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RESUMEN

La posibilidad de intercambiar tanto los lideres como los sistemas de
secreciébn y procesado que intervienen en la biosintesis de diversas
bacteriocinas puede ser explotada para conseguir la producciéon heteréloga de
estos péptidos antimicrobianos. En este trabajo se ha conseguido la
produccion de las bacteriocinas lactococina A, pediocina PA-1 y colicina V en
Lactococcus lactis. Ademas, se ha conseguido la produccion de una proteina
eucariota, la citoquina interleuquina-2 en esa misma especie. Para ello, ha
sido necesaria la introduccién de tres genes: (a) un gen estructural hibrido con
la fusién, en un mismo marco de lectura, de las secuencias que codifican el
lider de la lactococina A y el propéptido de interés (prolactococina A,
propediocina PA-1, procolicina V o prointerleuquina-2) y (b) los genes lcnC 'y

IenD, que codifican el sistema de secrecion y procesado de la lactococina A.

Los genes estructurales hibridos se construyeron de tal modo que su
expresion estuviera controlada por el promotor inducible de la nisina (Pp;sa). El
proceso de autoregulacién de la biosintesis de nisina se ha aplicado con éxito
para la produccion heteréloga de péptidos en diversas especies y géneros de
bacterias lacticas. Para ello, se requieren tres elementos esenciales: (a) una
cepa que contenga los genes nisRK; (b) la adicion de nisina como molécula
inductora; y (c) que el gen de interés esté controlado por el promotor P,;sa. Las
cepas empleadas como hospedadoras fueron L. lactis FI5876, una cepa
productora de nisina, y L. lactis FI7847, una cepa no bacteriocinogénica. Las
dos cepas contienen el transposén Tn5301, que porta la agrupacion de genes
de la nisina, incluidos los genes nisRK. En el caso de L. lactis FI7847, el gen
estructural de la nisina (nisA) ha sufrido una deleccibn que impide su

expresion y, en consecuencia, la produccién de esta bacteriocina.

La introduccién de dos plasmidos compatibles (un derivado de pTG262
con el gen estructural hibrido correspondiente y un derivado de pIL277 con los

genes IcnCD) en L. lactis FI7847 y FI5876 condujo a la obtencion de nuevas



cepas productoras de lactococina A, pediocina PA-1, colicina V o
interleuquina-2. En el caso de los derivados de FI7847, era necesario que los
cultivos fueran inducidos previamente con cantidades subinhibitorias de
nisina. Los derivados de L. /actis FI5876 mantuvieron intacta la capacidad de
producir nisina de la cepa parental. En consecuencia, se obtuvieron derivados
de L. lactis FI5876 coproductores de lactococina A y nisina, pediocina PA-1y

nisina, colicina Vy nisina e interleuquina-2 y nisina.

La productividad de lactococina A y pediocina PA-1 superé
notablemente a la obtenida previamente (Martinez, 1999) en sistemas afines
de produccién heteréloga que no utilizan el promotor inducible de la nisina. En
el caso de la coproduccidén de colicina V y nisina, se trata de las primeras
bacterias lacticas capaces de coproducir una bacteriocina que afecta a
bacterias Gram-positivas (nisina) y otra que afecta a Gram-negativas (colicina
V). Ninguno de los sobrenadantes obtenidos a partir de los lactococos
recombinantes productores de bacteriocinas afecté a la proliferacién de las
células intestinales HT-29. Finalmente, la interleuquina-2 producida por los
derivados de L. lactis FI7847 y FI5876 manifestd actividad biolégica ya que

inducia la proliferacion de células CTLL-2.



SUMMARY

Class Il bacteriocins share a number of features that allow their
heterologous production by interchanging genetic determinants between
certain members of this group of antimicrobial compounds. The ability of
Lactococcus lactis to produce and secrete the bacteriocins lactococcin A,
pediocin PA-1 and colicin V, and the eukaryotic protein interleukine-2 has been
demonstrated by the introduction of three genes: (a) a chimeric structural
gene, composed of the in-frame fusion of sequences encoding the leader of
lactococcin A and the respective propeptide (prolactococcin A, propediocin
PA-1, procolicin V or prointerleukine-2) and (b) the lactococcin A-dedicated
translocatory function genes, lcnC and lcnD.

In this work, the expresion of the structural genes were placed under the
control of the inducible nisin promoter (Prisa). To exploit the advantages that
such promoter offers for heterologous production of peptides, three elements
are required: (a) a host strain containing the nisRK genes; (b) the presence of
nisin in the cultures; and (c) the presence of P,;s4 controlling the expression of
the structural gene. The strains used as hosts were L. /lactis FI5S876, a nisin-
producing strain, and L. lactis FI7847, a non-bacteriocinogenic strain. Both
strains contain Tn5301, a transposon carrying the nisin gene cluster including
the nisRK genes. However, in FI7847, the nisin structural gene (nisA) has a
deletion and, as a result, it can not be expressed.

The introduction of two compatible plasmids (a pTG262-derivative
carrying the hybrid structural gene and a plL277-derivative carrying the lcnC
and lcnD genes) in L. lactis FI7847 y FI5876 led to new strains producing
lactococcin A, pediocin PA-1, colicin V or interleukine-2. In the case of FI7847
derivatives, addition of subinhibitory levels of nisin to the cultures was
required. FI5976 derivatives kept the nisin-producing ability of the host strain.
As a result, FI5976 derivatives coproducing lactococcin A and nisin, pediocin

PA-1 and nisin, colicin V and nisin or interleukine-2 and nisin were obtained.



The productivity of lactococcin A and pediocin PA-1 was greater than
the obtained previously (Martinez, 1999) using a similar heterologous
expression system in which the structural genes were controlled by the
lactococcin A promoter instead of the nisin promoter. Regarding colicin V and
nisin coproduction, this represents the first example of lactic acid bacteria
strains with the ability to coproduce a bacteriocin with activity against Gram-
positive bacteria (nisin) and another affecting Gram-negative bacteria (colicin
V). None of the supernatants obtained from the cultures of the bacteriocin-
producing recombinant lactococci had a negative effect on the proliferation of
HT-29 cells. Finally, the interleukine-2 produced by L. lactis FI7847 and FI5876
derivatives showed biological activity since it induced the proliferation of CTLL-
2 cells. The results of this PhD Thesis represent a significant improvement in

the expression and secretion of heterologous bacteriocins by lactococci.
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I. EXPOSICION GENERAL DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

Las bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas de origen
alimentario poseen un gran interés como agentes bioconservantes por tres

razones fundamentales:

(@) Son sustancias producidas por microorganismos reconocidos
generalmente como seguros (GRAS).

(b) Debido a su naturaleza peptidica son degradadas e inactivadas en el
tracto digestivo, por lo que no afectan a la microbiota intestinal ni originan
problemas de tipo alérgico en los consumidores.

(c) Actuan sinérgicamente con otros sistemas de conservacion pudiendo
contribuir a un menor empleo de ciertos aditivos quimicos y/o a la suavizacién de

algunos tratamientos tecnoldgicos.

El interés por sistemas de conservacion mas “naturales” se ha acentuado
en los ultimos afos como consecuencia del creciente conocimiento que tienen los
consumidores sobre las relaciones entre la alimentacién y la salud. Por este
motivo, la combinacién de bacteriocinas con otros sistemas de control
microbioldgico constituye un procedimiento atractivo para mejorar la calidad
microbioldgica de los alimentos. La adopcion de un sistema de barreras es
especialmente interesante para evitar el crecimiento en los alimentos de
microorganismos que, como Listeria monocytogenes, son dificiles de controlar
mediante algunos sistemas de conservacion clasicos (p. e., la acidificacién o la
refrigeracién). L. monocytogenes es el agente causal de la listeriosis, la
toxiinfeccién alimentaria con mayor tasa de morbilidad y mortalidad en los paises
desarrollados.
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Este microorganismo representa un peligro relevante para la industria
lactea ya que se han producido diversos brotes de listeriosis asociados al
consumo de quesos contaminados. L. monocytogenes es un agente etioldgico de
mastitis asintomaticas o subclinicas en vacas, ovejas y cabras; este hecho, junto
con su ubicuidad ambiental y las manipulaciones inadecuadas, explica porqué la
contaminacién de la leche con este microorganismo es relativamente frecuente.
Obviamente, los quesos elaborados con leche cruda, insuficientemente tratada
y/o recontaminada son los que plantean un mayor riesgo de transmision de este

patdgeno.

En una Tesis Doctoral previa (Martinez, 1999), se logré que algunas cepas
de Lactococcus lactis produjeran pediocina PA-1, una bacteriocina de la clase Il
con una potente actividad anti-Listeria. Salvo algunas excepciones, la pediocina
PA-1 es producida por cepas de Pediococcus acidilactici, un organismo
normalmente asociado a productos vegetales y carnicos pero cuyas propiedades
metabolicas y tecnolégicas son inadecuadas para su inclusién en productos
lacteos. Por lo tanto, la produccion de esta bacteriocina por microorganismos de
origen lacteo, como Lactococcus lactis, es un logro relevante.

En la citada Tesis Doctoral, la produccién de pediocina (y, en su caso, la
coproduccion de pediocina PA-1 y nisina A) en L. lactis se consiguid
aprovechando el elevado grado de homologia existente tanto entre los lideres
como entre los transportadores de diversas bacteriocinas de la clase Il. Mas
concretamente, el sistema de produccién heterdloga de pediocina PA-1 se
basaba en tres genes: un gen hibrido con una fusién entre las secuencias que
codifican el lider de la lactococina A y la propediocina PA-1 y los genes lcnCy
IenD. Estos dos ultimos codifican el sistema de transporte y procesado de la
lactococina A, que reconoceria al lider de la lactococina A, lo procesaria y, de
este modo, se obtendria pediocina PA-1 exocelular.
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A pesar de su eficacia, el sistema descrito tiene la limitacion de que el gen
hibrido se halla bajo control del promotor de la lactococina A, que es constitutivo
y relativamente débil; en consecuencia, el nivel de expresidn de dicho gen es
susceptible de ser aumentado considerablemente. Por este motivo, el primer
objetivo de esta Tesis Doctoral fue la mejora de este sistema mediante la
sustitucién del promotor de la lactococina A por el promotor inducible de la nisina.
Tal aproximacidon se aplicaria a la lactococina A, a la pediocina PA-1 y a la
colicina V, una bacteriocina producida por ciertas cepas de Escherichia coli. La
aplicacion de esta estrategia a cepas de L. lactis productoras de nisina podria
tener una ventaja adicional: la coproduccién sincronizada (y en concentraciones
elevadas) de nisina y lactococina A, nisina y pediocina PA-1, o nisina y colicina V,
ya que los respectivos genes estructurales estarian controlados por el mismo
promotor inducible.

Conviene recordar que el empleo de una bacteriocina para inhibir el
crecimiento de microorganismos indeseables puede conllevar la seleccién de una
poblacién resistente al agente antimicrobiano y que la resistencia puede ser
extensible a otras bacteriocinas de una misma clase. En este sentido, la
coproduccion de nisina y pediocina PA-1 resulta una combinacion atractiva para
evitar la apariciébn de resistencias ya que son dos bacteriocinas de clases
distintas, con espectros y modos de accion diferentes y, ademas, ejercen un
efecto sinérgico. Por otra parte, se trata de las dos Unicas bacteriocinas
comercializadas hasta la fecha. Aunque la Tesis de la Dra. Martinez supuso un
primer paso en la coproduccion de nisina y pediocina PA-1, el nivel de produccién
de pediocina PA-1 fue muy bajo, hecho que se puede atribuir, al menos
parcialmente, al empleo del promotor de la lactococina A para controlar el gen
estructural hibrido. En el caso de la coproduccion de nisina y colicina V, seria la
primera vez que una misma cepa produjera una bacteriocina (nisina) activa frente

a bacterias Gram-positivas y otra (colicina V) activa frente a Gram-negativas.
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Dadas las homologias existentes entre los lideres y los transportadores de
la lactococina A, la pediocina PA-1 y la colicina V, era de esperar que, una vez
construidos los correspondientes genes estructurales hibridos, el sistema
permitiera la produccion heterdloga de esas bacteriocinas. Por ello, el segundo
objetivo de esta Tesis fue la evaluacion de la versatilidad del sistema para la
produccion heterologa de péptidos en L. lactis, incluyendo aquéllos cuyas
estructuras y funciones bioldgicas no estan relacionadas con las de las
bacteriocinas de la clase Il. Para ello, se eligié como modelo un péptido
eucariético que actia como mediador en el sistema inmunoldgico: la
interleuquina-2 (IL-2). La eleccion de esta citoquina se debié a dos razones: (a)
tiene una importante actividad biolégica en la modulacion de la respuesta del
sistema inmunitario y (b) su molécula no contiene modificaciones post-

traduccionales.
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Il. INTRODUCCION

II.1. CULTIVOS INICIADORES FUNCIONALES

I1.1.1. Evolucion de los cultivos iniciadores

Tradicionalmente, la obtencién de alimentos fermentados se ha basado en
la actividad metabdlica de la microbiota natural o contaminante existente en las
propias materias primas. En consecuencia, la composicibn microbiana del
material de partida ejercia una influencia determinante en la calidad del producto
final. Estas fermentaciones “espontdaneas” se mejoraron mediante el
procedimiento conocido como “back-slopping”, o lo que es lo mismo, mediante la
inoculacién de la materia prima con una pequena cantidad del producto obtenido
en una fermentacion previa. Se trata de una practica que favorece el predominio
de las cepas con mejores propiedades tecnologicas ya que las fuentes del
in6culo suelen ser productos que reunen las caracteristicas deseadas por el
productor y/o el consumidor. De hecho, supone una seleccion inconsciente de
ciertos microorganismos con el propésito de acortar el tiempo de fermentacién y
reducir el riesgo de un fracaso fermentativo. Actualmente, las fermentaciones
espontaneas y el back-slopping siguen siendo utilizadas para la obtencién de
bebidas y alimentos fermentados en paises poco desarrollados y, en menor
medida, en los paises desarrollados, especialmente en fermentaciones a

pequena escala y/o en el ambito rural (Harris, 1998).

La situacion es distinta cuando se analiza la produccién a gran escala de
productos fermentados, un sector muy importante de la industria alimentaria en
los paises occidentales (Leroy y De Vuyst, 2004). El descubrimiento de que las
bacterias lacticas eran vitales para las fermentaciones lacteas (Orla-Jensen,
1919) supuso la base para su aislamiento, caracterizacion y explotacion industrial
(Stanley, 1998). De este modo nacié la industria de cultivos iniciadores, que

posteriormente se extenderia a otros tipos de alimentos fermentados. La adicion
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directa de cultivos iniciadores selectos representé todo un hito para este sector
ya que permitia un mejor control del proceso fermentativo y, ademas, favorecia la
estandarizacion de los productos finales. Ambas ventajas no sélo siguen vigentes
en la actualidad sino que gozan de una importancia industrial indudable. Las
cepas “industriales” se han ido aislando tanto de materias primas como de
productos fermentados con éxito, y se han ido seleccionado de acuerdo con
criterios que han evolucionado con el tiempo (Oberman y Libudzisz, 1998).
Stanley (1998) estima que para las aproximadamente 14 millones de toneladas
de queso que se producen anualmente en el mundo, se emplean alrededor de

102! bacterias lacticas como cultivos iniciadores.

Sin embargo, el empleo de cultivos iniciadores comerciales también
plantea ciertos inconvenientes, en muchos casos derivados de que los criterios
originales de seleccién no son exactamente los mismos que los que priman hoy
en dia. De hecho, tradicionalmente sélo se solian valorar dos propiedades en un
cultivo iniciador: capacidad de acidificacion rapida y resistencia a fagos (Oberman
y Libudzisz, 1988). Este criterio de seleccion, unido al escaso grado de
innovacion que durante mucho tiempo ha prevalecido entre las empresas
dedicadas a la comercializacién de cultivos, ha impedido o retrasado el empleo
de cepas con otras propiedades que resultan tanto o mas atractivas para el
mercado actual. Para entender la evolucién en los criterios de seleccién, hay que
tener en cuenta que en las Ultimas décadas se han producido avances
espectaculares tanto en la tecnologia de los procesos fermentativos como en el
conocimiento de los principales microorganismos involucrados (taxonomia,

metabolismo, genética, ecologia, etc.).

Por otra parte, los cultivos industriales originales solian ser mezclas no
bien definidas de diversos microorganismos que se tenian que mantener
mediante propagacién diaria. Parece indudable que esta practica debié conducir
al predominio de ciertas cepas y a la desaparacién de otras antes de la

generalizacion a escala industrial de otras formas de conservacion de cultivos,
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como la congelacién o la liofilizacion (Sandine, 1996). Ademas, existen
propiedades metabdlicas muy importantes para el desarrollo de los procesos
fermentativos que estan codificadas en plasmidos y que se pueden perder al
someter a las cepas a subcultivos sistematicos o al emplearlas en alimentos a los
que no estan adaptadas (Leroy y De Vuyst, 2004). Todo ello ha conducido a una
disminucién en la biodiversidad de los cultivos iniciadores y, en consecuencia, a
una pérdida de las caracteristicas originales de diversos productos fermentados
(Caplice y Fitzgerald, 1999).

En contraste, las fermentaciones tradicionales o “artesanas” estan
frecuentemente promovidas por microorganismos silvestres que proceden de las
materias primas, los equipos de procesado y/o del medio ambiente, y que inician
el proceso fermentativo en ausencia de un cultivo iniciador comercial (Weerkamp
y col.,, 1996). Ademéas, muchos productos que se elaboran con cultivos
iniciadores obtienen parte de sus propiedades organolépticas gracias a la
actividad de microorganismos que no forman parte de dichos cultivos, sino que
se desarrollan como una flora secundaria, especialmente durante el periodo de

maduracion (Beresford y col., 2001).

En general, los microorganismos aislados de ecosistemas tan complejos
como los alimentos fermentados tradicionales exhiben una gama de actividades
metabdlicas que difiere enormemente de la que poseen los cultivos industriales
(Klijn y col.,, 1995). Las diferencias mas notables se suelen centrar en el
comportamiento en presencia de una microbiota competitiva, en la adaptacién a
ciertos sustratos alimenticios, en las propiedades antimicrobianas y/o en los
atributos de calidad que confieren al producto final (Leroy y De Vuyst, 2004). En
este sentido, las cepas salvajes necesitan competir con otros microorganismos
para sobrevivir en ambientes naturales hostiles, lo que explica que la produccién
de sustancias antimicrobianas sea un fenotipo frecuente entre este tipo de
microorganismos (Ayad y col., 2002). Ademas, las cepas salvajes dependen mas
de su propia capacidad biosintética que las que forman parte de cultivos
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industriales. Asi, y a modo de ejemplo, suelen ser mas ricas en enzimas
convertidoras de aminoacidos que juegan un papel clave en la formacion del
flavor tipico de muchos alimentos fermentados (Ayad y col., 1999). Conviene
subrayar que muchos de estos productos estan sujetos a denominaciones de
origen u otras marcas de calidad que juegan un papel muy importante en la
supervivencia de plantas de fermentacién a pequefia escala en un mundo en
creciente globalizacion. En este contexto, existe una tendencia reciente que
aboga por el aislamiento de cepas salvajes a partir de productos tradicionales
para ser utilizadas como cultivos iniciadores en la fermentacion de alimentos y
bebidas (Hébert y col, 2000).

I1.1.2. Las bacterias lacticas como cultivos iniciadores funcionales

Las bacterias lacticas ocupan un papel central en los fendmenos
fermentativos (Wood, 1997); por una parte, provocan una acidificacién rapida de
las materias primas mediante la produccion de acidos organicos, entre los que
destacan el acido lactico y, en menor medida, el acido acético. Por otra, producen
otros compuestos importantes como etanol, compuestos aromaticos,
bacteriocinas y otras sustancias antimicrobianas, exopolisacaridos y diversas
enzimas. De esta manera, la vida util, la seguridad microbioldgica y la calidad
organoléptica de los productos finales suelen aumentar notablemente en
comparacién con las de las materias primas de partida. Otro aspecto positivo es
que practicamente todas las cepas que forman parte de la microbiota natural de
alimentos fermentados poseen un largo historial de consumo seguro (Caplice y
Fitzgerald, 1999; Wood y Holzapfel, 1995). Las bacterias lacticas y los productos
de su metabolismo han sido consumidos desde tiempos inmemoriales a través de
alimentos fermentados, hecho que, salvo excepciones puntuales, ha conducido a
su consideracién como bacterias “seguras” o GRAS (“Generally Recognized As
Safe”).

10
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Actualmente los consumidores prestan mucha atencion a la relacion entre
la alimentacién y la salud. Como consecuencia, el mercado de alimentos con
propiedades beneficiosas para la salud (alimentos funcionales) ha crecido
rapidamente en pocos afnos (Nutrition Business Journal, 2002). En contraposicion
con los aditivos quimicos, los consumidores perciben las bacterias lacticas como
algo “natural” y “beneficioso para la salud”, por lo que su empleo en la
conservacion de los alimentos goza de gran aceptabilidad. En este sentido,
Aymerich y Hugas (1998) consideran que si por bioconservacidén se entiende la
extension de la vida util e incremento de la seguridad sanitaria de los alimentos
mediante la microflora natural o sus metabolitos, entonces las bacterias lacticas
son los candidatos ideales para su seleccion como cultivos bioprotectores. Asi,
no es de extranar que se haya llegado a definir bioconservacion como el empleo
de bacterias lacticas, sus productos metabdlicos o ambos para mejorar o
asegurar la seguridad y calidad de los alimentos (Montville y Winkowski, 1997).

No obstante, los aditivos siguen siendo necesarios para conservar los
alimentos y/o mejorar sus caracteristicas organolépticas a pesar de que su uso
se suela considerar, a menudo injustificadamente, como una préactica artificial y
peligrosa. La creciente demanda de alimentos menos procesados y con menos
aditivos parece en cierta forma contradictoria con el deseo de alimentos cada vez
mas seguros. En la industria quesera, por ejemplo, el empleo de leche cruda
permite la obtencidon de quesos artesanos muy apreciados pero lleva consigo
ciertos peligros, como el crecimiento de Listeria monocytogenes u otros
patdbgenos. Por otra parte, la pasteurizacién de la leche da lugar a productos
finales que son percibidos por el consumidor como menos atractivos o “aburridos”
(Law, 2001). Estas tendencias de mercado suponen una fuerte presion para que
las industrias busquen alternativas adecuadas. En el caso de los alimentos
fermentados, los cultivos iniciadores constituyen uno de los puntos clave sobre
los que se puede intervenir (Leroy y De Vuyst, 2004). Aunque hasta el momento,
la disponibilidad comercial de nuevas cepas ha sido muy limitada, el creciente

conocimiento de la genomica, la proteémica y el metabolismo de los
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microorganismos de interés industrial abre nuevas perspectivas para la mejora de
los cultivos iniciadores. De hecho, la biologia molecular permite actualmente la
expresion de ciertas propiedades deseables y la supresidbn de algunas
indeseables en cepas que forman parte de cultivos iniciadores (Delcour y col.,
1999; Law, 2001; Mogensen, 1993).

En los ultimos afos, se esta explorando el empleo de cultivos iniciadores
funcionales en las industrias de fermentados (De Vuyst, 2000). Se trata de
cultivos que poseen al menos una propiedad funcional inherente que contribuye a
la seguridad del alimento u ofrece ventajas organolépticas, tecnoldgicas y/o
nutricionales. La aplicacion de cepas cuidadosamente seleccionadas como
cultivos iniciadores o adjuntos en los procesos fermentativos puede conducir al
desarrollo in situ de la propiedad deseada en un producto que sigue siendo
perfectamente natural y saludable (Ross y col., 2000). Se puede citar, como
ejemplos, cepas de bacterias lacticas productoras de sustancias antimicrobianas
(Hugas y col., 1995; McAuliffe y col., 1999; Ruiz-Barba y col., 1994; Rodriguez y
col.,, 1998), de exopolisacaridos (Ruas-Madiedo y col., 2002; De Vuyst y col.,
2001), de ciertas enzimas (Mogensen, 1993; Wouters y col.,, 2002) o de
sustancias con propiedades nutracéuticas (Hugenholtz y Kleerebezem, 1999;
Meisel y Bockelman, 1999). Tales cepas podrian permitir la sustitucion (total o
parcial) de algunos aditivos quimicos por compuestos naturales, al mismo tiempo
que se ofrecen nuevos alimentos atractivos para el consumidor actual (Thomas y
col., 2000). Por sus especiales connotaciones, las bacterias probidticas, es decir,
con propiedades beneficiosas para la salud del consumidor, no se consideran en
esta Tesis Doctoral.

El proceso de seleccion racional de las cepas mas adecuadas resulta
crucial para que realmente tengan éxito industrial. En este sentido, las cepas
tienen que estar adaptadas tanto a los factores intrinsecos que prevalezcan en el
alimento en cuestién como a las condiciones del procesado. Ademas, hay que
tener en cuenta que algunas bacterias lacticas pueden inducir defectos o

12



Introduccion

alteraciones en los productos finales (Wouters y col., 2002) o, incluso, originar
sustancias peligrosas, como las aminas biégenas (Ten Brink y col., 1990); en
consecuencia, tales cepas deben ser descartadas durante el proceso de
seleccion. Alternativamente, en el caso de cepas particularmente valiosas, se
pueden seleccionar mutantes que carezcan de la propiedad indeseable (Joosten
y col., 1995).

