cepas provenientes de
muestras clinicas. Sin embargo, hay un inte-
rés creciente por el estudio de microor-
ganismos provenientes de medios externos y
ambientes no tradicionales (Svec et al.,
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2002). Esta busqueda se ve inducida por la
necesidad de encontrar cepas con caracte-
risticas metabdlicas particulares que permi-
tan su utilizacion en biotecnologia.

El género Enterococcus ha cobrado
relevancia en los ultimos afos debido a la pro-
duccion de bacteriocinas, péptidos de origen
ribosomal con actividad inhibitoria contra es-
pecies Gram positivas relacionadas, utiliza-
das con éxito para el control o inhibicion de
patdgenos y/o contaminantes de alimentos
(Alvarez-Cisneros et al., 2011; O’Connor et
al.,2015). El objetivo del presente trabajo fue
aislar, caracterizar y evaluar la actividad anti-
Listeria de cepas de Enterococcus prove-
nientes del intestino de caracoles de jardin
(Helix aspersa), asi como evaluar sus po-
tenciales factores de virulencia.

MATERIALES Y METODOS

Cepas Bacterianas

Las cepas del estudio se aislaron a par-
tir del intestino de caracoles de jardin (Helix
aspersa) recolectados entre octubre y di-
ciembre de 2018 en la ciudad de Punta Alta,
provincia de Buenos Aires-Argentina. Los
caracoles se anestesiaron, sacrificaron y
mediante pinzas se les retiro el caparazon.
Las muestras se tomaron con hisopos estéri-
les a partir del contenido intestinal y fueron
sembradas en caldo de plrpura bromo-cresol
azida (Merck, Alemania) durante 24 ha 37 °C
para su enriquecimiento. Los cultivos liqui-
dos se repicaron a agar bilis-esculina (Merck,
Alemania) suplementado con acido nalidixico
(20 pg/ml) y nistatina (10 pug/ml) y se incuba-
ron 24-48 h a 37 °C. Se realizaron sucesivos
repiques hasta obtener colonias puras que
fueron conservadas a -30 °C en el Cepario
del Laboratorio de Biotecnologia Bacteriana,
Facultad de Ciencias Naturales y Ciencias
de la Salud (Sede Trelew) de la Universidad
Nacional de la Patagonia San Juan Bosco,
Argentina.
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Identificacion Fenotipica

La identificacion preliminar de las ce-
pas conservadas se realizé mediante la colo-
racion de Gram, ensayo de la actividad
catalasa y oxidasa, crecimiento a45y 10 °C
y actividad de pirrolidonil aminopeptidasa
(Pyr-A-Enterococos, Britania). La identifica-
cion fenotipica a nivel de especie de las ce-
pas que exhibieron actividad anti-Listeria se
realiz6 mediante pruebas bioquimicas y fer-
mentacion de azlcares, segun las recomen-
daciones de Manero y Blanch (1999).

Actividad Hemolitica y Gelatinasa

La actividad hemolitica se evalud en
agar cerebro-corazon (Britania, Argentina)
suplementado con sangre desfibrinada huma-
na (5%), luego de una incubacién a 37 °C
durante 48 h. Los resultados se interpretaron
como positivos cuando se observo un halo de
hemolisis completo alrededor de las colonias
(B-hemolisis).

La actividad gelatinasa se realiz6 en
agar tripticasa soja (TS) (Britania, Argenti-
na) suplementado con 0.8% (m/v) de gelati-
na. Las placas se incubaron durante 48 h a
37 °C y se revelaron con una solucion de
acido tricloroacético al 20% (v/v). Las zonas
claras alrededor de las cepas se considera-
ron como positivas (Kanemitsu et al., 2001).

Resistencia a Vancomicina

Para la busqueda de microorganismos
con potencial resistencia se utilizo el agar TS
suplementado con vancomicina (6 pg/ml) se-
gun las recomendaciones de Domig et al.
(2003). Todas las cepas conservadas se re-
picaron a caldo TS y los cultivos se ajustaron
a 0.5 en la escala de McFarland. Posterior-
mente, las placas se inocularon con 5 pl de
cada cultivo y se incubaron durante 24 h a
37 °C. Los resultados se interpretaron como
positivos cuando se observo desarrollo de las
colonias.
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Produccion de Exopolisacaridos

La produccion de exopolisacaridos
(EPS) se evalu6 de manera cualitativa en agar
cerebro-corazon adicionado con sacarosa
50 g/l y 0.8 g/l de rojo congo. La placa se
incubd a 37 °C durante 24 h y el resultado se
interpretdé como positivo cuando se observa-
ron colonias de color negro.