Las tendencias de mercado y el marco legislativo actual confieren un gran
atractivo a la aplicacion industrial de cepas aisladas de alimentos naturales y
convenientemente seleccionadas por su(s) propiedad(es) funcional(es). Por el
contrario, el empleo de microorganismos genéticamente modificados despierta la
hostilidad de unos consumidores que no han sido convenientemente informados
sobre el proceso de obtencién de tales organismos y los beneficios que pueden
reportar (Grunert y col., 2000). No obstante, el espectacular avance de la biologia
molecular ofrece inmensas posibilidades para la construccidon de cultivos de
grado alimentario “hechos a medida” (de Vos, 2001; Law, 2001; Klaenhammer y
Kullen, 1999)

I.2. LAS BACTERIOCINAS DE LAS BACTERIAS LACTICAS

La actividad antimicrobiana exhibida por algunas bacterias lacticas puede
contribuir a inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos y/o alterantes en
los alimentos y, por lo tanto, representa una alternativa a conservantes quimicos
tan utilizados como los nitritos, los sulfitos o los acidos propiénico, sérbico y
benzoico (Smith, 1993). En este sentido, las bacterias lacticas producen de forma
natural diversas sustancias con propiedades antimicrobianas, entre las que se
incluyen acidos organicos (p.e.: acido lactico, acido acético, acido férmico, acido
fenil-lactico, acido caproico), diéxido de carbono, peroxido de hidrégeno,

diacetilo, etanol, reuterina, reutericiclina o bacteriocinas. Estas Ultimas han
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recibido una especial atencién, tanto por parte de la comunidad cientifica como
de las industrias alimentarias (Cleveland y col., 2001; Dodd y col., 1995; Jack y
col., 1995). Este interés se debe a que algunas bacteriocinas inhiben bacterias
alterantes y patégenas que son recalcitrantes a métodos de conservacion
tradicionales y a que son compuestos atractivos desde un punto de vista
tecnoldgico.

Aunque es indudable que las bacteriocinas de las bacterias lacticas
desempenan de forma natural un papel importante en la seguridad de los
alimentos fermentados, Unicamente la nisina y la pediocina PA-1 han encontrado
aplicaciones comerciales en la industria alimentaria. La nisina es la Unica
bacteriocina autorizada como aditivo alimentario (E-234), especialmente por su
actividad frente a los clostridios, mientras que la pediocina PA-1 es el principal
componente de Alta 2341, un fermentado de P. acidilactici desarrollado por la
empresa canadiense Quest y que se afade a los alimentos listos para comer
para inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes.

11.2.1. Definicién y espectro de actividad

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos que se sintetizan a nivel
ribosbmico 'y que, posteriormente, pueden sufrir  modificaciones
postraduccionales. Tagg y col. (1976), definieron las bacteriocinas como
sustancias antimicrobianas de naturaleza peptidica y activas frente a bacterias
que guardan una estrecha relacién taxondémica con la especie productora. Sin
embargo, esta definicién estaba muy influida por los estudios sobre las colicinas
de E. coli, las primeras bacteriocinas descritas (Gratia, 1925) y las mas conocidas
en aquel momento. Actualmente se sabe que, si bien esta definicién es valida
para algunas bacteriocinas de las producidas por las bacterias lacticas, existen
otras con actividad bactericida frente a microorganismos taxonémicamente

distantes de la especie bacteriocinogénica. Por este motivo, las definiciones
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posteriores del término bacteriocina han sido mas generales. Koninsky (1982) las
defini6 como agentes antimicrobianos de naturaleza peptidica cuya sintesis no es
letal para la célula productora y Klaenhammer (1988) como un grupo
heterogéneo de compuestos antibacterianos de naturaleza peptidica que varian
en su espectro de actividad, modo de accién, peso molecular, determinantes
genéticos y caracteristicas bioquimicas.

En condiciones normales, las bacteriocinas de las bacterias lacticas son
activas Unicamente frente a otras bacterias Gram-positivas. La amplitud del
espectro de especies y cepas inhibidas depende de cada bacteriocina y oscila
entre aquellas con un espectro muy reducido, limitado a ciertas cepas muy
relacionadas taxondmicamente con la productora (p.e.: lactococina A), y las que
poseen un amplio espectro que incluye microorganismos alterantes y patégenos,
como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum o
Clostridium  perfringens (p.e: nisina, pediocina PA-1). Ademas, las
concentraciones inhibitorias minimas para las células vegetativas y las esporas
sensibles varian ostensiblemente dependiendo de la cepa productora, el tipo de
muestra y las condiciones del ensayo de actividad antimicrobiana (Blom y col.,
1997). Asimismo, conviene sefialar que dentro de una especie generalmente
sensible a una bacteriocina pueden existir cepas resistentes, e incluso se pueden
seleccionar células resistentes entre la poblacion de una cepa sensible.

La estructura y composicién de las membranas externas de las bacterias
Gram-negativas, mohos y levaduras impiden el acceso de las bacteriocinas de
las bacterias lacticas a su lugar de accion, las membranas plasmaticas. Sin
embargo, aunque estos microorganismos no resulten afectados por las
bacteriocinas en condiciones fisioldgicas, se pueden sensibilizar si se les somete
a tratamientos subletales que alteren la permeabilidad de sus membranas
externas, como la congelacién, el calentamiento suave, la exposicion a acido
lactico y EDTA o la presion hidrostatica (Arqués y col., 2003; Kalchayanand y
col., 1992; Kalchayanand y col., 1998).
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11.2.2. Clasificacidn y estructura general

Desde que, a finales de los afios 20 y principio de los 30, el
descubrimiento de la nisina iniciara las investigaciones en el campo de las
bacteriocinas producidas por bacterias lacticas (Rogers, 1928), se han
identificado y caracterizado un gran numero de estos polipéptidos
antimicrobianos, particularmente durante la ultima década. Desde un punto de
vista cientifico, las bacteriocinas de las bacterias lacticas se pueden clasificar en
tres grandes clases (Cleveland y col., 2001; Nes y Holo, 2000):

- Clase | (lantibicticos): péptidos pequenos (<5 kDa), termoestables y con
aminoacidos modificados, de los que los mas comunes son la deshidroalanina
(DHA) y la deshidrobutirina (DHB), originados por deshidratacién postraduccional
de la serina y la treonina, respectivamente. La condensacion de los residuos DHA
y DHB con el grupo sulfhidrilo de las cisteinas presentes en la molécula origina
los amino&cidos lantionina y B-metil-lantionina, respectivamente (de Vos y col.,
1995). Los lantibi6ticos de tipo A son péptidos formadores de poros, catiénicos y
elongados que, en algunos casos, como el de la lacticina 3147, constan de dos
componentes. El prototipo de esta clase es la nisina, la bacteriocina de las
bacterias lacticas mas estudiada hasta la fecha (Delves-Broughton, 1990; Delves-
Broughton y col., 1996). Los lantibidticos de tipo B son péptidos globulares con

actividad inmunoldgica que actian como inhibidores enzimaticos.
- Clase lI: péptidos pequefos (<10 kDa), termoestables y sin aminodacidos

modificados en su estructura primaria. A su vez, se pueden clasificar en tres

subclases.
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Las bacteriocinas de la subclase lla poseen entre 37 y 58 aminoacidos y
se caracterizan por ser particularmente activas frente a los microorganismos del
género Listeria (Muriana, 1996). Sus secuencias aminoacidicas muestran un
elevado grado de homologia (40-70%), que es mucho mas pronunciado en la
parte N-terminal de los péptidos (Aymerich y col., 1996). Todos los miembros de
esta subclase comparten el motivo conservado N-terminal
YYGNGVXCXKXXCXVD/NWG/A (o secuencia consenso), en el que los
aminoacidos resaltados en negrita muestran practicamente un 100% de
conservacion (Nes y Holo, 2000) (Fig. I.1). Otra caracteristica de esta subclase,
a excepcién de la acidocina A, es la presencia de dos Cys que forman un puente
disulfuro en la parte N-terminal de la molécula (Cleveland y col., 2001). La
subclase lla también se conoce como “familia pediocina”, en alusibn a la
bacteriocina mas estudiada de este grupo, la pediocina PA-1. Aunque la mayor
parte de sus miembros se secretan mediante transportadores especificos de tipo
ABC, la enterocina P lo hace utilizando un sistema sec-dependiente (Cintas y
col., 1997). Esta subclase es la mas estudiada dentro de las bacteriocinas de la
clase Il.

La subclase llb contiene bacteriocinas cuya actividad depende de la accién
complementaria de dos péptidos, como las lactococinas MN y G, la lactacina F o
las plantaricinas EF, JK'y S.

La subclase llc engloba a las bacteriocinas de la clase Il que, como
sucede con la lactococina A, la enterocina B, la carnobacteriocina A o las
enterocinas L50, no se pueden clasificar en ninguno de los subgrupos anteriores.

- Clase |ll: proteinas de mas de 30 kDa, termolabiles y sin aminoacidos

modificados en su estructura primaria, como la helveticina J. Estas bacteriocinas
son las que poseen un menor interés industrial en la actualidad.
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/’ Acidocina A
Bacteriocina 31

Bavaricina A
Bavaricina MN
Bifidocina B
Carnobacteriocina B2

Coagulina
Curvacina A
Divercina v41l

Carnobacteriocina BM1

KTYYGTNGVHCTKKSLWGKVRLKNVIPGTLCRKQSLPIKQDLKILLGWATGAFGKTFH

ATYYGNGLYCNKQKCWVDWNKASREIGKIIVNGWVQHGPWAPR
KYYGNGVHCGKHSCTVDWGTATIGNIGNNAAANWATGGNAG
TKYYGNGVYCNSKKCWVDWGQAAGGIGQTVVXGWLGGAIPGK
KYYGNGVTCNGLHDCRVDRGKATCGIINNGGMWGDIG
VNYGNGVSCSKTKCSVNWGQAFQERYTAGINSFVSGVASGAGSIGRRP
ATISYGNGVYCNKEKCWVNKAENKQAITGIVIGGWASSLAGMGH
KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGTHKC
ARSYGNGVYCNNKKCWVNRGEATQSIIGGMISGWASGLAGM
TKYYGNGVYCNSKKCWVDWGQASGCIGQTVVGGWLGGAIPGKC

Bacteriocinas de la

Enterocina A TTHSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATTCIAGMSIGGFLGGAIPGKC
subclase lla Enterocina P ATRSYGNGVYCNNSKCWVNWGEAKENIAGIVISGWASGLAGMGH
Leucocina A KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGFW
Mesentericina Y105 KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAASAGIHRLANGGNGFW
Mundticina KYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSAANLATGGAAGWSK
Pediocina PA-1 KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC
Piscicolina 126 KYYGNGVSCNKNGCTVDWSKAIGIIGNNAAANL TTGGAAGWNKG
Plantaricina 423 KYYGNGVTCGKHSCSVNWGQAFSCSVSHLANFGHGKC
Plantaricina c19 KYYGNGLSCSKKGCTVNWGQAFSCGVNRVATAGHGK
Sakacina P KYYGNGVHCGKHSCTVDWGTAIGNIGNNAAANWATGGNAGWNK
\\ consenso YYGNGV.C.K..C.V.W..A...I
Lactococina A KLTFIQSTAAGDLYYNNTNTHKYVYQQTQNAFGAAANTIVNGWMGGAAGGFGLHH
Colicina v ASGRDIAMAIGTLSGQFVAGGIGAAAGGVAGGAIYDYASTHKPNPAMSPSGLGGTIKQKPEGIP
SEAWNYAAGRLCNWSPNNLSDVCL
Nisina A ITSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCHCSIHVSK

Fig. Il.1. Secuencias aminoacidicas de las bacteriocinas de la subclase lla, de la lactococina A, de la colicina V y
de la nisina A, y alineamiento de las de la subclase lla. En la secuencia consenso de la subclase lla, los residuos
100% conservados estan subrayados. Fuentes: Havarstein y col. (1994), Eijsink et al. (1998), Nes y Holo(2000),

Van Reenen y col. (2003). 8
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Finalmente, existen algunas bacteriocinas que no pueden clasificarse en

ninguna de las clases citadas, como la enterocina AS-48.

Las bacteriocinas de las clases | y Il (especialmente lla) son las que han
recibido mayor atencion cientifica debido, en parte, a que son las que poseen
mayor interés industrial. En general, se trata de péptidos catidnicos y anfipaticos
compuestos por entre 12 y 45 aminoacidos. Sus moléculas no suelen estar
estructuradas en soluciones acuosas, pero poseen una propension a formar
estructuras a-helicales cuando se exponen a solventes como el trifluoroetanol o
cuando se mezclan con membranas compuestas por fosfolipidos anidnicos.
Algunas bacteriocinas poseen ciertas restricciones estructurales debido a la
presencia de puentes disulfuro (p.e., pediocina PA-1) o anillos tioéter (nisina)

intramoleculares.

Dado que para la realizacion de esta tesis Doctoral ha sido necesario
emplear elementos genéticos necesarios para la produccion de las bacteriocinas
lactococina A, pediocina PA-1, colicina V y nisina, a continuacién se describe
mas detalladamente el proceso de biosintesis de las mismas.

Il. 3. BIOSINTESIS DE LA LACTOCOCINA A

La lactococina A (Fig. 1l.1) es una bacteriocina producida por ciertas cepas
de Lactococcus lactis subsp. cremoris aisladas de leche y productos lacteos en
diversas partes del mundo. Hasta la fecha no se ha descrito su produccion
natural por parte de ninguna cepa que no pertenezca al género Lactococcus. Una
de las propiedades de esta bacteriocina es que su espectro de accion es muy
reducido y se limita a cepas de lactococos, sin que se haya detectado hasta la
fecha ninguna cepa sensible perteneciente a otro género. Un andlisis de la
actividad de la lactococina A frente a 120 lactococos distintos revelé que, aunque
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la concentraciéon inhibitoria minima oscilaba mas de 2.500 veces entre el
lactococo mas sensible y el mas resistente, ninguna cepa era completamente
insensible a esta bacteriocina (Holo y col., 1991). De hecho, la lactococina A esta
considerada como una bacteriocina de gran actividad frente a los lactococos, a
diferencia de las lactococinas MN (actividad baja) y B (actividad intermedia). Esta
peculiaridad se debe a las diferencias existentes en las secuencias que codifican
las respectivas prolactococinas dado que tanto las secuencias que se encuentran
por delante de sus genes estructurales (incluyendo los promotores) como las que
codifican los correspondientes lideres son practicamente idénticas (van Belkum y
col., 1992).

I1.3.1. Genes implicados en la biosintesis de la lactococina A.

En un estudio sobre la actividad antimicrobiana de 280 lactococos, Geis y
col. (1983) detectaron 16 cepas productoras de bacteriocinas. Neve y col. (1984)
observaron que cuatro de ellas producian bacteriocinas que se podia transferir
mediante conjugacion a L. lactis IL1403, una cepa libre de plasmidos. Una de
esas cepas, L. lactis subsp. cremoris 9B4, contenia un plasmido conjugativo
(p9B4-6) de 60 kb. Posteriormente, van Belkum y col. (1989) digirieron este
plasmido, clonaron los fragmentos e introdujeron los plasmidos resultantes en L.
lactis. Esta estrategia permitié la identificacion inicial de dos regiones de p9B4-6
que contenian informacién relacionada con la producciéon de dos bacteriocinas

distintas.

Posteriomente, van Belkum y col., (1991) secuenciaron y analizaron
ambas regiones. En la primera, localizada en un fragmento Scal-Clal de 1,8 kb,
se identifico un operoén integrado por tres genes. Los dos primeros genes, lcnM'y
IenN, codificaban la lactococina MN, una bacteriocina compuesta por dos
péptidos, de 69 y 77 aminoacidos, respectivamente. El tercer gen (lciM) conferia

inmunidad frente a dicha bacteriocina. En la segunda regién, situada en un
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fragmento Scal-Hindlll de 1,3 kb, se identificd otro operon con dos genes que
codificaban péptidos de 75 y 98 aminoacidos, respectivamente. El primer gen
(IcnA) constituia el gen estructural de otra bacteriocina, la lactococina A, mientras
que el segundo (/ciA) era su correspondiente gen de inmunidad (Fig Il.2a). Por
detras del gen IciA se identificaron dos repeticiones inversas que actuaban como
terminadores rho-independientes (Fig Il.2a). Mas tarde, van Belkum y col. (1992)
descubrieron que existia otro operdn detras del de la lactococina A. Dicho operdn
también estaba integrado por dos genes. El primero (lcnB, 68 codones) era el
gen estructural de una tercera bacteriocina, la lactococina B, mientras que el

segundo (/ciB, 91 codones) era responsable de la inmunidad.

Paralelamente, otro grupo de investigacion habia asociado la actividad
bacteriocinogénica de L. lactis WM4 con un plasmido de 131 kb denominado
pNP2 (Scherwitz y col., 1983). Mediante experimentos de clonacién, Scherwitz-
Harmon y McKay (1987) pudieron situar los determinantes genéticos de la
bacteriocina en una regién de 18,4 kb. Posteriormente, Stoddard y col. (1992)
comprobaron no sélo que dicha region contenia los genes IcnA'y IciA, sino que L.
lactis WM4 también contenia otros dos operones con los determinantes genéticos
de las lactococinas MN y B, respectivamente.

No obstante, fueron los estudios de Holo y col. (1991) los que confirmaron,
con absoluta certeza, que IcnA era el gen estructural de la lactococina A. Estos
investigadores purificaron una bacteriocina producida por L. lactis subsp.
cremoris LMG2130 y disefiaron una sonda a partir de su secuencia N-terminal. La
sonda hibridé con una region de un plasmido de 55 kb y, tras la clonacién y
secuenciacion del fragmento de interés, se observé que contenia un gen con una
secuencia nucleotidica idéntica a la de lcnA. La comparacién de la secuencia
aminoacidica obtenida a partir de la bacteriocina purificada con la que se podia
deducir del gen estructural permiti6 conocer que la expresién del gen IcnA daba
lugar a un precursor de 75 aminoacidos (la prelactococina A), que contenia una
extension N-terminal de 21 aminoacidos (lider). El procesado de este precursor
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(A) Lactococina A:

_I*—_I[’.-I_

lenC lecnD IciA

(B) Pediocina PA-1:

Lo ) Lo |

pedA pedC pedD
(C) Colicina V:
cvaA cvaB cvaC cvi tolC

. - Transportador ABC

Factor de membrana externa (cromosoma)

Fig. I1.2. Organizacion de los determinantes genéticos de la biosintesis de las
bacteriocinas lactococina A (A), pediocina PA-1 (B) y colicina V (C).
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tenia lugar justo detras de dos residuos de glicina situados en las posiciones -1y
-2 con respecto al lugar de corte (Fig. 11.3). De hecho, la lactococina A fue la
primera bacteriocina en la que se detecté el motivo “doble glicina”, una
caracteristica comun entre los lideres de numerosas bacteriocinas,

particularmente de la clase Il (Havarstein y col., 1994; 1995).

Tanto la citada extension N-terminal (o secuencia lider) como el lugar de
procesado no se ajustaban a las reglas establecidas por Von Heijne (1983) para
los péptidos sefal requeridos para la exportacion de péptidos y proteinas sec-
dependientes, lo que sugeria que la prelactococina A debia necesitar un sistema
de transporte que reconociese especificamente a su lider. El sistema fue
descubierto por Stoddard y col. (1992) cuando observaron que la biosintesis de
lactococina A en L. lactis WM4 requeria dos genes adicionales a los ya conocidos
IcnA'y IciA. Dichos genes, denominados IlcnC y IcnD, se disponian en un operén
independiente situado inmediatamente por delante del operdn con los genes IcnA
y IciA (Fig 1l.2a). Ambos operones poseian orientaciones opuestas, de tal manera
que el promotor de los genes IcnCD se encontraba practicamente contiguo al
promotor de los genes IcnA y IciA. La insercion de Tn5 en IlcnC o en lcnD
conducia a la pérdida de la produccion de la bacteriocina sin que la inmunidad
resultase afectada. Pronto se comprob6 que el sistema codificado en lenCD sirve
para el transporte y procesado no sélo de la lactococina A, sino también de las
lactococinas MN y B. De hecho, existe otra copia idéntica de estos genes delante
del operdn de la lactococina MN (Venema, 1995).

11.3.2. Secrecion y procesado de la lactococina A

Inicialmente, la comparacion de las secuencias de LcnC (716
aminodcidos) y LcnD (474 aminoacidos) con las de otras proteinas existentes en
las bases de datos reveldé que mostraban similitudes significativas con proteinas
implicadas en rutas de secrecién sec-independientes de bacterias Gram-
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Lugar de
procesado
o LVJ Propediocina PA-1
Pediocina PA-1 MKKIEKLTEKEMANIIGG po———
_ Prolactococina A
Lactococinha A MKNQLNFNIVSDEELSEANGG po———
o Procolicina Vv
Colicina Vv MRTLTLNELDSVSGG tor————
o Pronisin
N1s1na MSTKDFNLDLVSVSKKDSGASP oo——

Fig. 1l.3. Secuencias aminoacidicas de los lideres de la pediocina PA-1, la lactococina A y la nisina. Las dos glicinas
adyacentes al lugar de procesado, tipicas de los lideres de las bacteriocinas de la clase Il (lideres “doble glicina”) se
muestran subrayadas.
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negativas, especialmente con las que forman el sistema de secrecion de la
hemolisina o (HylA) de E. coli (Stoddard y col., 1992). Mas concretamente, estos
autores observaron que LcnC es un transportador del tipo ABC (del inglés, ATP-
Binding Cassette) de la familia HylIB (el transportador ABC de HylA). Por su parte,
LenD formaba parte de la familia de proteinas accesorias (0 proteinas de fusion
de membrana) y poseia grandes homologias estructurales con HyID, la proteina

accesoria de la citada hemolisina.

En consecuencia, los procesos de secrecibn y maduraciéon de la
lactococina A dependen de las proteinas de membrana LcnC y LenD que, juntas,
forman un sistema de secrecion de tipo | (Salmond y Reeves, 1993). En estos
sistemas sec-independientes, el substrato se secreta directamente desde el
citoplasma al medio exocelular a través de una maquinaria especializada que
consta de un transportador de tipo ABC (en este caso, LcnC) y una proteina
accesoria, también denominada proteina de fusion de membrana (LcnD). En
general, se trata de sistemas especificos para el transporte de la proteina
codificada en el gen estructural, por lo que, a menudo, se les denomina sistemas
de transporte “dedicados’.

Todos los transportadores de tipo ABC son homodimeros. Cada
componente del homodimero contiene, a su vez, dos dominios bien
diferenciados: un dominio hidrofébico integrado en la membrana y un dominio
citoplasmatico que capta moléculas de ATP. Sin embargo, los transportadores
ABC dedicados a la secrecién de bacteriocinas que, como la lactococina A,
poseen un lider con el motivo doble glicina tienen una caracteristica diferencial
(Franke, 1998). La diferencia consiste en que poseen una extensién N-terminal
citoplasmatica que constituye el dominio proteolitico encargado de escindir el
lider de la bacteriocina por el extremo C-terminal del motivo Gly-Gly (Havarstein y
col.,, 1995) (Fig. Il.4a). En este extremo N-terminal, se han identificado dos
motivos conservados: el motivo “cisteina’ (QX4D/ECXoAXsMXsY/FGX4l/L) y el
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(A) .
Exterior
Interior
Dominio
proteolitico
N
C
(B)
Dominio proteolitico Dominio de membrana Dominio del ATP

(150 aa) (300 aa) (250 aa)

C H XX A7 A A

C: motivo “cisteina”; H: motivo “histidina”; A: lugar de unién del ATP

Fig. 1l.4. Modelo de transportador ABC de bacteriocinas de la clase Il con
lideres “doble glicina”. (A) Localizacién presumible de los dominios en relacion
con la membrana citoplasmatica. (B) Organizacién de los dominios del
transportador. Basado en Nes et al. (1996) y Franke (1998).
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motivo “histidina” (HY/FY/VVX1ol/LXDP) (Havarstein y col., 1995) (Fig. 1l.4b). Mas
concretamente, la secuencia de la extension N-terminal de LcnC manifiesta
importantes homologias con las de los correspondientes dominios de los
transportadores ABC de otras bacteriocinas implicadas en el trabajo de esta
Tesis, como el de la pediocina PA-1 (PedD) o el de la colicina V (CvaB)
(Havarstein y col., 1995) (Fig. 11.5).

El trabajo de Havarstein y col. (1995) con el péptido a de la lactococina G,
demostré que la secrecion de ésta y otras bacteriocinas, entre las que se incluye
la lactococina A, es un proceso bifasico; en primer lugar, el dominio proteolitico
de LcnC se une a la prepediocina y, posteriormente, la hidrélisis del ATP induce
cambios conformacionales en el transportador que resultan en un proceso
integrado de eliminacion de la secuencia lider y transporte de la bacteriocina a
traves de la membrana citoplasmatica. La topologia de membrana de los
transportadores de estas bacteriocinas es otro aspecto en el que parecen
desviarse de los transportadores ABC clésicos (Franke, 1998). Por ejemplo,
existen datos experimentales que indican que la proteina LcnC posee
Unicamente cuatro segmentos transmembranicos, en vez de los seis tipicos
(Franke y col., 1996) (Fig. 11.4b).

Por lo que respecta a la proteina LcnD, la topologia de su membrana sigue
el modelo general de las proteinas accesorias de los sistemas de transporte de
tipo | (Salmond y Reeves, 1993): una proteina bitdépica con un pequefio extremo
N-terminal citoplasmatico, un segmento transmembranico y una regién C-terminal
(que representa la mayor parte de la proteina) en la cara extracelular de la
membrana citoplasmatica (Franke, 1998). Por analogia con la funcion de la
proteina accesoria HlyD, que se extiende entre las dos membranas de E. coli
formando un canal para la secrecion de la hemolisina A (Schilein y col., 1992),

Franke (1998) sugirié que la LenD estaria involucrada en la formacion de canales
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105
DNLLL----GANENA SQEEILKAVELAEIR

ENLLL-——-GSRPGV TQQOMIDQACSFAEIK
ENICG————— FAEEM DEEWMVECARASHIH
ENIGLSDLSSQWEDE KIIKVLDNLGLDFLK

EN--L-----—— E—— ———————————

190
IFIAHRLSVA

IFVAHRLNIA
VIIAHRETTL

IFISHSLNAA

Fig. 11.5. Alineamiento de las secuencias de los transportadores ABC de la lactococina A (LcnC; aminoacidos 501-679),
pediocina PA-1 (PedD; aminoacidos 505-686), colicina V (CvaB; aminoacidos 512-689) y nisina (NisT ; aminoacidos 371-555).
En negrita se muestran los aminoacidos conservados, de acuerdo con la secuencia consenso (Cons) de los transportadores
ABC. Basado en Fath y Kolter (1993).
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entre la membrana plasmatica y la pared celular de las células productoras de
lactococina A.