Actividad Inhibitoria

Laactividad inhibitoria se determino lue-
go de cultivar las cepas de enterococos con-
servadas en caldo Man Rogosa Sharp (MRS)
(Biokar, Francia) durante 18-20 h a 37 °C.
Luego del periodo de incubacion, los cultivos
se centrifugaron a 8000 g a 4 °C durante 5
min. Los sobrenadantes libres de células
(SLC) se neutralizaron con NaOH 0.5 M
(Anedra, Argentina) y se sometieron a un
calentamiento de 100 °C durante 10 min. La
determinacion de la actividad contra cepas
de Listeria innocua ATCC 33090, L. inno-
cua Twb67, L. monocytogenes ATCC 4677,
L. monocytogenes Scott Ay L. monocy-
togenes 1908 de los SLC se realizé por el
método de difusion en placa, segtin lo descri-
to por Vallejo et al. (2014). El efecto antimi-
crobiano se expres6 en mm, midiendo el halo
de inhibicion de crecimiento con un micro-
metro (Starrett, USA).

Caracterizacion del Principio Activo

Lasensibilidad a enzimas se llevo a cabo
determinando la actividad residual luego de
tratar los SLC durante 2 horas con tripsina
(1 mg/ml), lisozima (1 mg/ml) y catalasa
(2 mg/ml) en las condiciones Optimas para
cada enzima. La actividad residual en todos
los ensayos se determino por el procedimien-
to previamente descrito.

Titulo de la Actividad Inhibitoria
La determinacion cuantitativa de la ac-

tividad anti-Listeria se realizo por el método
de difusion en placa, mediante la dilucion

seriada de los SLC de las cepas que presen-
taron un halo inhibitorio >15 mm contra
Listeria innocua Tw67. Los resultados se
expresaron como unidades arbitrarias/ml. Las
unidades arbitrarias (UA) equivalen a la in-
versa de la mayor dilucién con actividad
antimicrobiana (halo de inhibicion), dividido
por los mililitros de sobrenadante sembrados
(UA = 1/dilucién/ml sembrados).

RESULTADOS

El aislamiento de los microorganismos
se llevo a cabo a partir de 105 ejemplares de
caracoles de jardin (H. aspersa) recolecta-
dos durante la primavera, estacion del afio
que corresponde con la fase en que los cara-
coles se alimentan y presentan mayor activi-
dad. Se aislaron 90 cepas pertenecientes al
género Enterococcus, las que presentaron
los rasgos fenotipicos que lo distinguen de
otros cocos Gram positivos (catalasa negati-
va y anaerobios facultativos).

Solo ocho aislamientos exhibieron acti-
vidad gelatinasa, mientras que ninguno pre-
sentd actividad hemolitica ni resistencia a
vancomicina. La produccion de EPS se de-
tectd de forma cualitativa en 49 cepas. Asi-
mismo, 37 aislados presentaron actividad
inhibitoria contra una o mas cepas de Listeria
(Cuadro 1) y no exhibieron ningtn factor de
virulencia ensayado. El tratamiento enzimatico
con catalasa y lisozima no altero la actividad
antagonista ejercida por los SLC, pero el tra-
tamiento con tripsina aboli6 por completo la
capacidad inhibitoria.

Se seleccionaron 16 cepas sobre la base
de sumayor actividad anti-Listeria (halos de
inhibicion >15 mm). Para tal fin, se evalu6 la
actividad inhibitoria de los SLC frente a L.
innocua Tw67 de forma semi-cuantitativa,
determinando las UA/ml. La mayor activi-
dad anti-Listeria se determino en las cepas
pigmentadas, correspondiendo a la especie
E. mundtii, mientras que las restantes cepas,
pertenecientes a las especies E. faecium y
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Cuadro 1. Actividad anti-Listeria de cepas de Enterococcus spp