El gen lcnD contiene en su interior un lugar de inicio de la traduccién,
alternativo al del gen lcnD integro. Esta caracteristica peculiar posee relevancia
funcional ya que conduce a la expresién de una version de LcnD que esta
truncada en su extremo N-terminal (LcnD*) y que carece del segmento
transmembranico N-terminal (Franke, 1998). En consecuencia, LcnD* se situa en
el citoplasma de los lactococos productores de lactococina A. Lo mismo sucede
con CvaA, la proteina accesoria del sistema de secrecion de la colicina V en E.
coli. Aunque la correspondiente CvaA* no es esencial para la secrecién de
colicina V, su ausencia conduce a una disminucion de la actividad antimicrobiana,

ya que CvaA es mas estable en presencia de CvaA* (Hwang y col., 1997).

Con los datos obtenidos hasta la fecha sobre la secrecion y procesado de
la lactococina A se ha confeccionado la Fig. I1.6, que muestra una representacion
esquematica del sistema de secrecion y procesado de esta bacteriocina. Por otra
parte, en la Fig Il.7 se comparan los sistemas de secrecion de las bacteriocinas
de la clase Il con los sistemas homélogos mas comunes en bacterias Gram-

negativas y Gram-positivas.

I.4. BIOSINTESIS DE LA PEDIOCINA PA-1

En los afos 80, Gonzalez y Kunka (1987) observaron que Pediococcus
acidilactici PAC1.0, una cepa de origen carnico, contenia un plasmido (pSRQ11)
que portaba los determinantes genéticos de la biosintesis de la bacteriocina
pediocina PA-1. Paralelamente, Bhunia y col. (1988) habian aislado otra cepa de
origen carnico, P. acidilactici H, productora de una bacteriocina que, poco
después, denominaron pediocina AcH. La caracterizacion molecular de los
operones de las pediocinas PA-1 y AcH, junto con la obtencién de sus
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secuencias aminoacidicas (Henderson y col., 1992; Marugg y col., 1992; Motlagh
y col., 1992; Nieto Lozano y col., 1992), permitieron establecer que ambas eran
realmente la misma bacteriocina. Por ello, y siguiendo las recomendaciones de
Jack y col. (1995), en adelante, se utilizara exclusivamente el término mas
extendido en la actualidad (pediocina PA-1), con el fin de uniformar y evitar
confusiones. Posteriormente se ha ido descubriendo que las bacteriocinas
producidas por diversas cepas P. acidilactici (Christensen y Hutkins, 1992; Daba
y col., 1994; Hoover y col., 1988; Luchansky y col., 1992; Ray y Hoover, 1993;
Rodriguez y col., 1997; Schved y col., 1993), P. parvulus ATO34 y ATO 77
(Bennik y col., 1997) y Lactobacillus plantarum WHE92 (Ennahar y col., 1996)
también son idénticas a la pediocina PA-1. El hecho de que se hayan aislado
bacterias lacticas productoras de pediocina PA-1 a partir de diversos alimentos
(productos carnicos, lacteos y vegetales) y en lugares muy distantes
geograficamente (p.e.: EE.UU., Espafa, Noruega o Israel) da una idea del grado

de conservacion y difusién de esta propiedad.

La pediocina PA-1 es un péptido de 44 aminoacidos sin modificaciones
postraduccionales (Henderson y col., 1992; Nieto Lozano y col., 1992; Marugg y
col., 1992; Motlagh y col., 1992) (Fig. 1l.1). De hecho, la secuencia primaria
conocida parece suficiente para inducir un efecto toxico en las células sensibles,
ya que la pediocina PA-1 obtenida por sintesis quimica posee una actividad
especifica comparable a la de la forma natural (Fimland y col., 1996). La titulacién
de residuos de cisteina libres con el reactivo de Ellman, el andlisis de los
fragmentos resultantes de la digestion de la pediocina PA-1 con tripsina, los
datos obtenidos por espectrometria de masas y la reduccion de esta bacteriocina
en presencia de ditiotreitol han demostrado la existencia de dos enlaces disulfuro,
uno entre los residuos Cys9 y Cysi14, y el segundo entre los residuos Cys24 y
Cys44 (Chikindas y col., 1993; Henderson y col., 1992; Eijsink y col., 1998). Los
dos enlaces disulfuro se forman espontdneamente tanto en la pediocina PA-1
natural como en la obtenida mediante sintesis quimica (Fimland y col., 1996). Los

andlisis de espectrometria de masas han revelado una masa molecular
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experimental de 4.623 Da, lo que confirma que los cuatro residuos de Cys estan
oxidados y unidos, dos a dos, mediante enlaces disulfuro (Fimland y col., 1996).

La secuencia de la pediocina PA-1 muestra entre un 40 y un 60% de
similitud con las de las restantes bacteriocinas de la clase lla (Fig. Il.1). Las
estructuras primarias sugieren la existencia de, al menos, dos mddulos
funcionales: la mitad N-terminal, relativamente bien conservada y de caracter
hidrofilico, y la mitad C-terminal, mucho mas diversa y de naturaleza hidrofébica o
anfifilica (Fimland y col., 1998).

La pediocina PA-1 es activa frente a un amplio espectro de bacterias
Gram-positivas (Tabla 1l.1), muchas de ellas alterantes de los alimentos o
responsables de intoxicaciones o toxiinfecciones alimentarias. Un estudio que
comparaba la actividad antimicrobiana de diversas bacteriocinas puras de la
clase lla en un amplio espectro de microorganismos indicadores reveld que la
pediocina PA-1 y la enterocina A eran las que inhibian un mayor numero de
cepas y las que tenian valores de CIM més bajos (Eijsink y col., 1998). No
obstante, la mayor parte de los estudios dedicados a la pediocina PA-1 se han
centrado en su destacada actividad frente a Listeria monocytogenes (Muriana,
1996). Por otra parte, se trata de una bacteriocina inactiva frente a diversas
especies que frecuentemente forman parte de cultivos iniciadores, como las del
género Lactococcus. La pediocina PA-1 no se adsorben a las bacterias Gram-
negativas (Bhunia y col., 1991). La presencia de acido lipoteicoico en la pared
celular de las bacterias Gram-positivas y su ausencia en la de las Gram-
negativas podria explicar por qué esta bacteriocina Unicamente es activa per se

frente a cepas Gram-positivas.

Por otra parte, la pediocina PA-1 actla sinérgicamente con bacteriocinas
de la clase | (nisina, lacticina 481), la subclase Ilb (lactacina F) y la clase Il
(lactacina B) (Hanlin y col., 1993; Mulet-Powell y col., 1998). Curiosamente, la

lacticina 48, que muestra un marcado caracter sinérgico cuando se combina con
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Introduccion

Bacterias Gram-positivas

Células vegetativas

Esporos

Bacterias Gram-negativas®

Lactobacillus leichmanni
Lactobacillus viridescens
Lactobacillus bifermentum
Lactobacillus casei
Lactobacillus plantarum
Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Staphylococcus aureus
Listeria monocytogenes
Listeria innocua

Listeria ivanovii

Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Clostridium laramiae

Bacillus stearothermophilus
Clostridium botulinum tipo E
Clostridium laramiae

Aeromonas hydrophila.
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Salmonella anatum
Yersinia enterocolitica

%El listado no es completamente exhaustivo y ciertas cepas pertenecientes a las especies citadas pueden ser resistentes
“Tras ser sometidas a tratamientos subletales

“Cepas no productoras de pediocina PA-1
Fuentes: Ray (1994), Martinez (1999)
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la pediocina PA-1, interacciona antagénicamente con el resto de las bacteriocinas
citadas. Por otra parte, no se han observado efectos sinérgicos entre la pediocina
PA-1 y otras bacteriocinas de la subclase lla, como la enterocina A, la curvacina
Ay la sakacina P (Eijsink y col., 1998). Este resultado es l6gico ya que todas las
bacteriocinas de dicha subclase tienen grandes similitudes en cuanto a sus

estructuras y modo de accion.

11.4.1. El operdn de la pediocina PA-1

En todas las cepas naturalmente productoras de pediocina PA-1 descritas
hasta el momento, los determinantes genéticos de la biosintesis de la
bacteriocina se localizan en plasmidos cuyo tamano oscila entre 8,9 y 11 kb
(Bhunia y col., 1994; Ennahar y col., 1996; Gonzalez y Kunka, 1987; Hoover y
col., 1988; Jager y Harlander, 1992; Motlagh y col., 1992a; Ray y col., 1989;
Rodriguez y col., 1997). En estos plasmidos, los determinantes genéticos de la
pediocina PA-1 ocupan un fragmento de aproximadamente 3,5 kb (Fig. I1.2b) que
contiene 4 marcos abiertos de lectura, correspondientes a los genes pedA, pedB,
pedCy pedD (Marugg y col., 1992). Todos los marcos de lectura comienzan con
el codon de iniciacion ATG (a excepcion del pedB que lo hace con el TTG) y
finalizan con el codon de terminacion TAG. Los cuatro genes estan dispuestos
dentro de un mismo operén, gobernado por el promotor situado delante del gen
pedA. Las secuencias -35 (TTGACA) y -10 (TAGAAT) del promotor se ajustan a
las secuencias consenso de los promotores de las bacterias Gram-positivas. La
transcripcion del operén de la pediocina, iniciada por la unién de la RNA
polimerasa al promotor, origina dos tipos de transcriptos (moléculas de RNAm).
El primero y mas abundante (1,2 kb) cubre los genes pedABC, mientras que el
segundo (3,5 kb) abarca los cuatro genes del operén (pedABCD). Detras del gen
pedD existe un terminador trancripcional rho-independiente (Motlagh y col., 1994;

Venemay col., 1995).
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El gen pedA codifica un prepropéptido de 64 aminoacidos biolégicamente
inactivo, la prepediocina PA-1. Los 14 residuos aminoterminales de la
prepediocina constituyen la secuencia lider o péptido sefal que, aunque es
imprescindible para la secrecion de la pediocina al medio exocelular, se debe
escindir para originar la bacteriocina activa. Por lo tanto, la pediocina PA-1 esté
formada por los 44 aminodcidos carboxiterminales de la prepediocina.

Originalmente, Marugg y col. (1992) sugirieron que la proteina de 112
aminoacidos codificada en el gen pedB estaria involucrada en la inmunidad de
las células productoras. Por una parte, se habia observado previamente que, en
la lactococina A, el gen de inmunidad estaba asociado al gen estructural (van
Belkum y col., 1991). Por otra, la inactivacion mutacional del gen pedB no
impedia la produccion de pediocina PA-1 en E. coli, un microorganismo
insensible a la pediocina PA-1. Posteriormente, Venema y col. (1995)
confirmaron esta hipdtesis ya que la pediocina no era activa frente a un
microorganismo sensible (P. pentosaceus PPE1.2) al que se le habia introducido
el gen pedB. La cepa resultante era incluso mas insensible a la pediocina que la
propia cepa productora, debido a que el vector con el gen pedB (pMC113dc)
tiene un ndmero de copias mayor que el plasmido pSRQ11 presente en las
células de P. acidilactici PAC 1.0. Ademas, en el plasmido pMC113dc, el gen
pedB estaba bajo control de un promotor fuerte (P32). Sin embargo, hasta el
momento no se ha dilucidado el mecanismo por el que la proteina PedB confiere
inmunidad frente a la pediocina PA-1.

El gen pedC codifica una proteina de 174 aminoacidos (PedC),
perteneciente al grupo de proteinas accesorias requeridas en los procesos de
traslacion asociados a transportadores de tipo ABC. Venema y col. (1995)
demostraron que la PedC es esencial para la secrecién de la pediocina PA-1,
tanto en pediococos como en E. coli. La estructura de la PedC es similar a la de
la HIyD, una proteina requerida para la secrecién de la hemolisina A de E. coli, y

a la de la proteina LcnD.
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El gen pedD codifica una proteina (PedD) de 724 aminoacidos,
perteneciente al grupo de transportadores de tipo ABC y que, por lo tanto,
interviene en el transporte de la bacteriocina a traves de membrana
citoplasmatica de las células productoras. Marugg y col. (1992) observaron que
las células de E. coli que contenian el operon de la pediocina eran capaces de
secretar bacteriocina activa. Sin embargo, la inactivacion por deleccion o
mutacién del gen pedD provocaba la pérdida total de la actividad antimicrobiana.
La secuencia de la PedD manifiesta un elevado grado de homologia con las
secuencias de muchos otros transportadores de tipo ABC (Havarstein y col.,
1995).

11.4.2. Secrecion y procesado de la pediocina PA-1

Los procesos de secreciéon y procesado de la pediocina PA-1 dependen de
las proteinas de membrana PedC y PedD que, como sucedia con LcnC y LenD,
constituyen un sistema de secrecion de tipo |. Por lo tanto, la prepediocina PA-1
se secreta y procesa mediante una maquinaria especializada que consta de un
transportador de tipo ABC (en este caso, PedD) (Fig. 11.5) y de una proteina
accesoria (PedC), de la forma descrita para la prelactococina A. De hecho, la
representacion de la biosintesis de la lactococina A mostrada en la Fig. 1.6 es
completamente transpolable a la produccién de pediocina PA-1.

Al igual que en el caso de LcnC, PedD también posee una extension N-
terminal citoplasmatica que conforma el dominio proteolitico encargado de
separar el lider de la bacteriocina por el lugar adyacente al motivo Gly-Gly (Fig.
[1.3). El proceso bifasico para la secrecion de la pediocina PA-1 es practicamente
idéntico al expuesto para la lactococina A. Venema y col. (1995) clonaron la parte
del gen pedD que codifica el extremo N-terminal conjuntamente con el gen pedA
y observaron una activacion proteolitica e intracelular de la bacteriocina. Este
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estudio confirmo6 que el procesado de la prepediocina es mucho mas eficiente en
presencia de un gen pedD integro, es decir cuando la escisidon del lider se realiza
de forma concomitante con la secrecidon de la bacteriocina. La topologia de
membrana de PedD también parece similar a la de LcnC, con cuatro segmentos
transmembranicos (Franke y col., 1996), mientras que la topologia de membrana
de PedC sigue el modelo general de las proteinas accesorias de los sistemas de
transporte de tipo | previamente indicado para LcnD. Venema y col. (1995)
especularon que la PedC estaria involucrada en la formacion de canales entre la
membrana plasmatica y la pared celular de las células productoras de pediocina
PA-1.

I1.5. BIOSINTESIS DE LA COLICINA V

En 1925, Gratia decribi6 el primer caso de actividad antimicrobiana debida
a la produccion de un compuesto de naturaleza proteica. Dado que la cepa
responsable de dicha actividad era E. coli V, la sustancia recibié el nombre de
colicina V. Aunque desde entonces se han descubierto muchas otras
bacteriocinas producidas por E. coli (Hardy, 1975; Koniski, 1982; Pugsley, 1984),
la colicina V muestra diversas propiedades que la distinguen del resto de las
colicinas conocidas. Por ejemplo, el tamafio de la colicina V es de
aproximadamente 4 kDa, mientras que el de otras colicinas oscila entre 27 y 80
kb. Por otra parte, y a diferencia de otras sustancias antimicrobianas de
naturaleza proteica producidas por E. coli, la sintesis de la colicina V no se
induce mediante senales que desencadenan respuestas del tipo SOS;
finalmente, la secrecibn de la colicina V al medio exocelular se efectua
directamente a través de un sistema de transporte y procesado especifico,
mientras que la liberacién del resto de colicinas requiere la accién previa de
proteinas liticas.
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Debido a las diferencias descritas, Yang y Konisky (1984) sugirieron que la
colicina V no deberia clasificarse como una colicina sino como una microcina. Sin
embargo, el término “microcina” se utiliza para agrupar a los polipéptidos
antimicrobianos modificados postraduccionalmente producidos por cepas de E.
coli; en este sentido, la colicina V tampoco encaja con dicha definicion ya que se
trata de un péptido que no contiene modificaciones postraduccionales (Fath y
Kolter, 1993). Mas recientemente, Havarstein y col. (1994) observaron que la
colicina V mostraba grandes similitudes con diversas bacteriocinas producidas
por bacterias lacticas (particularmente de la clase Il) y, en consecuencia,
manifestaron que deberian incluirse dentro de esta familia de péptidos

antimicrobianos. Actualmente, esta opinidn es ampliamente aceptada.

La colicina V (Fig. 11.1) es una bacteriocina producida por ciertas cepas de
E. coli y también por algunos otros miembros de la Familia Enterobacteriaceae
(Waters y Crosa, 1991), bacterias que definen igualmente su espectro de
inhibicion. Desde un punto de vista higiénico-sanitario hay que destacar que esta
colicina inhibe el crecimiento de algunas cepas de E. coli del serotipo O157:H7
(Bradley y col., 1991; Murinda y col., 1996).

11.5.1. Genes implicados en la biosintesis de la colicina V

En las cepas productoras, los determinantes genéticos para la biosintesis
de la colicina V se encuentran en plasmidos de elevado tamarno y bajo nimero de
copias. Los genes involucrados se clonaron y secuenciaron, por primera vez, a
partir del plasmido pColV-K30 (Gilson y col., 1987; 1990). Mas concretamente, se
identificaron cuatro genes: cvaC, cvi, cvaAy cvaB.

El gen cvaC es el gen estructural y codifica un precursor de 103
aminoacidos (la precolicina V), en el que los 15 aminoacidos N-terminales
constituyen la secuencia lider y los 88 C-terminales la procolicina V. El gen cvi
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codifica un péptido de 78 aminoacidos responsable de la inmunidad a la

bacteriocina. Ambos genes conforman un operén (Fig. I1.2c).

La precolicina V comparte numerosas caracteristicas con la prelactococina
A y la prepediocina PA-1: (a) todas poseen una secuencia lider N-terminal de
entre 15 y 21 aminoacidos, que se escinde durante el proceso de secrecion; (b)
la mayor parte de la secuencia de dichos lideres muestra una estructura en forma
de hélice «; (c) el centro de las secuencias lider estd cargado negativamente; (d)
el lugar de procesado se situa adyacente al doblete Gly..-Gly.1 del lider (Fig. 11.3);
(e) existe un giro B que se inicia entre el primer y el tercer aminoacido anterior al
lugar de procesado; (f) el inicio de la secuencia N-terminal de las respectivas
bacteriocinas maduras es Met-(Lys/Arg); y (g) las bacteriocinas maduras son

péptidos de pequefio tamano (entre 44 y 88 aminoacidos).

El gen cvaB codifica una proteina (CvaB) de 698 aminoéacidos,
perteneciente al grupo de transportadores de tipo ABC, mientras que el cvaA
codifica una proteina de 413 aminoacidos (CvaA), perteneciente al grupo de
proteinas accesorias asociadas a transportadores de tipo ABC. Estos dos genes
configuran un segundo operdén que se localiza inmediatamente por detras del
anterior y en orientacion contraria (Fig. 11.2c).

A diferencia de bacteriocinas de las bacterias lacticas como la lactococina
A o la pediocina PA-1, la biosintesis de la colicina V necesita una proteina
adicional (TolC) que se localiza en la membrana externa (Fig. 11.7a). TolC es el
producto de expresion de un gen cromosdmico que no tiene ninguna relacién con
los otros genes involucrados en la produccion de esta bacteriocina (Gilson y col.,
1990). Como se comentara posteriormente, TolC participa junto con CvaA vy

CvaB en la secrecién de la colicina V.
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11.5.2. Secrecion y procesado de la colicina V

El aparato de secrecion y procesado de la colicina V esta formado por las
proteinas CvaB (transportador de tipo ABC), CvaA (proteina accesoria) y TolC
(factor de membrana externa) (Figs. 1l.2c y 1l.7a). Cuando se realizan mutaciones
en los genes cvaA, cvaB o tolC, no se obtiene colicina V libre en el periplasma de
las células productoras (Fath y Kolter, 1993). A continuacién se describe el papel

de cada una de estas proteinas.

CvaB y CvaA conforman un sistema de secrecién de tipo |, similar a los de
la lactococina A (LcnC y LenD) o la pediocina PA-1 (PedC y PedD). Actualmente
se sabe que la maquinaria CvaB-CvaA reconoce especificamente al lider de la
colicina V (Havarstein y col., 1994). Previamente, Gilson y col. (1990) realizaron
fusiones génicas cvaC-phoA y mutaciones puntuales en el gen cvaC vy
observaron que los 39 aminoacidos N-terminales eran esenciales para su
secrecion. Las mutaciones puntuales que afectaban a dichos aminoacidos
conducian a una disminucién drastica de la bacteriocina en el medio exocelular
pero no alteraban su concentracion intracelular. Posteriormente, Fath y col.
(1994) confirmaron que los 21 aminoacidos C-terminales no participaban en este
proceso ya que no existia ninguna dificultad para la secrecion de ColV-1, un
mutante que carecia de esos residuos.

La secuencia del transportador CvaB muestra un elevado grado de
homologia con las de LcnC y PedD (Fig. 11.5), y, como ellas, también posee una
extension N-terminal citoplasmatica encargada de procesar el lider de la
bacteriocina. Por su parte, el gen cvaA contiene en su interior un lugar de inicio
de la traduccion, alternativo al que existe por delante del propio gen cvaA. Esta
peculiaridad conduce a la coexistencia de CvaA y de una version de CvaA que
esta truncada en su extremo N-terminal (CvaA*) y que, en consecuencia, carece
del segmento transmembranico N-terminal. CvaA* no es esencial para la

secrecion de colicina V pero contribuye a la estabilidad de CvaA, motivo por el
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que su ausencia conduce a una disminucion de la actividad antimicrobiana

(Hwang y col., 1997).

El papel de TolC en el proceso de secrecidn de la colicina V se inicia
depués de que el sistema CvaB-CvaA consigue que la bacteriocina atraviese la
membrana plasmatica. Concretamente, la participacién de TolC es necesaria
para que la colicina V pueda atravesar la membrana externa de las cepas de E.
coli que la producen. Conviene recordar que E. coli es un microorganismo Gram-
negativo y que la membrana externa es una estructura exclusiva de este tipo de
bacterias (Fig. 1.7a). Por lo tanto, TolC permite que la colicina V alcance el medio
exocelular y no se acumule en el espacio periplasmico. Los sistemas dedicados
al transporte de bacteriocinas producidas por bacterias Gram-positivas, como los
de la lactococina A o la pediocina PA-1, no requieren la intervencion de proteinas
como TolC o similares porque las células productoras carecen de membrana

externa y, por lo tanto, es una barrera que no tienen que superar (Fig. 11.7c).

En conclusién, el sistema de secrecion y procesado de la colicina V (CvaB-
CvaA-TolC) constituye un mecanismo de transporte muy eficaz que posibilita el
paso de esta bacteriocina por las distintas membranas que tiene que atravesar
desde el citoplasma hasta el medio exocelular. Esta es una de las razones que
puede explicar porqué la colicina V utiliza un aparato de secrecién especifico en
vez de emplear la ruta Sec. Se ha observado que cuando OmpA (un péptido
sefal del sistema Sec) se fusiona con la procolicina V, la bacteriocina atraviesa la
membrana plasmatica pero queda atrapada en el periplasma y no alcanza el
medio exocelular (Fath y Kolter, 1993). En contraste, el sistema Sec de E. coli
requiere la participacidon de mas de 15 proteinas para que se puedan transportar
ciertas proteinas (p.e.: pululanasa) a través de la membrana externa (Pugsley,
1993). Este hecho refuerza la consideracion de CvaB-CvaA-TolC como un

sistema simple y eficaz.
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I1.6. BIOSINTESIS DE LA NISINA

La nisina, un acréonimo de N-Streptococci Inhibitory Substance (Mattick y
Hirsch, 1947), es la bacteriocina mas estudiada hasta la fecha entre las
producidas por bacterias lacticas. Las cepas que producen este lantibidtico
pertenecen a la especie Lactococcus lactis. Se trata de una bacteriocina activa
frente a un amplio espectro de bacterias Gram-positivas, incluyendo
microorganismos alterantes y patégenos como Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Clostridium perfringens o Clostridium botulinum (Rodriguez,
1996) (Tabla 1.2). También puede afectar a bacterias Gram-negativas cuando
sus membranas externas se debilitan previamente mediante tratamiento
subletales (Kalchayanand y col., 1992; Stevens y col.,, 1991; Stevens y col.,
1992).

La actividad antimicrobiana asociada a la nisina fue originalmente descrita
por Rogers (1928) al observar que la contaminacién de la leche con ciertas cepas
de Lactococcus lactis (entonces denominados Streptococcus lactis) provocaba la
inhibicidn de los cultivos iniciadores empleados en la elaboracion de quesos.
Inicialmente, el interés por la nisina se centr6 en su potencial como agente
terapéutico en medicina humana debido a la necesidad de agentes
antimicrobianos provocada por la Il Guerra Mundial. Sin embargo, pronto se
revel6 inadecuada para este propdsito debido, entre otros factores, a su
insolubilidad e inestabilidad en los fluidos corporales y a su inactivacién por las
proteasas digestivas (Hurst, 1981). Hirsch y col. (1951) y McClintok y col. (1952)
sugirieron, por primera vez, su aplicacion en la conservacién de alimentos,
concretamente para prevenir la germinacion y proliferacion de clostridios

formadores de gas en los quesos.

La nisina se empez6 a utilizar comercialmente desde 1953. Desde
entonces, su uso se fue extendiendo progresivamente y actualmente se aplica

industrialmente en mas de 50 paises (Delves-Broughton y col., 1996). La nisina
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Bacterias Gram-positivas

Células vegetativas

Células vegetativas y esporos

Bacterias Gram-negativas”

Lactococcus lactis®
Lactobacillus brevis
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus casei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus buchneri
Leuconostoc mesenteroides
Oenococcus spp.
Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus damnosus
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pyogenes
Staphylococcus aureus
Micrococcus luteus
Listeria monocytogenes
Listeria ivanovii

Bacillus coagulans

Bacillus cereus

Bacillus subtilis

Bacillus stearothermophilus
Bacillus licheniformis
Clostridium botulinum
Clostridium sporogenes
Clostridium butyricum
Clostridium bifermentum
Clostridium perfringens
Clostridium pasteurinicum
Clostridium thermosaccharolyticum
Clostridium tyrobutyricum

Neisseria spp.

Hafnia spp.
Flavobacterium spp.
Bacteroides spp.
Actinobacillus spp.
Klebsiella spp.
Aeromonas spp.
Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Yersinia enterocolitica
Pseudomonas fluorescens

?El listado no es completamente exhaustivo y ciertas cepas pertenecientes a las especies citadas pueden ser resistentes
“Tras ser sometidas a tratamientos subletales

“Cepas no productoras de nisina

Fuente: Rodriguez (1996)
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esta considerada como conservante alimentario seguro por la OMS y posee la
condiciéon GRAS (U.S. Food and Drug Administration, 1988). Al contrario de lo
que se suele pensar, la aprobacion de la nisina como sustancia GRAS no se
baso6 en una historia de consumo seguro sino en datos cientificos in vitro e in vivo
sobre su seguridad (Frazer y col., 1962; U.S. Food and Drug Administration,
1988). La nisina también se incluye en la lista positiva de aditivos autorizados en

marco de la UE (E-234) y puede etiquetarse como “conservante natural”.

11.6.1. Localizacién del gen nisA

Los primeros estudios sobre los aspectos genéticos de la nisina fueron
realizados por Kozak y col. (1974), quienes observaron que la aplicacion de
técnicas de curado de plasmidos en cepas productoras de este lantibidtico
conducia frecuentemente a la pérdida de la bacteriocinogenicidad y, en
consecuencia, especularon que los genes responsables de esta propiedad
estarian localizados en un pldsmido. No obstante, conviene sefialar que en aquel
momento no se diponia de informacién sobre la influencia de las técnicas de
curado en la estabilidad de elementos genéticos de localizacion cromosomica.
Posteriormente, otros autores demostraron que dicha pérdida iba siempre
acompanada de la pérdida de la capacidad para fermentar la sacarosa y que
ambos fenotipos se podian cotransferir mediante conjugacion (Gasson, 1984;
Gonzalez y Kunka, 1985; Steele y McKay, 1986). Estos experimentos
proporcionaron las primeras evidencias de la existencia de elementos
conjugativos “nisina-sacarosa” pero no permitieron identificar su localizacién

genética.

Poco después, tres equipos independientes consiguieron clonar vy
secuenciar el gen estructural de la nisina (nisA) a partir de tres cepas de L. lactis
(Buchman y col., 1988; Dodd y col., 1990; Kaletta y Entian, 1989). La secuencia

de dicho gen era idéntica en las tres cepas. La estrategia de los tres grupos se
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basaba en el empleo de oligonucleétidos degenerados disefiados a partir de la
secuencia aminoacidica de la pronisina propuesta por Ingram (1970). Este autor
habia observado que aunque la serina, la treonina y la cisteina se incorporaban a
la cadena peptidica durante el proceso de traduccion de la prenisina, estos
aminodcidos no aparecian en la nisina madura. A partir de estos resultados
formuld una hip6tesis sobre la secuencia de la pronisina en la que postulé que los
aminoacidos citados estarian presentes en un péptido precursor que
posteriormente sufriria modificaciones postraduccionales. Concretamente, la
deshidratacion de los residuos de Ser (posiciones 3, 5y 33) y de Thr (posiciones
2, 8, 13, 23 y 25) daria lugar a la formacion de los aminoacidos deshidroalanina y
deshidrobutirina, respectivamente. Por su parte, las cisteinas (posiciones 7, 11,
19, 26 y 28) reaccionarian con los residuos vecinos de deshidroalanina (posicion
3) y deshidrobutirina (posiciones 8, 13, 23, 25), originando los anillos lantionina y

B-metil-lantionina (Fig. 11.8).

El precursor de la nisina deducido de la secuencia nucleotidica del gen
nisA era un péptido de 57 aminoacidos totalmente coincidente con el modelo
propuesto por Ingram. Los 34 aminoacidos C-terminales constituyen la pronisina
o, lo que es lo mismo, la parte que después de las correspondientes
modificaciones postraduccionales se convertira en la nisina madura (Figs. 1.1y
[1.8). Los restantes aminoéacidos N-terminales conforman la secuencia lider
necesaria para el transporte del lantibiético y que posteriormente se escinde
(Figs. 1.3 y I1.8). Mulders y col. (1991) secuenciaron el gen estructural de una
variante natural de la nisina que recibié el nombre de nisina Z para diferenciarla
de la variante anterior (que desde entonces se conoce como nisina A). Ambas
variantes son idénticas a excepcién del residuo 27, que es una histidina en el
caso de la nisina A y una asparagina en el de la nisina Z. La sustitucion His27Asn
es el resultado de una transversion de citosina a adenosina en la secuencia

nucleotidica del gen estructural. Recientemente, se ha descrito una nueva
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Fig. I1.8. Representacién esquematica de las moléculas de pronisina y nisina.
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variante, la nisina Q, que difiere de la nisina A en cuatro aminoacidos del péptido
maduro y dos de la secuencia lider (Zendo y col., 2003).

11.6.2. Identificacidon de los transposones Th5307y Th5276

El trabajo de Buchman y col. (1988) condujo a la primera secuenciacion de
nisA pero no proporcioné informacion sobre su localizacién en las células
productoras ya que el gen se detecté en una genoteca de DNA total de L. /actis
ATCC11454. La localizacion cromosdémica de nisA fue descubierta por Dodd y
col. (1990) al analizar el DNA de un transconjugante productor de nisina (FI5876)
obtenido del emparejamiento entre L. lactis NCFB 894 (cepa donante) y L. lactis
MG1614 (cepa receptora libre de plasmidos). Estos investigadores identificaron
una copia de la secuencia de insercion 1S904 a unas 800 pb del inicio de nisA. El
posterior andlisis de la relacién genémica entre esta copia de 1IS904 y el gen nisA
proporcioné la primera prueba de la localizacién fisica de los determinantes
genéticos de la biosintesis de la nisina en el cromosoma de L. /actis. En el mismo
estudio, el DNA de la cepa receptora MG1614 se compar6é mediante la técnica de
hibridacién de Southern con el de sus transconjugantes productores de nisina, lo
que permiti6 comprobar que en estos Ultimos se habia producido la integracion
cromosoémica de nisA junto con la de 1S904. El hecho de que 1S904 estuviera
situado préximo a uno de los extremos del fragmento de DNA transferido sugirié
que los genes de la produccion de nisina y de la fermentacion de sacarosa
podrian estar localizados en un transposén conjugativo. La secuenciaciéon de las
secuencias que precedian a 1S904 condujo a la identificacién de una repeticidén
directa terminal (5’-TTTTTG-3’) que definia el extremo de un nuevo transposén
conjugativo de 70 kb que recibi6é el nombre de Th5307 (Horn y col., 1991).

Posteriormente, otros autores obtuvieron los mismos resultados en otras
cepas productoras de nisina (Rauch y de Vos, 1992; Steen y col., 1991). Rauch y
col. (1990) identificaron un elemento IS casi idéntico a I1IS904 en L. lactis NIZO
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R5, una cepa en cuyo cromosoma se detectdé después otro transposon
conjugativo (Tn5276) con una organizacién idéntica a la de Tn5301 (Rauch y de
Vos, 1992).

11.6.3. Organizacion de la agrupacion de genes de la nisina

La biosintesis de la nisina requiere otros genes aparte del gen estructural
nisA. Al tratarse de un lantibidético de produccién inducible, no sélo son
necesarias proteinas encargadas de la inmunidad y del transporte (como en el
caso de la lactococina A o la pediocina PA-1), sino también otras adicionales
encargadas de otros procesos, como las modificaciones postraduccionales
(deshidratacion de los residuos de serina y treonina; formacién de enlaces
tioéster entre las cisteinas y los residuos deshidratados) o los fenémenos de
transduccion de senal. En total, la agrupaciéon de genes de la nisina esta
integrada por 11 genes distribuidos en tres operones. La organizaciéon de esos
genes se muestra en la Fig. 1.9, mientras que sus caracteristicas mas

importantes y las de los productos que codifican se relacionan en la Tabla 11.3.

Los genes nisABTCIP conforman el primer operon, bajo control del
promotor inducible P.sa. Detras de nisA, se encuentra el gen nisB (Buchman vy
col.,, 1988; Dodd y col.,, 1990; Kaleta y Entian, 1989). La mayor parte de la
secuencia de nisB es idéntica en las diferentes cepas productoras de nisina
analizadas hasta la fecha, pero existen pequenas diferencias en el extremo 3’ del
gen. Estas diferencias conducen a cambios significativos en la secuencia
aminoacidica C-terminal de las respectivas proteinas NisB (Buchman y col.,
1988; Kaleta y Entian, 1989). No obstante, parece que dicho fragmento C-
terminal de NisB no juega una funcién bioldgica importante ya que las distintas
cepas no muestran diferencias significativas en la productividad de nisina
(Rodriguez y Dodd, 1996). Las proteinas NisB intervienen en las modificaciones
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Tabla I1.3. Genes que participan en la biosintesis de la nisina y sus productos de expresion

Elemento genético Tamano Proteina codificada Tamano Descripcion
(pb) (aminoécidos)

1IS904/I1S1068 759 Tnp 253 Secuencia de insercion que precede a la
agrupacion de genes de la nisina

Promotor Promotor inducible de los genes nisABTCIP

nisAlnisZ 171 Prenisina 57 Gen estructural de la nisina

IR 20 Repeticion inversa. Posible lugar de
procesado del RNAm

nisB 2556/2982 NisB 852/993 NisB interviene en la maduracion de la
prenisina

IR 25 Repeticion inversa. Posible terminador
transcripcional

nisT 1803 NisT 600 NisT es el transportador ABC

nisC 1257 NisC 418 NisC interviene en la maduracion de la
prenisina

nisl| 738 Nisl 245 Nisl confiere inmunidad a la nisina

nisP 2049 NisP 683 NisP se encarga de escindir el lider de la
nisina

Promotor Promotor constitutivo de los genes nisRK

nisR 690 NisR 229 NisR y NisK forman el sistema de

transcripcién de senal
NisR es el regulador de respuesta

nisk 1341 NisK 447 NisK es la proteina sensora

IR Repeticion inversa. Posible terminador
transcripcional

Promotor Promotor inducible de los genes nisFEG

nisF 675 NisF 225 NisF participa en la inmunidad a la nisina

nisé 726/741 Nisk 242/247 NisE participa en la inmunidad a la nisina

nisG 642 NisG 214 NisG participa en la inmunidad a la nisina

Fuente: Rodriguez y Dodd (1996)
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postraduccionales de la pronisina (Engelke y col., 1992; Karakas Sen y col.,
1999).

A continuacion, se encuentra el gen nisT que codifica un transportador del
tipo ABC encargado de la secrecion de la nisina al medio exocelular. El final de
nisT se solapa con el inicio de nisC, gen que codifica una proteina que participa,
junto con NisB, en las modificaciones postraduccionales de la pronisina (Narbad
y col., 1997). A su vez, el ultimo coddn de nisC se solapa con el gen nisl, cuya
proteina homénima es responsable de la inmunidad de las células frente a la
propia bacteriocina que estan produciendo. El Ultimo gen de este operon es nisP

y codifica una serina-proteasa encargada del procesado del lider de la nisina.

El segundo operdn no es inducible y engloba los genes nisR y nisK, que
codifican un sistema de transduccién de sefal de dos componentes (Engelke y
col., 1994; van der Meer y col, 1993). El funcionamiento de este sistema se
describe méas detalladamente en el siguiente apartado (11.6.4) debido a su
importancia para el propésito de esta Tesis Doctoral.

Finalmente, el tercer operon incluye los genes nisF, nisE y nisG, bajo
control del promotor inducible Ppss (Siegers y Entian, 1995). Las proteinas
resultantes de su expresién (NisF, NisE y NisG, respectivamente) parecen estar
involucradas, junto con Nisl, en la inmunidad frente a la nisina; en este sentido,
cuando cualquiera de estos tres genes se inactiva, las cepas retienen la
capacidad bacteriocinogénica pero se vuelven mucho mas sensibles al
lantibidtico que las cepas salvajes (Siegers y Entian, 1995). La identificacién de
un gen del operdn de la sacarosa (sacR) por detras de nisG sugiere que todos
los genes que tienen relacion con la biosintesis de la nisina ya han sido
identificados (Rodriguez y Dodd, 1996).
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11.6.4. Induccion de la biosintesis de nisina

La percepcién de quérum (quorum sensing) en las bacterias lacticas es un
fendmeno que se inicia cuando un péptido exocelular es reconocido por una
histidina-quinasa localizada en la membrana. Generalmente, esta proteina
sensora responde a la sefal externa mediante la autofosforilaciéon de un residuo
de histidina en su dominio C-terminal. Inmediatamente, el grupo fosfato se
transfiere a un residuo de &acido aspartico de un regulador de respuesta
intracelular (Msadek y col., 1993). Esta segunda sefal activa la transcripcién de
los genes diana, entre los que se suele incluir el gen estructural de la molécula
inductora (Kleerebezem y col., 1997). Estos sistemas de transduccion de sefal
de dos componentes (histidina-quinasa y regulador de respuesta) son
indispensables para la activacion de la transcripcién de los genes que codifican
varias sustancias autoinducibles, entre las que destacan las bacteriocinas y sus

feromonas.

En el proceso de autorregulacion de la nisina, la proteina NisK actua como
sensor para la nisina y la NisR como regulador de respuesta (Engelke y col.,
1994; van der Meer y col., 1993). La nisina extracelular constituye la sefial para el
sistema de transduccién y provoca la activacion transcripcional de los genes bajo
control del promotor Pnsa (NiSABTCIP) y Prise (nisFEG) (de Ruyter y col., 1996a;
Kuipers y col., 1995). Por lo tanto, la nisina actua como feromona en el proceso
de induccion de su propia biosintesis (Dodd y col., 1996b; Kleerebezem y col.,
1997; Qiao y col., 1996; Ra y col., 1996) (Fig. 1.10).

El nivel de expresion de los genes bajo el control del promotor Ppisa en
cepas que contienen las proteinas NisR y NisK pero que no producen nisina es
despreciable (Kuipers y col., 1997). Sin embargo, la adicién de nisina al medio de
cultivo durante la fase logaritmica de crecimiento de esas mismas cepas activa la
transcripcion de los genes controlados por el promotor nisA, siendo el nivel de
expresion proporcional a la cantidad de nisina anadida (Kuipers y col., 1995).
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Inicialmente se pensaba que Unicamente la nisina que interaccionaba con
la parte extracelular de NisK provocaba la activacién del regulén nis. Sin
embargo, Qiao y Saris (1996) inactivaron el gen nisT en una cepa de L. lactis y
observaron que aunque la cepa resultante era incapaz de secretar nisina al
medio, todavia seguia produciendo nisina intracelular. Estos autores sugirieron
que la activaciéon de la transcripcidén en la cepa AnisT debia estar mediada o por
la unién de la nisina intracelular a la membrana o por liberacion de la bacteriocina
debida a la lisis de parte de las células, si bien esta segunda posibilidad quedd
descartada tras el estudio posterior de Wahlstrom y Saris (1999). Mas tarde,
Kyla-Nikkila y col. (1999) demostraron que la nisina presente en el citoplasma de
la cepa AnisT se adsorbe a la membrana y puede interactuar con NisK, de modo
que desencadena el proceso de transduccion de sefnal sin necesidad de alcanzar

el medio extracelular.

Recientemente, Chandrapati y O’Sullivan (2002) han descubierto que la
induccién del promotor Ppisa también ocurre durante el crecimiento de L. lactis
ATCC 11454 en presencia de galactosa. Este fendbmeno se produce de forma
completamente independiente del sistema NisRK

11.6.5. Los sistemas NICE

El peculiar sistema de autorregulacion de la biosintesis de la nisina
constituye la base de los sistemas de expresién controlados por la nisina
(sistemas NICE, acrénimo del inglés Nisin-Controlled Expression; Kuipers y col.,
1998). Los elementos imprescindibles en cualquier sistema NICE son: (a) una
cepa que contenga los genes nisRK; (b) la adicion de nisina como molécula
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inductora; y (c) que el gen de interés esté controlado por los promotores Ppisa 0
Pnise (Kuipers et al., 1998).

Entre las ventajas que ofrecen los sistemas NICE para la produccion de
péptidos en L. lactis destacan las siguientes:

(1). La nisina es una molécula inductora idénea, ya que goza de grado
alimentario y su empleo en la industria alimentaria estd aceptado

internacionalmente.

(2). El sistema es facil de emplear y tiene un coste bajo, ya que la
induccion de los cultivos se consigue simplemente afadiendo cantidades muy
pequefias de nisina (tipicamente entre 0,05y 5 ug I''). El empleo de cantidades
subinhibitorias de nisina significa que los cultivos iniciadores que se empleasen
conjuntamente no sufririan dafo alguno. Con algunas variedades mutantes de
nisina, las concentraciones necesarias para la induccidon son incluso menores

(Kuipers y col., 1995).

(3). Se trata de un sistema flexible y versétil. Actualmente se dispone de
toda una gama de cepas y vectores de expresion idéneos para su aplicacion
practica (de Ruyter y col., 1996b).

(4). Este sistema se puede implementar en otras bacterias lacticas
mediante complementacién plasmidica. Para ello, se introducen dos plasmidos,
uno con los genes nisRK'y el otro con el promotor PnisA seguido del gen que se
desea expresar. Por supuesto, también se pueden disponer todos los elementos

genéticos en un mismo plasmido.

(5). La expresion esta sometida a un control extremadamente estricto. La
proteina de interés no se produce si no se induce el sistema, por lo que se puede
emplear para la sobreexpresion de proteinas letales.
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(6). Se puede controlar el nivel de expresién en funcién de la cantidad de
nisina anadida. Esto conduce, en ultima instancia, a una produccién elevada del
péptido o proteina de interés, que puede alcanzar hasta el 60% de la proteina
intracelular total (Kuipers y col.,, 1997). Como en la mayoria de los casos las
células no se lisan, se podria conseguir la secrecién de una proteina empleando

una secuencia senal adecuada, lo que facilitaria su procesado.

(7). Ya se ha conseguido un sistema de expresién de grado alimentario
basado en lactococos deficientes en el gen lacFy que contienen los genes nisRK
integrados en su cromosoma (Platteeuw y col.,, 1996). El sistema se
complementa con pladsmidos que contienen el gen de interés bajo control del
promotor PnisA y el gen lacF como marcador selectivo. La nisina actia como

inductor.

El sistema del promotor PnisA se ha utilizado con éxito para sobreexpresar
una gran variedad de genes heterblogos (de origen bacteriano, virico o eucariota)
en L. lactis (Chatel y col., 2001; De Ruyter, 1998; Enouf y col., 2001; Fernandez y
col., 2000; Kuipers y col., 1995; Plattteeuw y de Vos, 1992; van Alen-Boerrigter y
col., 1991).

I.L7. PRODUCCION HETEROLOGA DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS
LACTICAS

11.7.1. Utilidad de los sistemas de produccion heterdloga de péptidos

En general, el empleo de sistemas de expresion heterdloga suele
obedecer a tres razones principales (Makrides, 1996): (1) conocer la funcién y/o

el modo de accion de ciertas proteinas y péptidos; (2) facilitar el control
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transcripcional y/o traduccional sobre la expresion del gen recombinante; o (3)
conseguir un nivel de produccion mayor que el obtenido a partir de las fuentes
nativas. Ademas, en el caso de las bacteriocinas producidas por bacterias
lacticas, los sistemas de produccion heterdloga pueden tener otras aplicaciones
interesantes (Rodriguez y col., 2002). La eficacia de estos péptidos
antimicrobianos, y/o de las cepas productoras, como bioconservantes
alimentarios puede verse seriamente comprometida por diversos factores; como
un espectro antimicrobiano demasiado reducido, la pérdida espontanea de la
bacteriocinogenicidad, la escasa adaptacion del productor natural al alimento de
interés, los posibles efectos adversos sobre las caracteristicas organolépticas de
los alimentos y/o la emergencia de bacterias resistentes (Daeschel, 1993;
Holzapfel y col., 1995; Schillinger y col., 1996). En este contexto, la produccién
heteroléga de bacteriocinas puede ser una alternativa atractiva para evitar
algunas de las situaciones adversas anteriormente citadas. Adicionalmente, esta
estrategia también puede ser utilizada para la construccibn de cepas
multibacteriocinogénicas o para conferir propiedades antimicrobianas a cepas de

interés tecnolégico, como las que forman parte de cultivos iniciadores.

1.7.2. Hospedadores heterélogos

El disefio de un sistema de expresidon eficiente para la produccién de
proteinas o péptidos recombinantes depende de muchos factores, incluyendo las
caracteristicas del crecimiento celular, el nivel de expresién, la localizacion del
producto final, la existencia de modificaciones postraduccionales o la normativa,
en el caso de proteinas comerciales (Makrides, 1996). Ademas, dado que los
sistemas de expresion estan constituidos por células hospedadoras y elementos
genéticos (sefiales de transcripcion y de traduccion, genes, vectores, ...), la
eleccion de cada uno de los componentes puede resultar critica para la expresion
del gen de interés (Rodriguez y col., 2002).

58



Introduccion

Desde los inicios de la microbiologia molecular, Escherichia coli ha sido el
huésped procariota mas empleado para la clonacién y expresion de genes
heterdlogos, lo cual es completamente 6gico si se tiene en cuenta que se trata
del microorganismo mejor caracterizado genéticamente. Muchos de los procesos
biologicos de E. coli son bien conocidos y existe un numero casi ilimitado de
herramientas genéticas disponibles para su manipulacion (Billman-Jacobe, 1996).
En consecuencia, esta bacteria ha sido casi siempre seleccionada como el primer
hospedador para la clonacion de genes involucrados en la biosintesis de diversas
bacteriocinas producidas por bacterias lacticas. Sin embargo, resulta utdpico
pensar que una unica especie sea adecuada para cualquier aplicacion y, de
hecho, no todos los genes se pueden expresar correctamente en E. coli. Existen
varias razones que explican esta falta de universalidad de E. coli como productor
heter6logo. En primer lugar, existen grandes diferencias entre el empleo de
codones de E. coli y el de las bacterias lacticas (el contenido de G+C en los
genes de E. coli es de aproximadamente un 50%, en contraste con el 35%
existente en los de las bacterias lacticas). En segundo lugar, la proteina
recombinante puede ser toxica para E. coli. Por otra parte, pueden existir
problemas con la estructura del gen recombinante y/o con la estabilidad o la
eficiencia en la traduccién del RNAm correspondiente. Tampoco conviene olvidar
que E. coli es una bacteria Gram-negativa y, como tal, la organizacién de su
membrana celular y anexos difiere significativamente de la que podemos
encontrar en microorganismos Gram-positivos como las bacterias lacticas. Por lo
tanto, la produccion de una proteina heteréloga en E. coli puede enfrentarse a la
falta de mecanismos de secrecion que permitan el transporte del producto al
medio de cultivo. Ademas, los péptidos o proteinas heterblogas pueden ser
degradadas por la accién de las enzimas proteoliticas de E. coli (Makrides, 1996).
Finalmente, es importante considerar que E. coli no s6lo no esta considerado
como microorganismo GRAS sino, que bien al contrario, se debe considerar
como patdgeno o potencialmente patégeno. En consecuencia, se deben emplear
hospedadores alternativos cuando lo que se desea es la produccion de proteinas

heterdlogas con fines alimentarios.
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Los inconvenientes citados anteriormente se pueden superar eligiendo
otras bacterias alternativas aunque, en ultima instancia, la utilidad de unas u
otras esta dictada por la disponibilidad de herramientas para su manipulacion
genetica. Algunas especies de bacterias lacticas, como Lactococcus lactis, estan
demostrando ser muy versatiles y, de hecho, su potencial ha aumentado
notablemente en los ultimos afos como resultado de los recientes avances en la
estabilizacion de genes heterdlogos y en el control de su expresion (Venema vy
col., 1999). Actualmente las bacterias lacticas ya constituyen, en muchos casos,
la primera eleccién para la expresion de genes heterblogos y, dada la gran
cantidad de investigadores que estan trabajando en la expresion génica en este
tipo de organismos, no seria de extrahar que esta situacibn mejore
sustancialmente en el futuro (Konings y col., 2000). Muchas bacterias lacticas
son consideradas seguras o0 “de grado alimentario” y éste es uno los principales
motivos, junto con su importancia industrial, por el que resultan tan atractivas
como biorreactores para la produccion heteréloga de proteinas o péptidos de
interés para el sector alimentario (Billman-Jacobe, 1996).