Cepas indicadoras

.5 . S
Cepas S S o %2 %< % o
productoras g™ g% 4 %Q 4 § = o § S
S O S S oS =
S S5 SE $ S
< e : :
EC-802 +++ +4++ +4++ +4++ +++
EC-803 - + - - -
EC-805 - + - - +
EC-807 4+ 4+ +++ +4++ +++
EC-871 + + + + +
EC-891 4+ 4+ +++ +4++ +++
EC-893 + + + + +
EC-894 4+ 4+ +++ +4++ +++
EC-895 - + - - +
EC-897 + + + + -
EC-899 - ++ + + +
EC-901 + ++ + + ++
EC-903 + + + + -
EC-905 - + - - -
EC-906 - + - - -
EC-909 + + + + +
EC-935 ++ ++ ++ ++ ++
EC-937 - ++ + + ++
EC-938 +++ +++ +++ +++ +++
EC-939 - ++ ++ ++ ++
EC-941 - + - - +
EC-942 + ++ ++ ++ +
EC-943 ++ ++ + + +
EC-944 + + + + +
EC-946 ++ ++ + + ++
EC-950 ++ ++ ++ ++ ++
EC-953 + + ++ ++ ++
EC-954 ++ + - - ++
EC-958 ++ ++ ++ ++ ++
EC-959 + + + + +
EC-960 - + - - +
EC-961 - + - - ++
EC-962 - + - - +
EC-963 + + + + +
EC-964 + + + + ++
EC-965 ++ + ++ ++ +
EC-969 +++ +++ +++ +++ +++

Halo de inhibicién: +: >10 mm; ++: >15 mm; +++: >20 mm; - sin inhibicién
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Cuadro 2. Titulo de la actividad
inhibitoria frente a Listeria innocua
Tw67

Cepas Identificacion  Actividad
fenotipica (UA/ml)
EC-802 E. mundtii 327,680
EC-807 E. mundtii 327,680
EC-891 E. mundtii 163,840
EC-894 E. mundtii 327,680
EC-899  E. faecium 2,560
EC-901 E. faecium 2,560
EC-935 E. avium 1,280
EC-937 E. avium 1,280
EC-938 E. avium 1,280
EC-942 E. avium 2,560
EC-943 E. avium 1,280
EC-946 E. avium 1,280
EC-950 E. avium 5,120
EC-958 E. avium 5,120
EC-959 E. avium 5,120
EC-969 E. mundtii 327,680

E. avium exhibieron titulos de actividad infe-
riores. Los resultados obtenidos se observan
en el Cuadro 2.

DiScUusION

Los enterococos, juntos con las bacte-
rias Gram negativas usualmente forman par-
te de la microbiota de una gran variedad de
animales, entre ellos los herbivoros. Dentro
de los microorganismos cultivables provenien-
tes de caracoles, a las enterobacterias y los
enterococos se los relaciona generalmente con
ambientes «entéricosy, pero solo unos pocos
residen de forma permanente en el intestino
de los animales (Charrier ef al., 1998).

Los 90 aislamientos de Enterococcus
obtenidos a partir de 105 muestras de conte-
nido intestinal ponen de manifiesto la alta fre-
cuencia con que se encuentran estas bacte-
rias en los caracoles. Estos resultados con-
cuerdan con trabajos previos (Charrier et al.,
2006; Koleva et al., 2015; Dar et al., 2017),
en los cuales se destaca la presencia de bac-
terias lacticas (BL), en particular especies
del género Lactococcus 'y Enterococcus.

Dentro de las BL, los enterococos no
son microorganismos generalmente recono-
cidos como seguros (GRAS, del inglés
generally recognized as safe) por la Food
and Drug Administration (FDA)y se los con-
sidera patogenos oportunistas para los huma-
nos, debido a que pueden persistir en el am-
biente hospitalario y provocar infecciones en
personas inmunodeprimidas o con enferme-
dades subyacentes graves. Los enterococos
constituyen la tercera causa mas comun de
infeccion nosocomial (12% del total)
(Abriouel et al., 2008).

Entre los factores de virulencia a eva-
luar, se destaca la produccion de gelatinasa,
actividad hemolitica y resistencia a
vancomicina, caracteristicas que aumentan
la patogenicidad de las cepas y tienen impor-
tancia clinica. La actividad gelatinasa se de-
tectod en una baja frecuencia (8/90), resulta-
dos que contrastan con los hallados en traba-
jos previos (Eaton y Gasson, 2001; Kanemitsu
etal.,2001; Silvaetal.,2011; Semedo et al.,
2003; Ledesma et al., 2015), donde se en-
contr6 una alta frecuencia de aislamientos de
enterococos provenientes de alimentos fer-
mentados y de aves silvestres.