1.7.3. Produccién heteréloga de bacteriocinas basada en la expresién de los

genes nativos

La introduccidn de los genes nativos necesarios para la biosintesis de una
bacteriocina parece, a simple vista, el procedimiento mas sencillo para su
obtencién en un hospedador heterdlogo. Aunque se ha observado que no
siempre es asi, esta fue la estrategia seguida en los primeros trabajos sobre el
tema y sigue teniendo cierta utilidad en la actualidad (Rodriguez y col., 2002).
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11.7.3.1. Bacteriocinas de la Clase |

La producciéon heterdloga de nisina en otras bacterias lacticas resulta
particularmente atractiva debido, entre otras razones, a su amplio espectro
antimicrobiano, su aplicacion industrial como aditivo y el hecho de que sus
determinantes genéticos estén localizados en un transposon conjugativo. La
transmision de informaciéon genética mediante conjugacién es un proceso natural
que no requiere recombinacién de DNA. Sin embargo, los intentos de transmision
del transpos6n de nisina a bacterias lacticas no pertenecientes a la especie L.
lactis han sido tradicionalmente infructuosos. Excepcionalmente, Broadbent y col.
(1995) consiguieron transferir el transposén Tn5307 a un enterococo de origen
lacteo. Estos autores observaron que la cepa transconjugante (Enterococcus sp.
N12B) adquiria inmunidad a la nisina (previamente era sensible) pero no producia
la bacteriocina. Mas recientemente, Li y O’Sullivan (2002) investigaron la causa
que impedia la obtencion de nisina extracelular activa en los sobrenadantes del
mencionado enterococo. Aunque el empleo de las técnicas de PCR e hibridacion
de Northern revel6 la ausencia de transcripcion del gen nisA, dicha transcripcion
pudo ser parcialmente restaurada cuando se afadia nisina exdgena a los cultivos
de la cepa N12B. Ademas, los bioensayos mostraron que la cantidad de nisina
activa que se producia dependia linealmente de la dosis de nisina exdgena que
se afiadia como agente inductor. En cualquier caso, la cantidad minima de nisina
necesaria para la autoinduccion era muy superior a la requerida para iniciar el

mismo proceso en cepas de L. lactis.

La lactocina S es un lantibiético producido por ciertas cepas de
Lactobacillus sakei (Mgrtvedt y Nes, 1990; Rodriguez y col.,, 1995). Su
produccion esta codificada en una compleja agrupacion de genes de localizacion
plasmidica (Nes y col., 1994). Skaugen y col. (1999) consiguieron la biosintesis
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de esta bacteriocina en cepas de Lb. sakei no bacteriocinogénicas y también en
Lb. plantarum mediante la subclonacidén de un fragmento de 16 kb que contenia
los 11 genes de la agrupacion en el vector pELS100. El sistema de expresion
sirvié para analizar el efecto de distintas mutaciones introducidas en varios de los
genes, lo que permiti6 conocer mejor la actividad biolégica de las proteinas
derivadas.

La lacticina 3147, producida por algunas cepas de L. lactis, es una
bacteriocina de dos componentes con un amplio espectro antimicrobiano (Ryan y
col.,, 1996). Los genes que intervienen en su biosintesis estan organizados en
dos operones divergentes localizados en pMRCO1, un plasmido conjugativo
(Dougherty y col., 1998). Ryan y col. (1999) utilizaron la expresion heterdloga de
esta bacteriocina en Enterococcus faecalis FA2-2 para comparar su actividad
biolégica con la de una citolisina producida heter6logamente por un enterococo
isogénico. Tras varios intentos fallidos de transferir directamente pMRCO1 a la
cepa FA2-2 mediante conjugacién, estos autores consiguieron introducir en ese
hospedador un plasmido (pOMO02) que contenia los dos operones. De esta
manera, pudieron comprobar que, a diferencia de la citolisina, la lacticina 3147
carece de actividad hemolitica. El espectro antimicrobiano del enterococo
recombinante era ligeramente mas estrecho que el del lactococo original, lo que
se debia posiblemente a su menor productividad de bacteriocina.

La produccién de acidocina B, una bacteriocina de Lactobacillus
acidophilus M46, esta codificada en un plasmido de 14 kb (pCV461) que ha sido
transferido con éxito a una cepa de Lb. plantarum (Van der Vossen y col., 1994).
La subclonacién de fragmentos de restriccion de pCV461 en los vectores
pGKV21 (20 copias por célula) y pLPE24M (80 copias por célula) origin6 nuevos
plasmidos con los que se ha conseguido la producciéon heter6loga de la acidocina
B en Lb. plantarumy Lb. fermentum (Leer y col., 1995).
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11.7.3.2. Bacteriocinas de la Clase Il

La mayoria de las cepas productoras de la pediocina PA-1 son
pediococos, unas bacterias asociadas con productos carnicos y vegetales pero
escasamente adaptadas a la leche y productos lacteos. Dada la actividad de esta
bacteriocina frente a Listeria monocytogenes y otros patdgenos preocupantes
para el sector lacteo, seria interesante que las industrias queseras pudieran
disponer de cultivos iniciadores o adjuntos con esta propiedad. En Pediococcus
acidilactici PAC1.0, la produccion de esta bacteriocina esta asociada al plasmido
pSRQ11 (Marugg y col., 1992). El operdn de la pediocina (ped), incluyendo su
propio promotor, fue subclonado y expresado con éxito en E. coliy en una cepa
originalmente sensible a la bacteriocina, Pediococcus pentosaceus PPE1.2., lo
que permitié el andlisis funcional del operdon (Marugg y col., 1992; Venema y col.,
1995). Chikindas y col. (1995) también consiguieron la produccion y secrecidon de
esta bacteriocina en P. pentosaceus PPE1.2 tras la introduccion de pMC117. En
este plasmido, el promotor de la pediocina ha sido sustituido por P32, un
promotor lactococico fuerte. La cantidad de bacteriocina producida fue hasta
cuatro veces superior a la obtenida del productor natural P. acidilactici PAC1.0.
Estos mismos autores consiguieron la transformacién de L. lactis IL1403 con
pMC117 pero, en este caso la produccion representdé menos de un 1% de la del
pediococo parental. El nivel aumenté hasta un 50% cuando se empleé como
hospedador L. lactis LL108, una cepa que porta varias copias del gen repA en su
cromosoma y en la que, por lo tanto, el nimero de copias del plasmido es muy
superior. En contraste, no se consigui6é la produccién de pediocina en L. lactis
cuando el operén ped estaba bajo el control de su propio promotor. En el mismo
trabajo, la introduccién de pKV4, un plasmido que contiene los cuatro genes de la
biosintesis de la lactococina A, en P. acidilactici PAC1.0 resultdé en la

coproduccion de pediocina PA-1 y lactococina A.

Aunque el trabajo de Chikindas y col. (1995) demostr6 que la pediocina
PA-1 podria ser producida en L. lactis, las cepas empleadas como hospedadoras
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carecian de algunas propiedades necesarias para su aplicacién en la industria
lactea. Para explorar el potencial de un cultivo comercial productor de pediocina
PA-1, Buyong y col. (1998) seleccionaron como hospedador de pMC117 a L.
lactis MM210, ya que se trata de una cepa empleada industrialmente en la
elaboracion de queso Cheddar. La actividad anti-Listeria del lactococo
recombinante fue evaluada en quesos Cheddar coinoculados con el lactococo y
con una mezcla de tres cepas de L. monocytogenes. En los quesos
experimentales, los recuentos del patégeno disminuyeron en un ciclo logaritimico
tras la primera semana de maduracion y, posteriormente, se redujeron en un ciclo
adicional a los tres meses (recuentos finales: 10 ufc g'). La presencia del
plasmido con el operén ped no afectdé al crecimiento ni a las propiedades
tecnoldgicas del lactococo. En los quesos control, inoculados con la misma
concentracion de un lactococo isogénico no productor de pediocina, los
recuentos de L. monocytogenes aumentaron en 4 ciclos logaritmicos tras las dos
primeras semanas de maduracion y, seguidamente, disminuyeron gradualmente

hasta aproximadamente 10° ufc g a los 6 meses.

Coderre y Somkuti (1999) han demostrado la produccion de cantidades
variables de pediocina PA-1 en L. lactis, E. faecalis y Streptococcus thermophilus
transformados con pPC418, un plasmido equipado con repA y con el operén ped
bajo control del promotor STpa01 de St thermophilus. La produccion de esta
bacteriocina no afecté al crecimiento de diversas cepas de St. thermophilus 'y Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus, las bacterias utilizadas como cultivos iniciadores en
la produccion de yogur y de otros productos lacteos. No obstante, en el mismo
estudio se observé que la estabilidad de pPC418 dependia del hospedador
utiizado y que, en algunos casos, el subcultivo seriado de las cepas
transformadas ocasionaba una pérdida gradual de la bacteriocinogenicidad. Esta
estabilidad dependiente de cepa ha sido previamente observada en otros
plasmidos de la misma familia (Soleiman y Somkuti, 1993).
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La enterocina A es una bacteriocina inducible producida por cepas de E.
faecium (Aymerich y col., 1996). Debido a las precauciones existentes (muchas
veces de forma infundada) sobre el uso de enterococos en la industria
alimentaria, la produccion heterbloga de esta bacteriocina en otras bacterias
lacticas seria una manera de aprovechar su actividad antilisteria, muy similar a la
de la pediocina PA-1. O’Keeffe y col. (1999) clonaron todos los elementos
geneticos necesarios para la biosintesis de la enterococina A en pCI372. La
introduccién del plasmido resultante (pENTO3) en E. faecalis OG1X condujo a la
produccién de la bacteriocina y de su factor de induccion en medio sélido. En
caldo, la bacteriocina sé6lo se pudo detectar tras la adicion exégena del factor de
induccion. Los autores sugirieron que este hecho podria deberse a la falta de
expresion de los dos componentes del sistema de transduccién de sefal (entKR).
La introduccion de pENTO3 en L. lactis IL1403 y MG1614 no se tradujo en
actividad bacteriocinogénica, incluso en placas que contenian el factor de
induccién. De hecho, la produccion de enterocina A en L. lactis IL1403 sélo se
pudo conseguir (y con cierta inestabilidad) mediante la expresién constitutiva del
cassette entAITD bajo control del promotor lactocécico P32 (plasmido pENT02).

Martinez y col. (2000) consiguieron coproducir pediocina PA-1 y enterocina
A en L. lactis I1L1403. Para ello, clonaron un fragmento de PCR que contenia los
genes pedA (estructural) y pedB (inmunidad) del operdn de la pediocina en el
plasmido pHB04. El fragmento se insert6 justo por detras del promotor P32 y de
los genes estructural (entA) y de inmunidad (ent) de la enterocina A. Las
concentraciones de pediocina y de enterocina en los sobrenadantes del lactococo
recombinante fueron practicamente insignificantes. En cualquier caso, ambas
bacteriocinas pertenecen a la subclase lla; esto quiere decir que sus estructuras,
sus modos de accion y sus espectros antimicrobianos son muy similares, por lo

que carecen de accion sinérgica y su coproduccion no es un objetivo relevante.

La acidocina A es una bacteriocina producida por Lb. acidophilus TK9201,
una cepa empleada industrialmente para la elaboracién de leches fermentadas
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(Kanatani y col., 1995). La clonacion de todos los elementos genéticos que
intervienen en su producciéon permitid su produccién en Lb. casei TK9008, una

cepa no bacteriocinogénica y sensible a la acidocina A.

11.7.3.3. Bacteriocinas de la Clase lll

La helveticina J es una bacteriocina de producida por Lb. helveticus 481
(Joerger y Klaenhammer, 1986). A pesar de que su estrecho espectro
antimicrobiano y su termosensibilidad limitan su potencial como bioconservante,
esta bacteriocina podria contribuir a que las bacterias productoras sean mas
competitivas en sustratos lacteos complejos. La clonacién de un fragmento que
contenia el gen estructural en pGK12 y la posterior introduccién del plasmido
recombinante en Lb. johnsonni NCK64, posibilitaron la obtencion de la nueva
cepa bacteriocinogénica Lb. johnsonni NCK249. Aunque la falta de atractivo
tecnolégico de esta bacteriocina ha propiciado que no se haya seguido
estudiando, hay que destacar que éste fue el primer trabajo en el que se
consiguié la produccién hetrdloga de una bacteriocina producida por bacterias
lacticas.

I.7.4. Produccion heterdloga de bacteriocinas mediante intercambio de

lideres y/o de sistemas de secrecion del tipo ABC

La secrecion y procesado de la mayoria de las bacteriocinas producidas
por bacterias lacticas requiere un sistema dedicado integrado por un
transportador de tipo ABC y una proteina accesoria. La explotacion de las
grandes homologias aminoacidicas existentes tanto entre los lideres como entre
los transportadores de la mayor parte de las bacteriocinas de la clase I
(incluyendo la colicina V) y de algunos lantibiéticos constituye una estrategia
atractiva para la produccién heteréloga de bacteriocinas (Rodriguez y col., 2002).
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Las bacteriocinas que se han conseguido producir en bacterias lacticas
heter6logas empleando un transportador de tipo ABC se muestran en la Tabla
1.4

Por lo que se refiere a los lantibi6ticos, Kuipers y col. (1993) reemplazaron
el lider de la nisina Z por el de la subtilina, un lantibiético producido por Bacillus
subtilis, y observaron que el precursor hibrido era reconocido por la maquinaria
de transporte de la nisina Z existente en las cepas nisinogénicas de L. lactis. Sin
embargo, el precursor no era procesado, lo que provocaba que la actividad
antimicrobiana fuera unas 200 veces inferior a la del productor natural de nisina
Z. Los lideres de los lantibidticos no sélo estan involucrados en el transporte y
procesado de las bacteriocinas, sino también en los complejos procesos de
modificacién postraduccional. Por ese motivo, contienen regiones atipicas que
hacen que sea muy dificil su produccion empleando lideres heterélogos. De
hecho, se ha observado que mutaciones puntuales en el lider de la nisina
provocan grandes diferencias en la produccion de este lantibidtico (Van der Meer
y col., 1994).

La lactacina F es una bacteriocina compuesta por dos péptidos (LafA y
LafX) producida por Lb. johnsonii VP1 11088 (Fremaux y col., 1993; Allison y col.,
1994). Entre las bacteriocinas de la clase Il, las secuencias de los lideres de LafA
y LafX y las de los lideres de las carnobacteriocinas A, BM1 y BM2 producidas
por Carnobacterium piscicola LNV17 (Worobo y col., 1994; Quadri y col., 1994) son
las que muestran el mayor grado de homologia. Para averiguar si sus sistemas
de transporte y procesado eran intercambiables, Allison y col. (1995a)
introdujeron el plasmido pTRK386 (con los tres genes del operdn de la lactacina
F) en C. piscicola LV17 y observaron que la cepa resultante era capaz de
producir simultdneamente la lactacina F y las carnobacteriocinas. La
productividad de las carnobacteriocinas era similar a la de la cepa parental, pero
la produccién de los péptidos de la lactacina F (especialmente LafA) fue muy
inferior. Los autores sugirieron que podria ser debido a una menor afinidad de los
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Tabla I1.4. Bacteriocinas producidas heter6loaamente en bacterias lacticas empleando un sistema de transporte de tioo ABC

Bacteriocina Hospedador nativo Hospedador heterdlogo Vector Referencia
Acidocina A Lb. acidophilus TK9201 Lb. casei TK9008 pESX72 Kanatani y col. (1995)
Acidocina B Lb. acidophilus M46 Lb. plantarum 80 pCV461 Van der Vossen y col. (1994)

Lb. acidophilus M46 Lb. plantarum 80 pCV461-3 Leer y col. (1995)

Lb. acidophilus M46 Lb. plantarum 80 pLPE24M Leer y col. (1995)
Carnobacteriocina B2 C. piscicola LV61 Lb. sakei Lb79 (pSAK20) pSC1 Axelsson y col. (1998)

C. piscicola LV61 Lb. sakei Lb79 (pSAK20) pSC2 Axelsson y col. (1998)
Colicina V E. coli L. lactis IL1403(pMB500) pLEC2 van Belkum y col. (1997)
Divergicina A C. divergens LV13 Lc. gelidum UAL 187-22 pLED1 van Belkum y col. (1997)

C. divergens LV13 Le. gelidum UAL 187-22 pLADG6 van Belkum y col. (1997)

C. divergens LV13 Le. gelidum UAL 187-22 pCOD1 van Belkum y col. (1997)

C. divergens LV13 L. lactis IL1403(pMB500) pLADG6 van Belkum y col. (1997)

C. divergens LV13 E. coliMC4100 (pHK22) pLED1 van Belkum y col. (1997)

C. divergens LV13 E. coliMC4100 (pHK22) pCOD1 van Belkum y col. (1997)
Enterocina A E. faecium DPC1146 E. faecalis OG1X pENTO02 O’Keeffe y col. (1999)

E. faecium DPC1146 E. faecalis OG1X pENTO3 O’Keeffe y col. (1999)

E. faecium DPC1146 L. lactis IL1403 pENTO02 O’Keeffe y col. (1999)

E. faecium T136 L. lactis 1L1403 pHB04 Martinez y col. (2000)

E. faecium T136 L. lactis 1L1403 pJMO04 Martinez y col. (2000)
Helveticina J Lb. helveticus NCDO 481 Lb. johnsonii NCK249 pGK12 Fremaux y Klaenhammer (1993)
Lactacina F Lb. johnsonii VPI 11088 C. piscicola LV17 pTRK386 Allison y col. (1995a)

Lb. johnsonii VP1 11088 Lc. gelidum UAL187-22 pTRK204 Allison y col. (1995b)
Lacticina 3147 L. lactis DPC3147 E. faecalis FA2-2 pOMO02 Ryan y col. (2001)
Lactocina S Lb. sakeilL45 Lb. plantarum NC8 pELS163 Skaugen y col. (1999)
Lactococcina A L. lactis WM4 Le. gelidum UAL187-22 pMB553 van Belkum y Stiles (1995)

L. lactis WM4 P. acidilactici PAC1.0 pKV4 Chikindas y col. (1995)
Leucocina A Lc. gelidum UAL187 L. lactis 1L1403 (pMB500) pMJ6 van Belkum y Stiles (1995)
Mesentericina Y105 Lc. mesenteroides Y105 Lb. johnsonii NCK64 pCFYC5 Fremaux y col. (1995)

Lc. mesenteroides Y105 L. cremoris LC pFBYC04 Biet y col. (1998)
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Tabla 11.4. (cont.) Bacteriocinas producidas heterélogamente en bacterias lacticas empleando un sistema de transporte tipo ABC

Bacteriocina Hospedador nativo Hospedador heterélogo Vector Referencia

Pediocina PA-1 P. acidilactici PAC1.0 E. coli V850 pSRQ11.1 Marugg y col. (1992)
P. acidilactici PAC1.0 E. coliV850 pSRQ11.2 Marugg y col. (1992)
P. acidilactici PAC1.0 E. coliV850 pSRQ220 Marugg y col. (1992)
P. acidilactici LB42-923 E. coliJM109 pMBR1.0 Bukhtiyarova y col. (1992)
P. acidilactici PAC1.0 P. pentosaceus PPE1.2 pMC117 Chikindas y col. (1995)
P. acidilactici PAC1.0 P. pentosaceus PPE1.2 pSRQ220 Venema y col. (1995)
P. acidilactici PAC1.0 P. pentosaceus PPE1.2 pMC117 Venema y col. (1995)
P. acidilactici PAC1.0 L. lactis IL1403 pMC117 Chikindas y col. (1995)
P. acidilactici PAC1.0 L. lactis LL108 pMC117 Chikindas y col. (1995)
P. acidilactici PAC1.0 L. lactis MM210 pMC117 Buyong y col. (1998)
P. acidilactici PAC1.0 Lb. sakei Lb790 (pSAK20) pPED1 Axelsson y col. (1998)
P. acidilactici PAC1.0 Lb. sakei Lb790 (pSAK20) pPED2 Axelsson y col. (1998)
P. acidilactici 347 L. lactis IL1403 pFl12126 Horn y col. (1998)
P. acidilactici 347 L. lactis IL1403 pFI2126, pFI2148 Horn y col. (1999)
P. acidilactici 347 L. lactis IL1403 pFI2160 Horn y col. (1999)
P. acidilactici 347 L. lactis MG1614 pFI2126, pFI2148 Horn y col. (1999)
P. acidilactici 347 L. lactis MG1614 pFI2160 Horn y col. (1999)
P. acidilactici 347 L. lactis F15876 pFI2126, pFI2148 Horn y col. (1999)
P. acidilactici 347 L. lactis FI15876 pFl12160 Horn y col. (1999)
P. acidilactici F E. coliDH5a pPC318 Coderre y Somkuti, 1999
P. acidilactici F St. thermophilus ST128 pPC418 Coderre y Somkuti, 1999
P. acidilactici F L. lactis ML3 pPC418 Coderre y Somkuti, 1999
P. acidilactici F L. lactis SLA1.1 pPC418 Coderre y Somkuti, 1999
P. acidilactici F E. faecalis DL3 pPC318 Coderre y Somkuti, 1999
P. acidilactici 347 L. lactis 1IL1403 pJMO3 Martinez y col. (2000)
P. acidilactici 347 L. lactis 1IL1403 pJM04 Martinez y col. (2000)
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precursores de la lactacina F por la maquinaria de secrecion de las
carnobacteriocinas. La enterocina B es una bacteriocina que, aunque carece de
la secuencia consenso YGNGVXC, comparte ciertas similaridades con las
secuencias de las bacteriocinas de la clase lla y, especialmente, con la
carnobacteriocina A (Casaus y col., 1997). Dado que el grado de homologia es
particularmente elevado (72% de identidad) dentro de las regiones
correspondientes a los respectivos lideres, Franz y col. (1999) investigaron la
posibilidad de que el sistema de transporte de tipo ABC de la carnobacteriocina
reconociera al lider de la enterocina B. Efectivamente, la introduccion de un
plasmido con los genes estructurales (entB) y de inmunidad (eniB) de la
enterocina B en C. piscicola LV17A (productor de carnobacteriocina A) permitié la

coproduccion de las dos bacteriocinas.

Fremaux y col. (1995) consiguieron producir mesentericina Y105, una
bacteriocina de clase |l producida por Leuconostoc mesenteroides Y105
(Héchard y col., 1992), introduciendo un plasmido con el gen estructural (mesY)
en Lb. johnsonii NCK64, una cepa no bacteriocinogénica pero que contiene los
genes de transporte y procesado de la lactacina F (Muriana y Klaenhammer,
1987). La produccion de mesentericina fue baja, lo que posiblemente se deba,
como en el caso anterior, a una menor afinidad del sistema de exportacion de la
lactacina F por la bacteriocina citada. La leucocina A es otra bacteriocina de
clase Il, en este caso producida por Leuconostoc gelidum UAL187, una cepa
aislada de carne envasada a vacio (Hastings y Stiles, 1991). La introduccién del
gen estructural (IcaA) y del de inmunidad (/caB) en una cepa de L. lactis que
contenia el sistema de transporte de la lactococina A no se tradujo en la
produccién de leucocina A (van Belkum y Stiles, 1995). En contraste, el sistema
de transporte de la leucocina A presente en Lc. gelidum UAL187-22 fue capaz de
dirigir la produccién de lactococina A tras su transformacién con un plasmido que
contenia los genes IcnA y IciA (van Belkum y Stiles, 1995). En ese mismo
hospedador, la introduccion del operdn de la lactacina F permitié la coproduccion
de leucocina Ay lactacina F (Allison y col., 1995b).
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El primer estudio detallado del papel de las secuencias lider de
bacteriocinas heterélogas de la clase Il fue realizado por van Belkum y col.
(1997). Estos autores generaron genes hibridos en los que las secuencias que
codifican los lideres de la leucocina A, la lactococina A y la colicina V estaban
fusionadas a la secuencia que codifica la divergicina A. Esta dltima es una
bacteriocina producida por C. divergens LV13 que no tiene relacién con las
anteriores y que se secreta a través de la ruta general de secrecion SEC
(Worobo y col., 1995). Los plasmidos que contenian dichas fusiones (pLEDA1,
pLAD6 y pCOD1, respectivamente) se introdujeron en Lc. gelidum UAL187-22, L.
lactis (pPMB500) y E. coli MC4100 (pHK22). Estos hospedadores portan los
sistemas de transporte y procesado de la leucocina A, la lactococina A y la
colicina V, respectivamente. Los diferentes lideres fueron capaces de dirigir la
secrecion de la divergicina en los hospedadores que contenian los sistemas de
secrecion homologos. Ademas, ciertas combinaciones “lider-translocador”
permitieron la produccién de divergicina con transportadores heterdlogos. En Lc.
gelidum UAL187-22 (pCOD1), la secrecion de divergicina dirigida por el lider de
la colicina V no fue tan eficaz como el mismo proceso dirigido por el lider de la
leucocina. En contraste, el lider de la colicina fue incapaz de dirigir el transporte
de divergicina en L. lactis IL1403 (pMB500, pCOD1) empleando la maquinaria de
secrecion de la lactococina A. Por otra parte, se consiguié producir colicina V en
L. lactis 1L1403 (pMB500) tras su transformacion con pLEC2. Este plasmido
contenia la fusién “lider de la leucocina A-colicina V” bajo el control del promotor
P32. Sin embargo, no se consiguidé producir colicina cuando el mismo plasmido
se introdujo en Lc. gelidum UAL187-22. El trabajo de van Belkum y col. (1997)
confirmé la flexibilidad de los sistemas de secrecion de bacteriocinas de la clase
Il para exportar y procesar correctamente bacteriocinas heterdlogas
pertenecientes a esa misma clase. Pero, por otra parte, también demostré6 que
los elementos que componen dichos sistemas de translocacion no son
universalmente intercambiables. Sobre la base de un trabajo previo de Gilson y
col. (1990), van Belkum y col. (1997) sugirieron que la hidrofobicidad del lider
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heter6logo puede jugar un papel muy importante en el proceso de secrecién |,
permitiendo o no la produccién de la bacteriocina.

Tanto la pediocina PA-1como la lactococina A son bacteriocinas de la
clase Il y, en consecuencia, candidatas para un intercambio de lideres que
posibilite la producciéon de pediocina PA-1 en L. lactis. Horn y col. (1998)
describieron la produccién heter6loga de esta bacteriocina en L. /actis 1L1403
mediante la introduccion de pFI2126, un plasmido derivado de pTG262 que
contenia una fusién entre la secuencia que codifican el lider de la lactococina Ay
la que codifica la pediocina PA-1 madura, precedida por el promotor de la
lactococina A. L. lactis IL1403 fue elegida como hospedador porque porta en su
cromosoma los genes IcnC’y IcnD’, que son analogos a los que codifican el
aparato de transporte de la lactococina A (Stoddard y col., 1992; Venema y col.,
1996). La cepa resultante, L. lactis FI9043, secretaba pediocina PA-1 activa, pero
en una cantidad muy inferior a la del productor natural P. acidilactici 347
(Rodriguez y col., 1997). Previamente ya se habian descrito reducciones
significativas en la productividad de lactococina A en la cepa IL1403 (Holo y col.,
1991; van Belkum y col.,, 1991). Estas disminuciones pueden ser atribuidas al
bajo nimero de copia de los genes cromosémicos lcnC’D’ (Stoddard y col., 1992)
y/o al hecho de que el producto de esos genes puede no ser completamente
idéntico al aparato de transporte de la lactococina A (Venema y col., 1996). Si se
comparan los resultados obtenidos por Chikindas y col. (1995) y por Horn y col.
(1998) se puede deducir que, en L. lactis, la secrecion de pediocina PA-1
utilizando el lider y el sistema de transporte de la lactococina A es mas eficaz que
el proceso equivalente dirigido por el lider y la maquinaria secretora de la propia
pediocina PA-1.

La produccion heteréloga de pediocina PA-1 en L. lactis 1L1403 mejoré
notablemente gracias a la introduccién en el sistema de los genes lcnCD vy al
aumento de la dosis de estos genes mediante su clonacién en un plasmido

multicopia que también contenia el gen estructural hibrido (Horn y col., 1999). En
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el mismo estudio, se consiguié la obtenciéon de un derivado del productor de
nisina L. lactis FI5876, capaz de coproducir nisina A y pediocina PA-1 (Horn y
col., 1999). Aunque la nueva cepa mantenia la misma productividad de nisina
que la cepa parental, la cantidad de pediocina PA-1 producida por el lactococo
coproductor fue muy pequefa (aproximadamente un 5% de la producida por P.
acidilactici 347). No obstante, este hecho represent6 el primer paso en la
construccion de bacterias lacticas que puedan producir dos 0 mas bacteriocinas
bien caracterizadas, de amplio espectro y con diferentes modos de accidn.

Posteriormente, Morisset y Frére (2002) emplearon una tactica similar para
producir pediocina PA-1 en Lc. mesenteroides. Para ello, introdujeron en las
células hospedadoras un plasmido multicopia que contenia el gen hibrido
estructural “lider mesentericina-pediocina PA-1 madura” y los genes que
codifican el sistema de secrecion de la mesentericina Y105 (mesCDE). En este
caso, la produccion de pediocina PA-1 por parte del hospedador heterdlogo

también fue similar a la del pediococo parental.

Axelsson y col. (1998) desarrollaron un modelo alternativo para la
produccion heterdloga de bacteriocinas en Lb. sakei Lb709 basado en el sistema
de secrecion y activacion transcripcional de la sakacina A. Los genes para la
biosintesis de esta bacteriocina de la clase Il estan repartidos en dos operones
(Axelsson y Holck, 1995). El primero contiene el gen de inmunidad y el
estructural, mientras que el segundo comprende los genes (orf4sapKRTE)
involucrados en la secrecion y en la activaciéon transcripcional del promotor de la
sakacina A. En el estudio de Axelsson y col. (1998), el modelo propuesto
requeria la introduccién de dos plasmidos en la cepa de Lb. sakei. El primero
(pSAK) contenia el operén orf4sapKRTE), mientras que el segundo portaba el
gen estructural y el de inmunidad de la sakacina P (sppA, spiA), la pediocina PA-
1 (pedA, pedB) o la piscicolina 61 (psc61, orfX), bien bajo control de sus propios
promotores (pSPP1, pPED1 o pPSC1, respectivamente) o bien bajo control del
promotor de la sakacina A (pSPP2, pPED2 o pPSC2, respectivamente). La
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produccién de sakacina P y pediocina PA-1 Unicamente fue posible en presencia
del promotor de la sakacina A. En contraste, se obtuvieron cantidades
significativas de piscicolina 61 independientemente del promotor usado,
probablemente debido a la gran similitud existente entre los elementos
reguladores que se encuentran por delante de los promotores de la sakacina Ay
de la piscicolina 61 (Worobo y col.,, 1994). En las condiciones descritas, la
produccién de las tres bacteriocinas fue similar a la obtenida en las respectivas

cepas parentales.

I.7.5. Produccion heterdloga de bacteriocinas mediante la adicion de

péptidos senal reconocidos por los sistemas SEC

En contraste con las bacteriocinas de las bacterias lacticas, la mayoria de
las proteinas procaridticas que se secretan poseen un péptido senal
aminoterminal que permite su acceso a la ruta de secrecion general (SEC)
(Pugsley, 1993). No obstante, Zhang y col. (1995) mostraron que la bacteriocina
colicina V podia ser exportada al periplasma de E. coli si la parte del gen
estructural que codifica la colicina V madura se precede de la secuencia que
codifica el péptido sefial de la proteina OmpA.

De forma similar, una fusién de las secuencias que codifican el precursor
de la proteina ligadora de matosa (pre-MBP) y la pediocina PA-1 condujo a la
obtencion de la proteina quimérica en el periplasma de E. coli (Miller y col.,
1998a). La pre-MBP contiene un péptido sefial que es reconocido por el sistema
SEC de E. coli. Estos investigadores optaron por expresar y secretar pediocina
PA-1 como parte de una proteina quimérica secretada por un sistema SEC para
evitar la toxicidad celular asociada a la sintesis de proteinas de membrana, tales
como las que componen el sistema de transporte de la pediocina PA-1 (PedC y
PedD). La proteina quimérica “pre-MBP-pediocina PA-1" sirvi6 como modelo para
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construir diversos mutantes de la pediocina PA-1 con los que estudiar las

relaciones entre la estructura y la funcién de esta bacteriocina.

En la dltima década, se ha caracterizado un pequefio numero de
bacteriocinas producidas por bacterias lacticas que emplean el sistema SEC para
su transporte y procesado. Entre ellas se encuentran la divergicina A de C.
divergens LV13 (Worobo y col., 1995), la acidocina B de Lb. acidophilus M46
(Leery col., 1995) y la enterocina P de E. faecium P13 (Cintas y col., 1997). Mas
concretamente, los estudios de Worobo y col. (1995) y de Leer y col. (1995) han
permitido la produccion heter6loga de bacteriocinas biolégicamente activas
utilizando una nueva estrategia: la fusién entre una secuencia que codifique un

péptido sefnal SEC y otra que codifique una bacteriocina madura.

En este contexto, se ha conseguido la produccién de divergicina A en
células de C. piscicola LV17A, LV17B, LV17C y UAL 26 y de L. lactis IL1403 y
MG1363 transformadas con un plasmido que Unicamente portaba los genes
estructural (dvnA) y de inmunidad (dviA) de la divergicina A (Worobo y col.,
1995). Este trabajo demostré que el péptido senal de la divergicina A es
reconocido por los sistemas SEC de hospedadores heterélogos. Del mismo
modo, estos mismos autores consiguieron que una bacteria Gram-negativa, E.
coli DH5a, produjera fosfatasa alcalina cuando su péptido sefnal nativo fue

reemplazado por el de la divergicina A.

Esta estrategia también permite la coproduccién de bacteriocinas. Por
ejemplo, la transformacién de C. divergens LV13 con un plasmido que contenia el
gen de inmunidad de la carnobacteriocina B2 y una fusion “péptido senal de la
divergicina A-carnobacteriocina B2 madura” result6 en la obtencion de divergicina
Ay de carnobacteriocina B2 correctamente procesada (McCormick y col., 1996).
Este estudio proporciond el primer ejemplo de cepa multibacteriocinogénica
segura y, por lo tanto, aplicable en la industria alimentaria. Ademas, también se
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consiguio la produccion de carnobacteriocina B2 en C. piscicola LV17C y UAL 26,
C. divergens UAL 278 y L. lactis IL1403. Posteriormente, McCormick y col. (1999)
emplearon el mismo sistema para producir colicina V en C. piscicola LV17C vy
UAL 26, C. divergens LV13 y L. lactis IL1403. Para ello, en el gen hibrido anterior
se sustituyo la secuencia que codifica la carnobacteriocina B2 madura por la que
codifica la colicina V madura. Aunque el espectro de inhibicién de la colicina V es
reducido, el sistema desarrollado puede servir como modelo para la produccion
en bacterias lacticas de otros péptidos antimicrobianos (procariotas o eucariotas)
capaces de inhibir bacterias patégenas de especial preocupacién para la
industria alimentaria, como Salmonella spp., Campylobacter jejuni o las cepas
enterohemorragicas de E. coli (McCormick y col., 1999).

La creacion de un gen hibrido “péptido sefal de la divergicina A-
mesentericina Y105 madura” también ha permitido la produccion de dicha
bacteriocina en los hospedadores heterélogos E. coli DH5a, Lc. mesenteroides
DSM20484 y Lc. cremoris LC (Biet y col., 1998). En contraste, estos autores no
consiguieron su produccién en L. lactis IL1403 o RD230. En el mismo estudio,
Biet y col. (1998) construyeron dos sistemas de produccion heterdloga de
mesentericina Y105 que, aunque eran directamente comparables, se
diferenciaban en el sistema de transporte y procesado; mas concretamente, en
un sistema la bacteriocina se exportaba utilizando su propio sistema de
transporte de tipo ABC, mientras que en el otro utilizaba el sistema SEC de la
divergicina A. La produccion de mesentericina Y105 en el modelo ABC fue cuatro
veces mayor que la obtenida en el modelo SEC, lo que confirma que los sistemas
de tipo ABC permiten una secrecion mas eficaz de bacteriocinas. Franz y col.
(1999) también lograron obtener enterocina B en el hospedador heterdlogo E.
faecalis ATCC 19435 introduciendo un plasmido con la correspondiente

fusién“péptido senal de la divergicina A-enterocina B madura”
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Las levaduras, como Saccharomyces cerevisiae o0 Pichia pastoris, son
hospedadores utilizados frecuentemente para la expresiéon de proteinas en los
ambitos industriales y académicos debido a que, por una parte, se les puede
aplicar las técnicas para la manipulacion molecular de procariotas y, por otra, a
que gozan de la versatilidad de los sistemas eucariéticos. Por lo que respecta a
las bacteriocinas, Schoeman y col. (1999) investigaron la posibilidad de controlar
a las bacterias alterantes que pueden crecer durante las fermentaciones dirigidas
por levaduras mediante la produccion de pediocina PA-1 en S. cerevisiae. Para
ello, insertaron el gen pedA en un cassette bajo control del promotor del gen de la
alcohol deshidrogenasa | (ADHT). En dicho cassette, la secrecion de la
bacteriocina estaba dirigida por la sefial de secrecién del factor a de la feromona
de levadura (Mfa1s). Tras la introduccion de la construccion en S. cerevisiae, 10s
bioensayos revelaron la produccién de pediocina biolégicamente activa. Sin
embargo, la actividad de los sobrenadantes era baja ya que la mayor parte de las
moléculas del péptido heterdlogo estaban unidas a las células. En consecuencia,
estos autores sugierieron que la produccion extracelular de la bacteriocina se
podria mejorar aumentando el nivel de expresion de pedA y/o aumentando la
secrecion de la pediocina recombinante. Mas recientemente, Van Reenen y col.
(2003) intentaron producir plantaricina 423, una bacteriocina muy similar a la
pediocina PA-1, en S. cerevisiae siguiendo la misma estrategia de Schoeman y
col. (1999) y observaron las mismas limitaciones.

Las bacteriocinas que se han conseguido producir en bacterias lacticas
heterblogas unidas a un péptido sefial SEC se muestran en la Tabla 11.5. Como
han sefalado Cormick y col. (1996) se desconoce la razdén exacta por la que la
inmensa mayoria de las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas poseen
un sistema de transporte especifico cuando se ha demostrado que también
podrian tener acceso a los sistemas SEC si estuvieran provistas de un péptido
sefial adecuado. Es posible que estos péptidos antimicrobianos empleen
magquinarias de exportacion dedicadas especificamente a esa misiéon porque, de
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Tabla I.5. Bacteriocinas producidas heterélogamente en bacterias lacticas empleando un sistema de secrecion SEC

Bacteriocina Hospedador nativo Hospedador heterologo Vector Referencia
Brococina-C B. campestris ATCC 43754 C. piscicola LV17C pVB-2 Bohaychuk y col. (1999)
B. campestris ATCC 43754 C. piscicola UAL 26 pVB-2 Bohaychuk y col. (1999)
B. campestris ATCC 43754 C. divergens UAL278 pVB-2 Bohaychuk y col. (1999)
Carnobacteriocina B2 C. piscicola LV17 C. divergens LV13 pJKM14 McCormick y col. (1996)
Colicina V E. coli C. piscicola UAL 26 pJKM37 McCormick y col. (1999)
E. coli C. piscicola LV17C pJKM37 McCormick y col. (1999)
E. coli C. divergens LV13 pJKM37 McCormick y col. (1999)
E. coli L. lactis IL1403 pJKM37 McCormick y col. (1999)
Divergicina A C. divergens LV13 C. piscicola UAL 26 pCD4.4 Worobo y col. (1995)
C. divergens LV13 C. piscicola LV17A,By C pCD4.4 Worobo y col. (1995)
C. divergens LV13 C. piscicola LV17C pRW5.6 Worobo y col. (1995)
C. divergens LV13 L. lactis MG1363 pRW5.6 Worobo y col. (1995)
C. divergens LV13 L. lactis IL1403 pRW5.6 Worobo y col. (1995)
Enterocina B E. faecium BFE 900 E. faecalis ATCC 19433 pCMAPOQ3 Franz y col. (1999)
E. faecium BFE 900 C. piscicola LV17A pCMAPO04 Franz y col. (1999)
MBP-pediocina PA-1 P. acidilactici LB42-923 E. coli E609L pPR6821 Miller y col. (1998a)
MesentericinaY105 Lc. mesenteroides Y105 E. coli DH5a pFBYC02 Biet y col. (1998)
Lc. mesenteroides Y105 L. cremoris LC pFBYCO7 Biet y col. (1998)
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esa manera, el proceso sea mas eficaz. Ya se ha comentado anteriormente que
Biet y col. (1998) compararon la produccién heter6loga de mesentericina Y105
empleando ambos mecanismos de secrecion y observaron que, bajo condiciones
idénticas, la cantidad de bacteriocina producida via SEC era cuatro veces inferior
a la obtenida utilizando el sistema dedicado. Teniendo en cuenta que los lideres
de las bacteriocinas no son completamente intercambiables, estos autores
sugirieron que, en el futuro, la produccidn heteréloga de bacteriocinas se limitara
al empleo de los sistemas de transporte propios de cada bacteriocina y de cepas
hospedadoras que sean lo mas homaologas posibles al productor natural.

1.7.6. Tendencias futuras en la produccion heterdloga de bacteriocinas

El desarrollo de sistemas para la produccién heteréloga de bacteriocinas
de bacterias lacticas, independientemente de que estén basados en
transportadores de tipo ABC o en sistemas SEC, puede contribuir a superar los
problemas practicos (escasa adaptacion, baja produccion, inestabilidad genética,
interaccidn con ciertos componentes, etc.) que estos péptidos antimicrobianos y/o
las bacterias productoras deben superar cuando se encuentran en los alimentos
(Rodriguez y col., 2002).

La sobreexpresion de los genes estructurales y/o de los que codifican los
sistemas de secrecion recurriendo a promotores y vectores de grado alimentario,
como por ejemplo los basados en los promotores inducibles PnisA (Kuipers y
col., 1995; 1998; de Ruyter y col., 1996a; Kleerebezem y col., 1997) o Pgad (en
el que NaCl actua como agente inductor) (Sanders y col., 1997; 1998), puede ser
otra alternativa para mejorar la productividad de bacteriocinas heterélogas. De
hecho, Kemperman y col. (1999) consiguieron aumentar la secrecion de
pediocina PA-1 en L. lactis tras sobreexpresar el gen pedC bajo control de Pgad.
Previamente, Venema y col. (1995) habian observado que la sobreexpresion de
pedD conducia a un aumento de la producciéon de pediocina en pediococos.
lactococina A.
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Obviamente, los sistemas desarrollados hasta este momento para la
producciéon heter6loga de bacteriocinas pueden tener ciertas limitaciones. Por
ejemplo, los niveles de produccidn suelen ser todavia bajos; ademas, algunos
sistemas pueden ser utiles para algunos hospedadores pero no para otros. Por lo
tanto, habra que optimizar sistemas que sean adecuados para aplicaciones
especificas, lo que implicara que las bacterias sean de grado alimentario. El uso
de organismos modificados genéticamente para la produccién in situ de
bacteriocinas se enfrentara a importantes barreras legales, ademas de la
oposicién de las industrias y consumidores, a menos que se les convezca de sus

ventajas, hecho que parece improbable a medio plazo.
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ll. MATERIAL Y METODOS

lil.1. MATERIAL

I11.1.1. Material biolégico

lll.1.1.1. Microorganismos y medios de cultivo

Las cepas de E. coliy de L. lactis empleadas en la realizacién de este
trabajo, asi como su origen y sus caracteristicas mas relevantes, se muestran
en la Tablas Ill.1 y Ill.2, respectivamente. Ademas de las cepas citadas en
dichas Tablas, otras cepas que tuvieron particular relevancia en el desarrollo
de este trabajo fueron P. acidilactici 347 (cepa productora de pediocina PA-1)
(Rodriguez y col., 1997), L. lactis WM4 (cepa productora de lactococina A)
(Scherwitz-Harmon y McKay, 1987) y E. coli ATCC14763 (cepa productora de
colicina V). Las cepas empleadas como indicadores de la actividad
antimicrobiana de las bacteriocinas lactococina A, pediocina PA-1, colicina V' y
nisina A se presentan en las secciones de este capitulo dedicadas al andlisis
de la produccién de estos péptidos antimicrobianos por parte de las cepas

recombinantes.

El medio de cultivo empleado rutinariamente para el crecimiento de los
lactococos fue el medio M17 complementado con un 0,5% (p/v) de glucosa
(caldo GM17). Para el cultivo de P. acidilactici 347 se utilizé caldo MRS,
mientras que las cepas de E. coli, se crecieron en caldo L. Los medios sélidos
se prepararon afadiendo un 1,5% (p/v) de agar a los correspondientes caldos.
Todos los medios fueron suministrados por Oxoid (Basingstoke, Reino Unido)
y se prepararon siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las bacterias
lacticas se crecieron habitualmente a 32°C sin agitacion y las cepas de E. coli
a 37°C y en agitacion. Todos los microorganismos se mantuvieron en
congelacion a -20 y -80°C en los correspondientes caldos con un 15% (v/v) de

glicerol.

Los antibidticos anadidos a los medios de cultivo como agentes de
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Tabla lll.1. Cepas de E. coli empleadas en este trabajo

Material y métodos

Genes?®
Cepa Hospedador | Plasmido
nlcnA® | nLpedA® | nLcvaC® | nLilzm®
MC1022'
F15495 MC1022
pTG262
F19959 MC1022
pF12400 + (d)
FI9939 MC1022
pF12396 + (d)
F19940 MC1022
pF12397 + (i)
F19923 MC1022
pFl2394 +(d)
FI110034 MC1022
pF12391 + (d)
FI10035 MC1022
pFl12392 + (i)
FI10045 | TOP10F1?
pFl2435 +(d)
FI110046 MC1022
pFl12436 + (d)
FI110047 MC1022
pFl12437 + (i)
FI9960 TOP10F1’
pF12401 +(d)
Fl9945 MC1022
pF12398 +(d)
F19946 MC1022
pFI2399 + (i)

4(d): genes clonados en orientacién directa; (i): genes clonados en orientacion inversa.

®nicnA: genes IcnA y IciA precedidos por el promotor de la nisina.

°nLpedA: gen hibrido “lider de la lactococina A-propediocina PA-1”, precedido por el
promotor de la nisina.
InLevac : gen hibrido “lider de la lactococina A-procolicina V”, precedido por el promotor

de la nisina;

°nLmIL2: gen hibrido “lider de la lactococina A-prointerleuquina-2 murina”, precedido por
el promotor de la nisina

‘Casadaban y Cohen (1980).

9cepa suministrada por Invitrogen
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Tabla lll.2. Cepas de L. /actis empleadas en este trabajo

Genes?®
Cepa Hospedador | Plasmido
nlonA® | nlpedA® | onCD | Nis® | anis®
FI7847 -
FI58767
+
FI9941 FI7847 -
pFI2396 | +(d)
FI9951 FI5876 -
PFI2396 | +(d)
FI9942 FI7847 -
pFI2397 |+ (i)
FI9952 FI5876 "
PFI2397 |  +(i)
F19943 FI7847 -
pFI2396 | +(d)
pFI2148
FI9953 FI5876 "
PFI2396 | +(d)
pF12148
FI9944 FI7847 -
pFI2397 |+ (i)
pFI2148
FI9954 FI5876 "
pFI2397 | + (i)
pFI2148
FI9913 FI7847 -
pF12391 +(d)
FI10036 FI5876 "
pFl2391 +(d)
FI9915 FI7847 -
pF12392 + (i)
FI10037 FI5876 "
pFl12392 + (i)
FI9917 FI7847 -
pF12391 +(d)
pFl2148 .
FI10038 FI5876 -
pF12391 +(d)
pF12148 .
FI9919 FI7847 -
pFl12392 + (i)
pFl2148 .
FI10039 FI5876 -
pFl12392 + (i)
pFl2148 .

4(d): genes clonados en orientacion directa; (i): genes clonados en orientacion inversa.

bnicnA: genes IcnA'y IciA precedidos por el promotor de la nisina.

°nLpedA: gen hibrido “lider de la lactococina A-propediocina PA-1”, precedido por el promotor de la
nisina.

INis: contiene el transpos6n Tn53017 con la agrupacion de genes de la nisina.

®Anis: contiene los genes nisRK pero no produce nisina y es sensible a la misma debido a una
deleccion que afecta al gen nisA. " Dodd y col. (1996). “Dodd y col. (1990).
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Tabla lll.2 (cont.). Cepas de L. lactis empleadas en este trabajo

Genes?®
Cepa Hospedador | Plasmido
nLevaC’® | nLilzm® | lenCD Nis® Anis®
FI10048 Fl7847 -
DFI2436 | +(d)
FI10052 FI5876 -
pFl2436 +(d)
FI110049 Fl7847 -
PFI2437 |+ (i)
FI10053 FI5876 -
pF12437 + (i)
F110050 FI7847 -
pFl2436 +(d)
pFl2148
FI10054 FI5876 -
pFI2436 +(d)
DFI2148
FI10051 FI7847 "
pFl2437 + ()
DFI2148
FI10055 F15876 "
PFI2437 |+ ()
pFl2148
F19947 FI7847 -
pF12398 +(d)
F19955 F15876 ;
pF12398 +(d)
F19948 FI7847 -
pF12399 + (i)
F19956 F15876 "
pF12399 + (i)
F19949 FI7847 -
pF12398 + (d)
pFl2148 +
F19957 F15876 "
pF12398 +(d)
pFl2148 +
F19950 F17847 "
pFl12399 + (i)
pFl2148 +
F19958 F15876 "
pF12399 + (i)
pFI2148 .\

3(d): genes clonados en orientacién directa; (i): genes clonados en orientacion inversa.

bnLevaC : gen hibrido “lider de la lactococina A-procolicina V”, precedido por el promotor de la
nisina.

°nLmiL2: gen hibrido “lider de la lactococina A-prointerleuquina 2 murina”, precedido por el
promotor de la nisina.

INis: contiene el transposon Tn53017 con la agrupacion de genes de la nisina.

®Anis: contiene los genes nisRK pero no produce nisina y es sensible a la misma debido a una
deleccion que afecta al gen nisA.
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seleccién en los experimentos de clonacién fueron: ampicilina (200 ug ml”
para E. coli), cloranfenicol (15 ug ml™ para E. coli y 5 pg ml"' para lactococos)
y eritromicina (5 ug ml" para lactococos). Todos los antibiéticos fueron
suministrados por Sigma. La nisina exdgena necesaria para inducir el
promotor PnisA en ciertos lactococos fue proporcionada amablemente por
Aplin & Barret (Trowbridge, Reino Unido) y se afadia al medio de crecimiento

a una concentracién de 100 ng/ml™.

I11.1.1.2. Vectores

Los pldsmidos utilizados como vectores de clonacion (pCR2.1;
Invitrogen) o de expresiéon (pTG262; Dodd y col., 1995) con sus principales
caracteristicas se muestran en la Fig. Ill.1.

llI.1.1.3. Anticuerpos antipeptidicos frente a la colicina V

El péptido sintético PNC (NH,-S-T-H-K-P-N-P-A-M-S-P-S-G-L-G-G-T-I-
K-Q-COOH) comprende 20 aminoacidos de la colicina V. y fue sintetizado
quimicamente por la empresa Alpha Diagnostic International (San Antonio,
EE.UU.). Su potencial inmunogeno se evalud analizando diversos parametros,
como sus indices hidrofilico y antigénico, mediante los programas
desarrollados por el Genetics Computer Group (GCG) de la Universidad de
Wisconsin. La preparacion de los conjugados para las inmunizaciones y los
ensayos inmunoenzimaticos se realizaron de la forma descrita por Martinez y
col. (1999). Se inmunizaron dos conejos macho de la raza White New
Zealand, que se mantuvieron en el animalario de la empresa que suministro el
péptido. A cada conejo se le administraron aproximadamente 450 ug/dosis del
conjugado PNC-KLH, emulsionados en una mezcla a partes iguales (v/v, 1 ml
total) de adyuvante de Freund (Sigma). Los animales recibieron un total de 5
dosis del inmunégeno (dias 0, 14, 21, 35 y 45), inoculadas por via

intramuscular. En la primera inyeccion se emple6 el Adyuvante Completo de
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Fig. lll.1. Mapa de los plasmidos pCR2.1(A) y pTG262 (B), empleados en este trabajo como vectores de

clonacién y expresién, respectivamente
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Freund, siendo sustituido por el Incompleto en las inoculaciones posteriores.