Dentro del ambiente intestinal, las ce-
pas del género Enterococcus son considera-
das como organismos beneficiosos para los
huéspedes, porque forman una estructura si-
milar a una biopelicula en el epitelio, lo que
evitaria que el intestino sea colonizado por
microorganismos patogenos (Shao et al.,
2014; Dar et al., 2017). La produccion de
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EPS fue fenotipicamente evaluada en todos
los aislamientos, detectandose en mas del
50% de las cepas (49/90). La produccion de
EPS por parte de las BL desempeifia un pa-
pel destacado en la elaboracion de productos
lacteos fermentados; y en particular contri-
buye a la textura, reologia, sabor y estabili-
dad final del producto (Shene y Bravo, 2006).
Por otra parte, la produccion de estas sus-
tancias esta relacionada con la capacidad de
formar biofilm y permitir la colonizacion, incre-
mentando la residencia de los microor-
ganismos en el intestino (Parra Huerta, 2010).

Otro rasgo de interés que presentan los
miembros de este grupo bacteriano es la pro-
duccion de péptidos antimicrobianos, con
fuerte actividad anti-Listeria, denominados en
forma general como enterocinas. Los resul-
tados obtenidos en cuanto a la inhibicion con-
tra cepas del género Listeria demuestran una
alta frecuencia en las cepas aisladas (37/90),
destacandose E. mundtii con titulos de acti-
vidad inhibitoria elevados (163 840—327 680
UA/ml). A diferencia de trabajos previos
(Charrier et al., 1998; Svec et al., 2002), en
los cuales se demuestra la presencia de es-
pecies pigmentadas (E. casseliflavus y E.
flavescens), en este estudio en particular se
identificaron cepas de E. mundltii, E. faecium
y E. avium bacteriocinogénicas. Si bien se
han aislado cepas de estas especies en seres
humanos y animales de cria y domésticos,
las citadas especies son particularmente poco
frecuentes en este tipo de nicho.

Los resultados obtenidos a partir de la
caracterizacion preliminar confirman que la
actividad antimicrobiana de los SLC no es ejer-
cida por el peroxido de hidrégeno, son de na-
turaleza proteica y no presentan azicares en su
estructura, caracteristicas compatibles con sustan-
cias inhibitorias tipo bacteriocinas. En todos los
casos estudiados, la estabilidad térmica indicaria
que se trata de péptidos de bajo peso molecular
con actividad anti-Listeria, propiedades que per-
miten incluirlas dentro del grupo de bacteriocinas
clase I o II (Alvarez-Sieiro et al., 2016).
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En la actualidad, existen una gran can-
tidad de trabajos donde se destaca la produc-
cion de péptidos bioactivos por parte de ce-
pas de E. mundltii aislados de diversos habitats
y sus potenciales aplicaciones en
biopreservacion de alimentos y/o como
probiodticos (Schelegueda et al., 2015; Grau
etal.,20017; Vallejo et al., 2018; Delcarlo et
al., 2019). Sin embargo, no hay anteceden-
tes del aislamiento de especies de E. mundtii
bacteriocinogénicos a partir de caracoles de
jardin.

Todas las cepas de enterococos que
exhibieron actividad anti-Listeria presentaron
ademas produccion de EPS. Ambos rasgos
podrian tener un efecto sinérgico que proba-
blemente impida el ingreso y establecimiento
de microorganismos patdgenos en el intesti-
no del caracol, manteniendo el equilibrio
ecologico. También se debe considerar que
ninguna de las 16 cepas seleccionadas exhi-
bi6 alguno de los factores de virulencia eva-
luados.

CONCLUSIONES

Durante los tltimos afios ha despertado
especial interés la busqueda de microor-
ganismos con capacidades biotecnologicas
aplicables a la produccion de bienes y servi-
cios. En particular, la industria alimenticia,
inducida por los consumidores, ha tratado de
ofertar productos cada vez mas seguros y
evitando el uso de conservantes quimicos. Las
cepas bacteriocinogénicas y las bacteriocinas
han sido utilizadas con éxito en diversos mo-
delos y se vislumbran como posibles alterna-
tivas. En el caso de este trabajo se seleccio-
naron 16 cepas del contenido intestinal de
caracoles con capacidad inhibitoria, y dentro
de este grupo de destacaron las cepas de
Enterococcus mundtii con actividades en-
tre 163 840y 327 680 UA/mL.
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