Antes de la primera inoculacion se realizé una sangria inicial de los
conejos para determinar la ausencia de reactividad de los animales frente al
antigeno utilizado. El dia 56 se efectudé una sangria parcial y el dia 63 se
realiz6 una sangria final de los conejos, que fueron sacrificados
posteriormente mediante una inyeccion letal de pentobarbital sédico. La
sangria parcial se realiz6 mediante puncion en la vena marginal de la oreja,
mientras que la final se efectué a partir de las arterias marginales de ambas
orejas. La sangre extraida se conservé en refrigeracion durante 24 h para
favorecer la coagulacién y el suero se obtuvo mediante centrifugacion a 2.500
rom durante 20 min. El suero resultante se conservé a -20°C hasta su
evaluacion. Tras las sangrias se comprobé el titulo de los sueros de los dos
animales mediante un ensayo ELISA indirecto de serotitulacion, realizado de
la forma descrita por Martinez (2000). Posteriormente, la presencia de colicina
V en los sobrenadantes de los lactococos se evalu6 mediante un ensayo de
tipo dot-blot (Martinez y col., 2000).

I11.1.1.4. Cultivos celulares

Las lineas celulares empleadas en esta Tesis Doctoral se describen en

las secciones I11.2.5.4 y 111.2.6.

I11.1.2. Material de laboratorio

Para la preparacion de los tampones y disoluciones acuosas se emple6
agua destilada, obtenida en un aparato de filtracion Millipore mod. Elix 3 y
agua bidestilada, obtenida en un destilador Nanopure mod. Barnstead. Los
tampones se disolvieron mediante agitacion electromagnética y en algunos
casos aplicando calor, con placas Nuova Il mod. Thermolyne. Los agitadores

de tubos empleados fueron Heidolph mod. REAX 2.000. Las pesadas
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ordinarias se efectuaron en una balanza monoplato AND mod. EW-600A. Para
las pesadas de precision se utilizé la balanza analitica AND mod. ER-120A.
Las determinaciones y ajustes de pH se llevaron a cabo en un pHmetro Crison
mod. MicropH 2001.

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga refrigerada Sorvall
mod. RC-5B, equipada con rotores SS-34 y GSA. Para centrifugar pequefios
volumenes de muestra se utilizaron centrifugas Heraeus mod. Biofuge A,
equipada con rotor 1.220, y Stratagene mod. Picofuge HF-120.

La esterilizacion del material utilizado en este trabajo se realizdé en un
autoclave Selecta mod. Autester G, utilizando cintas de papel indicador para
comprobar la efectividad del proceso. La esterilizacion de material de vidrio se
realiz6 por calor seco en una estufa de aire forzado Heraeus mod. KFTU-K. El
resto de las soluciones y los sobrenadantes de los cultivos bacterianos se
esterilizaron por filtracién, con filtros Millipore de 0,22 um de diametro de poro.
Las filtraciones de las soluciones que no requerian condiciones de esterilidad

se realizaron con filtros Whatman.

Las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en
espectrofotdmetros Kontron mod. Uvikon 820 e Hitachi mod. U-2000. Las
determinaciones espectrofotométricas para la evaluacion de actividad
antimicrobiana se efectuaron en placas microtituladoras estériles Costar mod.
3590 empleando un lector de placas Labsystems mod. iEMS Reader MF. En
las técnicas inmunoenzimaticas se utilizaron placas de ELISA de poliestireno
de 96 pocillos Nunc mod. Maxisorp. La agitaciéon de las placas se llevé a cabo
en agitadores de placas de ELISA Wallac mod. 1.296-001 Delfia Plateshake.
En estos ensayos, las medidas de absorbancia también se realizaron en el
lector Labsystems mod. iEMS Reader MF.

Las muestras y reactivos que asi lo requerian se conservaron en
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congeladores Heraeus y Liebherr mod. GT6102, y en frigorificos Liebherr
mod. 38. Las incubaciones se realizaron en estufas Heraeus mod. KB-500,
BK-600 y B6200 y Selecta mod. Termotronic 338, termostatadas a la
temperatura deseada. Los tratamientos térmicos e incubaciones que
requerian un control mas preciso de la temperatura se realizaron en bafnos de
agua termostatados Selecta mod. Unitronic 6320100 y Grant mod. W14. Las
incubaciones en agitacion se realizaron en un incubador-agitador orbital Lab-
line mod. 35.271.

Las amplificaciones de DNA mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), se llevaron a cabo en termocicladores Techne mod.
Progene, equipados con tapa calefactora. Los oligonucleétidos usados como
cebadores se sintetizaron en un sintetizador automatico de DNA Applied
Biosystems mod. 381A. Las electroforesis en geles de agarosa se efectuaron
en cubetas de electroforesis horizontal Gibco mod. Horizon 58, conectadas a
fuentes de alimentacién Bio-Rad mod. 3000Xi. Las electroforesis de acidos
nucleicos en geles de agarosa se realizaron en cubetas de electroforesis
horizontales para acidos nucleicos Gibco BRL mod. HORIZON 58 y Bio-Rad
mod. Sub-Cell GT. Se emplearon fuentes de alimentacion Gibco BRL mod.
250 Power Supply y Bio-Rad mod. Power Pac 300. La visualizacion de las
bandas de DNA tefidas con bromuro de etidio se realizd en un
transiluminador de luz UV Spectroline mod. TL-132. La visualizacion de los
fragmentos de DNA se llevé a cabo utilizando un transiluminador de luz
ultravioleta Espectroline mod. TL-312A y un transiluminador de luz ultravioleta

acoplado a un sistema de documentacién de imagenes BioRad mod. Gel-Doc.

Las reacciones de secuenciacion de DNA se llevaron a cabo en un
secuenciador automatico de DNA Applied Biosystems mod. 373A. La
electroporacién de células electrocompetentes se realizd en un electroporador
Bio-Rad mod. Gene Pulser empleando cubetas de 0,2 cm.
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La desecaciéon a vacio de las muestras de DNA se efectud en un
desecador Thomas conectado a una bomba de vacio Eyela mod. A-3S. Las
liofilizaciones se realizaron en un liofilizador Terruzi-Melvisa mod. TP3, dotado

de equipo de registro, dispositivo de termovacio y programador.

El material general de laboratorio se componia de pipetas Pasteur,
pipetas automaticas Gilson mods. P-20, P-200, P-1000 y HTL mods. VE-20,
VE-200 y VE-1000, pipetas multicanales Labsystem mod. Finipipette,
pipeteadores automaticos Bibby mod. 3100B, placas calefactoras y agitadoras
Thermolyne mod. Nuova Il y Bibby mod. B212, agitadores de tubos Heidolph
mod. Reax 2000 y dispensadores de medios de cultivo Nichiryo mod. 2100DG
y Brand mod. Dispensette. Se emplearon ademas, mecheros de gas,
termdmetros, jeringuillas, agujas, hojas de bisturi, etc. EI material de vidrio
empleado fue de tipo “Pirex” y el de plastico de Nunc, Falcon, Sterilin y
Eppendori.

111.1.3. Productos y reactivos

Los productos quimicos de uso general fueron suministrados por
Merck, Sigma, Fluka (Buchs, Suiza) y Panreac (Barcelona, Espana). Los
productos utilizados en las experiencias microbiol6gicas fueron de las marcas
Oxoid (Basingstoke, Reino Unido), Difco (Franklin Lakes, EE.UU) vy
Biomerieux (Marcy I'Etoile, Francia). Los antibiéticos afadidos a los medios de

cultivo se adquirieron a Sigma.

En las técnicas genéticas se emplearon reactivos con calidad para
biologia molecular suministrados por los siguientes proveedores (por orden
alfabético): Appligene (Heidelberg, Alemania), Bioline Ltd. (Londres, Reino
Unido), Bio-Rad (Hercules, EE.UU.), Biotools (Madrid, Espafna), Cruachem
(Glasgow, Reino Unido), Ecogen (Barcelona, Espana), Flowgen (Ashby de la
Zouch, Reino Unido) Gibco BRL (Crewe, Reino Unido), Invitrogen (San Diego,
EE.UU.), Perkin-Elmer (Boston, EE.UU.), Promega (Madison, EE.UU.),
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Qbiogene (Carlsbad, EE.UU.), Qiagen (Hilden, Alemania) y Sigma (St. Louis,
EE.UU.). Para el aislamiento, purificacion y secuenciacion de acidos nucleicos
se usaron kits de Applied Biosystems (Foster City, EE.UU.), Qiagen y Roche
(Basilea, Suiza). En las técnicas de biologia celular y en los inmunoensayos
se utilizaron reactivos de Bio-Rad, Gibco BRL, Pharmacia Biotech (Uppsala,
Suecia), Signet (Cambridge, Reino Unido) y Roche. El material necesario para
las autorradiografias (peliculas, revelador y fijador) fue suministrado por
Kodak (Rochester, EE.UU.) y Pharmacia Biotech.

lI.2. METODOS

111.2.1. Aislamiento de DNA plasmidico

lll.2.1.1. A partir de cultivos de L. lactis

La obtencién del DNA plasmidico a partir de cepas de lactococos se
realiz6 con los kits de aislamiento plasmidico de Qiagen, que combinan el
método de lisis alcalina de Birnboim y Doly (1979) con el empleo de columnas
de intercambio anidnico. El protocolo seguido fue basicamente el indicado por
el fabricante, ligeramente modificado para adaptarlo a las caracteristicas de

las paredes celulares y membranas plasmaticas de estos microorganismos:

1. Las bacterias se crecieron en 10 ml de caldo GM17 a 32°C hasta
alcanzar una Aggo entre 0,6 y 0,7.

2. Los cultivos se centrifugaron (4.000 rpm, 10 min, 4°C) para obtener el
sedimento celular.

3. El sedimento bacteriano se resuspendié en 300 ul de una solucién de

lisozima (5 mg ml™') y mutanolisina (300 U mI"") en tampén P1 (Tris-HCI
50 mM, EDTA 10 mM, RNAsa A 10 mg ml™", pH 8).
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. La suspension celular se trasvasé a un tubo eppendorf y se incubd en
un bafo a 37°C durante 10 min. EI EDTA, quelante de cationes
divalentes, desestabiliza la membrana celular e inhibe las DNAsas; la
lisozima y la mutanolisina debilitan las paredes celulares; la RNAsa,
degrada el RNA.

. A la muestra anterior se le afiadieron 300 pl del tampén P2 (NaOH 200
mM, SDS 1% [p/v]). El detergente SDS produce la lisis de la membrana
plasmatica y desnaturaliza las proteinas, mientras que el hidroxido
sodico desnaturaliza el DNA.

. Los tubos se invirtieron suavemente varias veces hasta que la muestra
ofrecidé un aspecto claro y una consistencia viscosa, senal indicativa de

que se habia producido la lisis bacteriana.

. A continuacion, se afadieron 300 ul del tampoén P3 (acetato potasico 3
M, pH 5,5) preenfriado en un bafo de hielo. Tras mezclar
homogéneamente el tampdn P3 con la muestra, los tubos se incubaron
en hielo durante 5 min. El acetato potasico neutraliza el pH del medio y
aumenta el contenido de sales de la muestra, provocando la
precipitacion de proteinas, DNA cromosomico, restos celulares y SDS.
Sin embargo, la conformacion de los plasmidos permite su
renaturalizacion y, debido a su pequefio tamafio, permanecen en

solucién.

. La muestra se centrifugd a 12.000 rpm y 4°C durante 15 min. El
sobrenadante se depositd en una columna de intercambio anidnico,
previamente equilibrada con 1 ml de tampén QBT (NaCl 750 mM,
MOPS 50 mM, etanol 15%, Triton X-100 0,15%, pH 7).

. La columna se lavo con 4 ml de tampon QC (NaCl 1 M, MOPS 50 mM,
etanol 15% [v/v], pH 7) para eliminar de la resina los restos de RNA y

proteinas.
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10.ElI DNA plasmidico se eluy6 con 800 ul de tampdén QF (NaCl 1,25 M,
Tris-HCI 50 mM, etanol 15% [v/v], pH 8,5).

11.La solucién plasmidica se concentrd precipitando el DNA con 560 ul de
iso- propanol y centrifugando la muestra a 12.000 rpm y 18°C durante
30 min.

12.El sedimento se lavé con 1 ml de una solucion de etanol al 70% (v/v)
en agua destilada, preenfriada a -20 °C, y se sec6 en un desecador

conectado a una bomba de vacio, durante aproximadamente 10 min.

13.El sedimento desecado se resuspendiéo en 50 ul de agua destilada

estéril.

11l.2.1.2. A partir de cultivos de E. coli

Los plasmidos de E. coli se obtuvieron habitualmente con los kits de
aislamiento de DNA plasmidico de Qiagen previamente descritos en el
aparatado anterior. En este caso, se siguieron rigurosamente las instrucciones
del fabricante, ya que no es necesario el uso de lisozima y mutanolisina para

romper las células de esta especie.

l11.2.1.3. Visualizacion de los plasmidos

En general, 10 ul de cada preparacién se mezclaron con 2 ul de una
disolucion de EDTA 0,1 M pH 8 con azul de bromocresol 0,05% (v/v),
sacarosa 40% (p/v) y SDS 0,5% (p/v). ElI azul de bromocresol permite
observar el avance del frente electroforético, la sacarosa aumenta la densidad
de la muestra, favoreciendo el depésito de las mezclas en los pocillos, el
EDTA inactiva la accién de posibles enzimas presentes en la muestra al
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quelar los cationes divalentes vy, finalmente, el SDS disocia los complejos
DNA-proteinas que podrian dar lugar a interferencias durante la electroforesis.

La electroforesis se realizé a un voltaje constante de 100 V durante
aproximadamente 1 h. Posteriormente, los geles se tifieron en una solucion de
bromuro de etidio (1 mg ml") (Sambrook y Russell, 2001) y las bandas de
DNA se observaron en un transiluminador de luz ultravioleta acoplado a un
sistema de documentacién de imagenes “BioRad” mod. Gel-Doc. Para
determinar el tamafno de los plasmidos se empled el estandar Supercoiled
DNA ladder (Promega) que contiene 11 plasmidos de tamafo conocido, entre
2 y 10 kpb, siguiendo recomendaciones del fabricante.

111.2.2. Produccion inducible de lactococina A en L. lactis

ll1.2.2.1. Construccion del fragmento PnisA-icnA-IciA

La construccion de un fragmento de DNA en el que los genes IcnA'y
IciA estuvieran bajo el control del promotor inducible de la nisina (PnisA) se
efectud en tres etapas (Fig. 111.2). En la primera fase, se amplificé la secuencia
del promotor PnisA. Para ello, se recurri6 a los cebadores pAD1 (5'-
CCTGAATAATATAGAGATAGGTT-3" y pAD3 (5'-
AAATTTAATTGATTTTTCATTTTGAGTGCCTCC-3), ya que delimitan

exactamente el fragmento de 271 pb (fragmento 1) correspondiente a PnisA

(Fig. lll.2). El plasmido pFI1003 (Karakas Sen y col., 1999) proporcioné la
secuencia molde. El cebador PAD1 contenia un lugar de restriccién para la
enzima EcoRI, mientras que el pAD3 se disefid6 de manera que los 17
nucleoétidos del extremo 5' (subrayados) formaran una cola nucleotidica
complementaria a la de la secuencia que codificaba el fragmento amino-

terminal del lider de la lactococina A (Fig. I11.2).

Los componentes de la reaccién de PCR, que se mezclaron en un tubo
eppendorf de 0,5 ml mantenido en un bafio de hielo picado, fueron los
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siguientes:

Componente Volumen (ul) Concentracién
Tampdn de PCR (10x) 5 1x
Mezcla de dNTPs (10mM) 1 0,2 mM
MgCl, (50 mM) 1,5 1,5 mM
cebador 1 (20 mM) 1 0,4 mM
cebador 2 (20 mM) 1 0,4 mM
Muestra 1 10-100 ng
DNA polimerasa (5 U ul™) 0,2 1 unidad
H-O destilada estéril 39,3

Habitualmente, la DNA polimerasa empleada en las construcciones
génicas fue la BIO-X-ACT (Bioline Ltd., Londres, Reino Unido).

El programa de PCR utilizado fue: [(92°C, 2 min) x 1 ciclo] + [(92°C, 1
min; 37°C, 1 min; 72°C, 1 min) x 4 ciclos] + [(92°C, 1 min; 55°C, 1 min; 72°C, 1
min) x 22 ciclos]. El resultado de la PCR se visualiz6 mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% (p/v) en tampén TBE, de la forma descrita
previamente para el DNA plasmidico (seccion [11.2.1.3). Para determinar el
tamano de las bandas de DNA se emple6 el estandar 100 bp DNA ladder
(Gibco BRL) que contiene 15 fragmentos de DNA de tamafo conocido entre
100 y 1.500 pb, y una banda adicional de 2.072 pb.

En la segunda etapa, se obtuvo el fragmento de 702 pb (fragmento 2)
que comprende los genes IcnA'y IciA del operdn de la lactococina A mediante
PCR a partir del plasmido pFl2058 (Horn y col.,, 1998), utilizando los
cebadores pAD2 (5-GGAGGCACTCAAAATGAAAAATCAATTAAATTT-3) vy
plcn2 (5'-ACCCCGGGATTGATGCCAGCTC-3'; Horn y col., 1998) (Fig. IIl.2).
En este caso, los 16 nuclettidos subrayados del extremo 5' del cebador pAD2

eran complementarios a la regién 3' del promotor de la nisina, mientras que la
secuencia de plcn2 incluia un lugar de restriccidn para la enzima BamHlI.
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Tanto la composicion de las reacciones de PCR como el programa de
amplificacién fueron idénticos a los descritos para la etapa 1. Por lo que
respecta a la fuentes de DNA molde, se tomd una colonia de L. lactis WM4

con un asa de siembra y se resuspendié en 10 pl de agua destilada estéril.

Los fragmentos 1 y 2 se diluyeron en agua destilada (1:200) y las
soluciones resultantes se mezclaron (1:1). La mezcla (2 ul) se empled para
amplificar un fragmento de 938 bp con los cebadores pAD1 y plcn2. El
fragmento, que se denomin6 PnisA-IlcnA-IciA, contenia los genes IcnA y ICiA
bajo control del promotor inducible de la nisina y estaba flanqueado por
lugares de restriccion EcoRl y BamHI (Fig. 111.2).

ll1.2.2.2. Clonacion del fragmento PnisA-IcnA-IciA en el plasmido pCR2.1

El fragmento PnisA-IlcnA-IciA se clono en el plasmido pCR2.1 (Fig. 111.1)
empleando el kit TA Cloning (Invitrogen). El vector pCR2.1 se presenta en
forma lineal, abierto en la zona media de su lugar de clonacién mdultiple
(polylinker) y con colas de polidesoxiadenosina en sus extremos 3. Como la
DNA polimerasa empleada produce colas de polidesoxitimidina en los
extremos 3' de los productos de PCR, el inserto y el vector se unen por
complementariedad entre sus respectivas colas de polidesoxitimidina vy
polidesoxiadenosina. Posteriormente, la DNA ligasa del fago T4 consolida la

union.
En este trabajo, todas las ligaciones se realizaron manteniendo una

proporcion de una molécula de vector por tres de inserto. Una reaccion tipica

contenia los siguientes componentes:
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Componente Volumen (ul)
tampon de ligacion (10x) 1
Vector pCR2.1 (25 ng ul™) 2
Inserto o producto de PCR (x ng ul™) 1
Agua destilada estéril 5
DNA ligasa T4 (1 U pl™) 1

El kit TA cloning proporcionaba todos los ingredientes de la reaccién a
excepcion, logicamente, del producto de PCR. Las mezclas de ligacion se
incubaron a 15°C durante toda la noche. La insercién del fragmento PnisA-
IcnA-IciA en pCR2.1 origind el plasmido pFI2400, que fue introducido en E.
coliMC1022 para proporcionar la cepa de E. coli FI9959.

111.2.2.3. Transformacion de E. coli MC1022 con pFIi2400

Las células de E. coli MC1022 se transformaron mediante
electroporacion siguiendo el método de Casadaban y Cohen (1980) con la
modificacion de Dodd y col. (1992):

Inicialmente, se inoculan 40 ml de caldo L fresco con 800 ul de un
cultivo previo de las bacterias en ese mismo medio. El caldo recién inoculado
se incuba durante aproximadamente 2 h a 37°C y en agitacién (250 rpm),

hasta obtener una densidad éptica (Asp) de entre 0,45y 0,55.

Seguidamente, el cultivo se mantiene en hielo durante unos minutos
para detener el crecimiento celular y, posteriormente, se centrifuga a 4.000
rom durante 10 min. Tras eliminar el sobrenadante, el sedimento se
resuspende (sin ayuda de pipeta) en 10 ml de una solucion de glicerol (10%).
Tras una nueva centrifugacion, el sedimento se vuelve a resuspender en 400
ul de la solucién de glicerol. De este modo, se obtiene la suspension de
células competentes.
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A continuacion, se anadieron entre 1 y 3 ul de la reaccion de ligacion
(ver apartado anterior) a 40 ul de la suspensién de células competentes y la
mezcla se sometid a un pulso eléctrico. La electroporacién se realizd en
cubetas de 0,2 cm y las condiciones de pulso fueron 12,5 kV cm™, 200 Q y 25
uF. Inmediatamente después, las células se diluyeron en 960 ul de caldo L y
se incubaron durante 1 h a 37°C y en agitacion. Transcurrido ese tiempo, la
seleccion de las bacterias transformadas se efectu6 mediante siembra en
placas de agar L, con los antibiéticos y en las condiciones recomendadas para

el mantenimiento y replicacion del vector.

ll1.2.2.4. Secuenciacion del fragmento PnisA-IcnA-IciA

Para comprobar que el plasmido recombinante pFl2140 transportaba el
fragmento PnisA-IcnA-IciA, se efectuaron reacciones de secuenciacion ciclica
empleando el kit Taq DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing (Applied
Biosystems), y siguiendo estrictamente el protocolo recomendado por el
fabricante. Las reacciones se realizaron con el cebador universal (5'-
GTTTTCCCAGTCACGACGTTGT-3)) 0 con el inverso (5-
AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3). Estos dos cebadores flanquean el
lugar de clonaciéon multiple de todos los vectores utilizados en este trabajo.

En primer, lugar se preparoé la siguiente premezcla de reaccion:

Componente Volumen (ul)
Tampén TACS (5x) 4
Mezcla de dNTPs 1
Terminador ddATP marcado 1
Terminador ddTTP marcado 1
Terminador ddGTP marcado 1
Terminador ddCTP marcado 1

Taqg DNA polimerasa 0,5
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Posteriormente, se realiz6 la mezcla de secuenciacioén:

Componente Volumen (ul)
Premezcla de reaccion 9,5
Producto PCR (100 ng ul™) 5
Cebador (3,2 mM) 1

H2O destilada estéril 4.5

La reaccion de secuenciacion ciclica tuvo lugar de acuerdo con el
siguiente programa: [(96°C, 2 min) x 1] + [(96°C, 30 s; 50°C, 15 s; 60°C, 4
min) x 25].

Finalizada la reaccion, se efectuaron dos extracciones con una mezcla
de fenol:agua:cloroformo (68:18:14, v/v), se precipité el DNA con etanol y se
desecé a vacio, siguiendo el protocolo recomendado. El sedimento desecado
se disolvié en 4 ul de una solucién de EDTA 50 mM, pH 8, en formamida
desionizada. Una vez preparadas las muestras, éstas se cargaron en un gel
de poliacrilamida al 6% (Sambrook y Russell, 2001), procediéndose a su
electroforesis y andlisis informatico de las secuencias obtenidas.

lll.2.2.5. Subclonacion del fragmento PnisA-IcnA-IciA en el plasmido
pTG262

El fragmento PnisA-lcnA-IciA se obtuvo a partir del plasmido pFl2400
empleando la enzima de restriccion EcoRI; subsiguientemente, se subcloné
en el vector pTG262, que previamente habia sido digerido con la misma

enzima.
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[11.2.2.5.1. Obtencién del inserto

Para obtener el inserto (fragmento PnisA-lcnA-IciA), el plasmido

pF12400 se sometid al siguiente tratamiento enzimatico:

Volumen (ul)
tampon (10x) 5
DNA plasmidico X
Agua destilada estéril hasta 50
EcoRI (10 U w™) 2

En cada reaccion se digirieron entre 5y 10 ug de DNA. El volumen de
solucion plasmidica empleada dependia de su concentracién, calculada
espectrofotométricamente (Sambrook y Russell, 2001). Las mezclas se
incubaron en un bafo de agua termostatado a la temperaturas y tiempo
recomendados por el fabricante. Tras la reaccidén, 2 ul de la muestra se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa para comprobar que se
habian obtenido los fragmentos esperados, comparando su tamano con el de
los fragmentos incluidos en los estandares 100 pb ladder (Gibco BRL) y
AHindlll (Appligene). Los 48 ul de muestra restantes se sometieron a
electroforesis, y la banda de interés se extrajo con membranas de DEAE-
celulosa siguiendo las recomendaciones de Sambrook y Russell (2001). Para
obtener el DNA, las membranas se depositaron en tubos con 300 ul de NaCl
1,5 M en TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 2 mM, pH 8) y se incubaron a 65°C
durante 1 hora. EI DNA en solucién se extrajo primero con fenol:cloroformo
(1:1) y después con cloroformo, se precipité con 1 ml de etanol, se deseco y
se resuspendié en 10 ul de agua destilada estéril. La concentracién de DNA
se estimO después de una electroforesis de 1 ul de muestra en un gel de
agarosa, por comparacion con bandas de DNA de concentracion conocida
(Sambrook y Russell, 2001).
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[11.2.2.5.2. Obtencién del vector

El vector pTG262 (Fig. Ill.1), obtenido de la cepa E. coli FI5495 (Tabla
l1l.1), también se digiri6 con la enzima EcoRl. Las condiciones de las
reacciones de restriccion fueron las indicadas para el inserto, pero partiendo
de 3 ug de vector. Tras la digestién del vector, el DNA se diluyé con 350 ul de
agua destilada estéril, se purific6 mediante dos extracciones, la primera con
fenol:cloroformo (1:1) y la segunda con cloroformo, y se precipitd con una
mezcla formada por 40 ul de acetato sédico 3 M pH 5,2 y 1 ml de etanol
absoluto. El sedimento se lavé con etanol al 70% (v/v) en agua destilada
estéril, y se resuspendié en 100 pul de Tris-HCI 10 mM pH 8. Esta solucién de
DNA se traté con 1 ul de fosfatasa alcalina de ternero (9,2 U pl") a 37°C
durante 30 min, para desfosforilar los extremos 5' del vector y evitar su
recircularizacion.

Posteriormente, la muestra se sometido nuevamente a dos extracciones
sucesivas con fenol:cloroformo (1:1) y cloroformo, y su purificacion se
completé con el kit Geneclean (Qbiogene), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El kit contiene una suspension de bolas de vidrio que retienen el
DNA, pero no el resto de componentes de la muestra. La adsorcién de DNA a
las bolitas se favorece anadiendo a la muestra una solucién de yoduro sodico
6M, que también proporciona el kit.

Finalmente, el vector purificado se eluyé con 15 ul de agua destilada
estéril y su concentracion se estimo por electroforesis en gel de agarosa de 1

ul de muestra, comparando su intensidad con la de bandas de DNA de
concentracion conocida (Sambrook y Russell, 2001).

[11.2.2.5.3. Ligacion

Las ligaciones se realizaron en volumenes de 10 pl, manteniendo la

proporcion de una molécula de vector por tres de inserto, siendo la
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concentracién de DNA total de entre 20 y 40 pug ml™. La ligacién se llevé a
cabo con una ligasa de alta concentracion (15 U pl™") (Promega). Las mezclas
de ligacion se incubaron a 15°C durante toda la noche.

ll.2.2.6. Transformacion de L. lactis FI5876 y FI7847 con la mezcla de
ligacion

La transformacion de células de L. lactis se realizd por electroporacion
siguiendo el método descrito por Holo y Nes (1989) y modificado por Dodd y
col. (1992).

Los lactococos se crecieron en 50 ml de caldo GM17 con glicina (2,5%,
p/v) y se recogieron por centrifugacion (4.000 rpm, 10 min, 4°C) cuando los
cultivos estaban en fase de crecimiento activo (As2: 0,5). El sedimento
bacteriano se lavd dos veces con 10 ml de una solucioén de sacarosa 0,5 M y
glicerol al 10% (v/v) en agua, preenfriada en un bafo de hielo. Las células se
recogieron por centrifugaron en las condiciones citadas anteriormente y se

resuspendieron en 500 ul de la solucion de sacarosa y glicerol.

Tras afadir entre 1 y 3 ul de la reaccién de ligacion a 40 pl de la
suspension de células electrocompetentes, éstas se sometieron a un pulso
eléctrico para transformarlas. La electroporacion se realizé en cubetas de 0,2
cm y las condiciones del pulso fueron 12,5 kV cm™, 200 Q y 25 pF.
Inmediatamente después, las células se diluyeron en 10 ml de caldo
SGM17MC (GM17 con sacarosa 0,5 M, MgCl, 20 mM y CaCl, 2 mM), se
mantuvieron en hielo durante 10 min y se incubaron a 30°C en un bano de
agua durante 2 horas, para permitir que se expresaran los genes de los
plasmidos adquiridos. La seleccion de las bacterias transformadas se efectu6
sembrandolas en placas de agar GM17 con los antibidticos y condiciones
adecuadas para el vector.

Para comprobar que las colonias seleccionadas portaban los plasmidos
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recombinantes deseados, se efectuaron reacciones de PCR con los
cebadores universal (5-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGT-3') e inverso (5'-
AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3'). Alternativamente, se emplearon
parejas de cebadores internos que contenian secuencias del fragmento

insertado.

De esta manera, se obtuvieron los plasmidos pFI2396 (cuando el
fragmento PnisA-IcnA-IciA estaba insertado en orientacion directa) y pFI2397
(en orientacién inversa), y se generaron las nuevas cepas L. lactis FI19941 (L.
lactis FI7847, pFI12396), L. lactis FI9942 (L. lactis FI7847, pFI2397), L. lactis
FI9951 (L. lactis FI5876, pFl2396) y L. lactis FI9952 (L. lactis FI5876,
pF12397).

Posteriormente, las cepas recombinantes fueron transformadas con el
plasmido pFI2148 (que contiene los genes IlcnCD) (Horn y col., 1999),
generandose las cepas L. lactis FI9943 (L. lactis FI9941, pFl2148), L. lactis
F19944 (L. lactis FI9942, pF12148), L. lactis FI9953 (L. lactis FI9951, pFl2148)
y L. lactis F19954 (L. lactis FI9952, pFl12148).

ll1.2.2.7. Transformacion de E. coli MC1022 con pFI2396 y pFI2397

Las células de E. coli MC1022 se transformaron con los plasmidos
pFl2396 y pFI2397 siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
[11.2.2.3. El objetivo era disponer de una fuente rapida y sencilla de los citados
plasmidos. De esta manera, se generaron las cepas E. coli FI9939 (pF12396)
y E. coli F19940 (pFI2397).

lll.2.2.8. Analisis de la produccioén de lactococina A y/o nisina A
Las pruebas de difusibn en agar se realizaron siguiendo el
procedimiento descrito por Tramer y Fowler (1964) y modificado por Dodd y

col. (1992):
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Las bacterias lacticas se cultivaron en 10 ml de caldo GM17
(complementado con el antibiético necesario cuando era necesario) durante
16-18 h a 32°C. Los sobrenadantes libres de células se obtuvieron
centrifugando los cultivos a 10.000 rpm y 4°C durante 10 min. El pH de los
sobrenadantes se ajusté a 6,2 con NaOH 1N y, a continuacién, se filtraron por
filtros de 0,22 um de diametro de poro. Los filirados se distribuyeron en

alicuotas (250 ul) que se mantuvieron a -80°C hasta su utilizacion.

Posteriormente, en placas de agar GM17 inoculadas con un cultivo en
fase estacionaria del microorganismo indicador correspondiente, se
practicaron pocillos de 6 mm de didametro en los que se depositaron 100 ul de
los sobrenadantes. Todos los bioensayos se realizaron al menos por
duplicado, e incluian controles positivos y negativos. A continuacion, las
placas se mantuvieron aproximadamente 6 h a 4°C para que la bacteriocina
difundiera antes de que el microorganismo indicador empezara a crecer.
Finalmente, las placas se incubaron durante toda la noche, a la temperatura
optima para el crecimiento del microorganismo indicador. Como indicadores
se emplearon L. lactis FI9921 (un derivado de FI5876 que contiene el
plasmido pFI2148 que se construy6 durante este trabajo y que sensible a la
lactococina y resistente a la nisina) y L. lactis FI9182 (sensible a la nisina y
resistente a la lactococina A) (Horn y col., 1999).

La presencia de bacteriocina se puso de manifiesto por la aparicion de
zonas de inhibicion del desarrollo del microorganismo indicador alrededor de
los pocillos. Las &reas de inhibicion se calcularon segun la formula de Tramer
y Fowler (1964):

Area de inhibicién = nt [(D/2)? -(d/2)7],

siendo "D" el diametro del halo de inhibicion en mm y "d" el diametro del
pocillo (6 mm).
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La cantidad de pediocina nisina A presente en los sobrenadantes
también se calculdé introduciendo en las pruebas de difusion en agar
estandares de nisina (suministrada por Aplin & Barrett) cuya concentracion
oscilaba entre 0y 5 ug ml™". Las concentraciones de estas bacteriocinas en los
sobrenadantes de las cepas analizadas se estimaron a partir de la ecuacioén
de regresion que relacionaba el area de las zonas de inhibicién causadas por

los estandares con el logaritmo de sus respectivas concentraciones.

ll1.2.3. Produccidn inducible de pediocina PA-1 en L. lactis

ll1.2.3.1. Construccion del fragmento PnisA-licnA/pedA

La construccion de un fragmento de DNA en el que un gen hibrido
(fusion de las secuencias que codifican el lider de la lactococina A y la
propediocina PA-1) estuviera bajo el control del promotor inducible de la nisina
(PnisA) se efectud en tres etapas (Fig. I11.3). En la primera fase, se amplificé la
secuencia del promotor PnisA de la forma detallada en la seccién I11.2.2.1.
(Fig. 11.2).

Paralelamente, se amplific6 un segundo fragmento de 242 pb
(fragmento 2) (Fig. I111.3) con los cebadores pAD2 'y ppedD (5'-
ACCCCGGGATTGATGCCAGCTC-3"; Horn y col., 1998), a partir de colonias
de Lactococcus lactis FI9043, una cepa que porta el gen hibrido deseado en
el plasmido pFI2126 (Horn y col., 1998). Como se comentd anteriormente, los
16 nucledtidos del extremo 5' del cebador pAD2 eran complementarios a la
region 3' del promotor de la nisina A, mientras que la secuencia del cebador
ppedD incorporaba un lugar de corte para la enzima de restriccion BamHI
(secuencia subrayada). El programa de PCR fue idéntico al descrito en la

seccién lll.2.2.1.

Los fragmentos 1 y 2 se diluyeron en agua destilada (1:200) y las

soluciones resultantes se mezclaron (1:1). La mezcla (2 ul) se empled para
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amplificar un fragmento de 479 bp con los cebadores pAD1 y ppedD. El
fragmento, que se denomind PnisA-llcnA/pedA, contenia el gen hibrido “lider
de lactococina A-propediocina PA-1” bajo control del promotor inducible de la
nisina y estaba flanqueado por lugares de restriccion EcoRIl y BamHI (Fig.
l11.3). En este caso, el programa de PCR utilizado para obtener el fragmento
fue:

[(92°C, 2 min) x 1 ciclo] + [(92°C, 1 min; 45°C, 1 min; 72°C, 1 min) x 4 ciclos] +
[(92°C, 1 min; 55°C, 1 min; 72°C, 1 min) x 22 ciclos].

ll1.2.3.2. Clonacion del fragmento PnisA-licnA/pedA y transformacion de
E. coliMC1022 y L. lactis FI5876 y FI7847

El fragmento PnisA-licnA/pedA se cloné en el vector pCR2.1 y el
plasmido resultante (pFl2394) se introdujo en E. coli MC1022 mediante
electroporacion (ver seccién 111.2.2.3). La cepa resultante se denominé E. coli
F19923. La secuencia de la construccion génica se determind mediante

secuenciacion nucleotidica (ver seccion 111.2.2.4).

Posteriormente el fragmento PnisA-llicnA/pedA se digirié con la enzima
EcoRl y se subclon6 en el vector pTG262 (ver seccién 111.2.2.5). De esta
manera, se obtuvieron los pladsmidos pFI2391 (cuando el fragmento PnisA-
llcnA/pedA estaba insertado en orientacién directa) y pFl2392 (orientacion
inversa). La transformacién de L. lactis FI7847 y FI5876 con estos plasmidos
(ver seccion 111.2.2.6) dio origen a las nuevas cepas L. lactis FI9913 (L. lactis
FI7847, pF12391), L. lactis FI9915 (L. lactis FI17847, pFI12392), L. lactis FI10036
(L. lactis FI5876, pFI2391) y L. lactis FI10037 (L. lactis FI5876, pF12392).

Posteriormente, las cepas recombinantes fueron transformadas con el
plasmido pFl2148 (que contiene los genes IlcnCD) (Horn y col., 1999),
generandose las cepas L. lactis FI9917 (L. lactis FI9913, pFl12148), L. lactis
FI9919 (L. lactis FI9915, pFl2148), L. lactis FI10038 (L. lactis FI10036,
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pFl12148) y L. lactis FI10039 (L. /actis FI10037, pF12148).

E. coli MC1022 también se transformé con los plasmidos pFI2391 y
pF12392 siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 111.2.2.3. El objetivo
era disponer de una fuente rapida y sencilla de los citados plasmidos. De esta
manera, se generaron las cepas E. coli FI10034 (pFI12396) y E. coli FI10035
(pFI2397).

l11.2.3.3. Analisis de la produccion de pediocina PA-1 y/o nisina A

[11.2.3.3.1. Pruebas de difusi6on en agar

La actividad antimicrobiana presente en los sobrenadantes de los
cultivos de las cepas recombinantes se evalué mediante las pruebas de
difusién en agar descritas en la seccion 111.2.2.8. Como microorganismos
indicadores se emplearon E. faecalis TAB28 (sensible a la pediocina PA-1 y
resistente a la nisina; Joosten y col., 1995) y L. lactis FI9180 (sensible a la
nisina y resistente a la pediocina PA-1; Horn y col., 1999).

La cantidad de pediocina PA-1 y nisina A presente en las muestras se
calcul6 introduciendo en las pruebas de difusibn en agar estandares de
pediocina PA-1 (suministrada por el Dr. José M?2. Martinez) o nisina
(suministrada por Aplin & Barrett) cuya concentracién oscilaba entre 0 y 5 ug
ml™'. Las concentraciones de estas bacteriocinas en los sobrenadantes de las
cepas analizadas se estimaron a partir de la ecuacion de regresién que
relacionaba el area de las zonas de inhibicién causadas por los estandares

con el logaritmo de sus respectivas concentraciones.
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[11.2.3.3.2. Pruebas de inhibicidn en placas microtituladoras

La actividad antimicrobiana de la cepa que producia la mayor cantidad
de pediocina PA-1, L. lactis FI10038, también se evalué en placas
microtituladoras estériles de 96 pocillos (Nunc). Con cada indicador se
realizaron tres ensayos independientes, en los que cada muestra se evaluaba
por cuatriplicado. En la primera fila se depositaron 100 ul del sobrenadante de
L. lactis FI10038 y de los controles positivos y negativos correspondientes. En
el resto de los pocillos se anadieron 50 pul de caldo GM17 para, seguidamente,
hacer diluciones seriadas (1:2, 1:4, 1:8, etc.) de las muestras anteriores. A
continuacion, se afnadieron a cada pocillo 150 ul de una dilucion 1:400, en
caldo GM17, del microorganismo indicador. Concretamente, se emplearon
tres microorganismos indicadores: E. faecalis TAB28 (sensible a la pediocina
PA-1 y resistente a la nisina), E. faecium P21 (sensible a las dos
bacteriocinas) y E. faecium TF1 (sensible a la pediocina PA-1 y
moderadamente sensible a la nisina; coleccion de nuestro grupo).

Posteriormente, las placas se incubaron a 32°C durante 12 h.

Tras la incubacion, se realizé una lectura espectrofotométrica de las
placas a 620 nm, calculandose las unidades bacteriocina (UB) presentes en
los sobrenadantes iniciales. Una unidad bacteriocina se define como la
inversa de la dilucion que produce el 50% de inhibicion del microorganismo
indicador (Holo y col., 1991).

[11.2.3.3.3. Pruebas de inhibicién en tubos

En las pruebas en caldo se eligi6 como indicador Listeria
monocytogenes L15 SV-1/2 ya que se trata de una cepa poco sensible a la
nisina y moderadamente sensible a la pediocina PA-1. Basicamente, a los
cultivos (10 ml) del indicador se les afadi6 1 ml de los sobrenadantes
obtenidos a partir de cultivos (1x10® ufc ml'") de L. lactis FI5876, L. lactis
FI10038 y P. acidilactici 347. El pH de los sobrenadantes se habia ajustado a

6,2 y, posteriormente, se filtraron a través de filtros de 0,22 pun de didmetro de
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poro. Los cultivos inoculados se incubaron durante 3 h a 32°C. Como
controles se emplearon cultivos inoculados con 1 ml de medio GM17 estéril.
Se probaron dos concentraciones iniciales del indicador: 1 x 10° y 1 x 102 ufc

1

ml~”. Tras las incubaciones, se realizaron recuentos del microorganismo

indicador.

[11.2.3.3.4. Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA-IC)

Paralelamente a las pruebas microbiologicas, se realizé un ELISA-IC
empleando anticuerpos policlonales especificos frente a la pediocina PA-1
(Martinez y col., 1999). Los pocillos de las placas de ELISA se tapizaron con
pediocina PA-1 (750 ng ml™") y, a continuacién, se afadieron simultaneamente
el anticuerpo especifico y los sobrenadantes problema, que compitieron con la
bacteriocina pura por su unién al anticuerpo. Para cuantificar la pediocina PA-
1 de cada cepa, se realizé una curva estandar enfrentando concentraciones
conocidas de pediocina PA-1 pura (entre 0 y 5 ug ml') con sus

correspondientes valores de inhibicién.

111.2.4. Produccion inducible de colicina V en L. lactis

lll.2.4.1. Construccion del fragmento PnisA-licnA/cvaC

La construccién de un fragmento de DNA en el que un gen hibrido
(fusion de las secuencias que codifican el lider de la lactococina A y la
procolicina V) estuviera bajo el control del promotor inducible de la nisina
(PnisA) se efectud en tres etapas (Fig. 111.4). En la primera fase, se amplifico la
secuencia del promotor PnisA de la forma detallada en la seccion I11.2.2.1.
(Fig. 11.2).

Paralelamente, se amplific6 un segundo fragmento de 349 pb

(fragmento 2) (Fig. 11.4) con los cebadores pAD2 y p135 (5'-
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CCCGGGTTATAAACAAACATCACTAAG-3'), a partir del plasmido pAT.9
(pCR2.1 con un fragmento de 420 pb que incluye el promotor de la lactococina
A y un gen hibrido “lider de la lactococina A/procolicina V”; coleccion del
BBSRC Institute of Food Research, Norwich). Los 16 nucleétidos del extremo
5' del cebador pAD2 (subrayados) eran complementarios a la region 3' del
promotor de la nisina A, mientras que la secuencia del cebador p135
incorporaba un lugar de corte para la enzima de restriccion BamHI (secuencia
subrayada). El programa de PCR fue idéntico al descrito en la seccion
1.2.2.1.

Los fragmentos 1 y 2 se diluyeron en agua destilada (1:200) y las
soluciones resultantes se mezclaron (1:1). La mezcla (2 ul) se empled para
amplificar un fragmento de 586 pb con los cebadores pAD1 y p135. El
fragmento, que se denominé PnisA-llcnA/cvaC, contenia el gen hibrido “lider
de lactococina A-procolicina V” bajo control del promotor inducible de la nisina
y estaba flanqueado por lugares de restriccion EcoRl y BamHI (Fig. 111.4). En

este caso, el programa de PCR utilizado para obtener el fragmento fue:

[(92°C, 2 min) x 1 ciclo] + [(92°C, 1 min; 45°C, 1 min; 72°C, 1 min) x 4 ciclos] +
[(92°C, 1 min; 55°C, 1 min; 72°C, 1 min) x 22 ciclos].

lll.2.4.2. Clonacion del fragmento PnisA-licnA/cvaC y transformacion de
E. coliMC1022 y L. lactis FI5876 y FI7847

El fragmento PnisA-llicnA/cvaC se cloné en el vector pCR2.1 y el
plasmido resultante (pFl2435) se introdujo en E. coli TOP10F1’ (Invitrogen)
mediante electroporacién (ver seccion 111.2.2.3). La cepa resultante se
denomindé E. coli FI10045. La secuencia de la construccidn génica se

determind mediante secuenciacion nucleotidica (ver seccién 111.2.2.4).
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Fig. l1..4. Construccion del fragmento FpisA-licnA/cvaC empleando la técnica de PCR.
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Posteriormente el fragmento PnisA-licnA/cvaC se digirié con la enzima
EcoRl y se subclon6 en el vector pTG262 (ver seccién I11.2.2.5). De esta
manera, se obtuvieron los plasmidos pFI2436 (cuando el fragmento PnisA-
llcnA/cvaC estaba insertado en orientacion directa) y pFI2437 (orientacion
inversa). La transformacién de L. lactis FI7847 y FI5876 con estos plasmidos
(ver seccidn 111.2.2.6) dio origen a las nuevas cepas L. lactis FI10048 (L. lactis
FI7847, pFI2436), L. lactis FI10049 (L. lactis FI7847, pFI2437), L. lactis
FI10052 (L. lactis FI5876, pFl2436) y L. lactis FI10053 (L. lactis FI5876,
pF12437).

Posteriormente, las cepas recombinantes fueron transformadas con el
plasmido pFI2148 (que contiene los genes IlcnCD) (Horn y col., 1999),
generandose las cepas L. lactis FI10050 (L. /actis FI10048, pF12148), L. lactis
FI10051 (L. lactis FI10049, pFI2148), L. lactis FI10054 (L. lactis FI10052,
pFI2148) y L. lactis FI10055 (L. /actis FI10053, pFl2148).

E. coli MC1022 también se transformé con los plasmidos pFl2436 y
pFI2437 siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 111.2.2.3. El
objetivo era disponer de una fuente rapida y sencilla de los citados plasmidos.
De esta manera, se generaron las cepas E. coli FI10046 (pF12436) y E. coli
FI10047 (pF12437).

l11.2.4.3. Analisis de la produccion de colicina V y/o nisina A

[11.2.4.3.1. Pruebas de difusi6én en agar

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los lactococos se

emplearon dos variantes de la prueba de difusién en agar.
En la primera variante, los lactococos se cultivaron en 10 ml de caldo

GM17 durante 16-18 h a 32°C. Posteriormente, se recogieron 100 ul de estos

cultivos y se centrifugaron a 10.000 rpm por 2 min a temperatura ambiente. El
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sedimento bacteriano se resuspendi6 en 10 ul de caldo GM17. A continuacion,
una alicuota (1 ul) del concentrado bacteriano se deposité en placas de agar
GM17 complementado con cloranfenicol, eritromicina 'y 2°2 dipiridil (0.1 mM).
Esta ultima sustancia es un quelante del hierro que evita la represiéon de la
expresion de la colicina V. Tras una incubacion a 32°C durante 24 h, las
colonias resultantes se inactivaron mediante un tratamiento con vapores de
cloroformo durante 10 min. Seguidamente, se inocularon 800 ul de un cultivo
en caldo L (aproximadamente 1 x 10° ufc ml") de la cepa indicadora E. coli
DH5a en 5 ml de agar L (0,75% de agar) y la mezcla resultante se depositd
cuidadosamente sobre las placas de GM17 que contenian las colonias

inactivadas. Finalmente, las placas se sembraron a 37°C durante 16-18 h.

En la segunda variante, los lactococos se crecieron en caldo GM17
complementado con cloranfenicol, eritromicina'y 2°2 dipiridil (0.1 mM) durante
16 h a 32°C. Tras la incubacién, los cultivos se diluyeron en una proporcion
1:10 en caldo fresco (volumen total: 30 ml). Los cultivos resultantes se
incubaron durante 3 h hasta alcanzar una densidad 6ptica (620 nm) de 0,5-
0,6, momento en el que se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min. Los
sobrenadantes se esterilizaron mediante filtracion con filtros de 0,22 um de
diametro de poro (Millipore). Seguidamente, los sobrenadantes filtrados se
sometieron a una precipitacion con &cido tricloroacético (TCA), siguiendo el
procedimiento de Fath y col. (1994). La concentracion final de TCA en el
sobrenadante fue del 10% (v/v). Los sobrenadantes tratados se incubaron en
hielo durante 45 min. y, posteriormente, se centrifugaron a 15.000 rpm durante
15 min. Los sedimentos se resuspendieron en 111 pl de una solucion 3,5 M de
Tris base (pH 9.5). Finalmente, se depositaron 10 ul de esos concentrados en
placas de agar L (0,75% de agar) previamente inoculadas con la cepa

indicadora E. coli DH5a. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h.

[11.2.4.3.2. Pruebas de inhibicion en placas microtituladoras

La actividad antimicrobiana de L. /actis FI10054 también fue evaluada
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en placas microtituladoras siguiendo el procedimiento descrito en la seccion
[11.2.3.3.2., con la Unica salvedad de que este caso los indicadores empleados
fueron E. coli DH5a, E. coli 88 (serotipo O157:H7) y E. coli 89 (serotipo
0157:H7). Estas dos ultimas cepas fueron amablemente cedidas por el Dpto.
de Tecnologia de Alimentos del INIA (Madrid).

[11.2.4.3.3. Ensayos inmunoenzimaticos: dot-blot

Para la obtencion de anticuerpos antipeptidicos de especificidad
predeterminada frente a la colicina V se sintetizé el péptido PNC, cuya
secuencia forma parte de la de la citada bacteriocina (ver seccion 111.1.1.3). Su
pureza e identidad se confirmaron mediante HPLC y espectrometria de
masas. Tanto la sintesis como los andlisis fueron efectuados por la comparia
Alpha Diagnostic Internactional (San Antonio, EE.UU.). La presencia de
colicina V en los sobrenadantes de los lactococos se evalu6 mediante un
ensayo de tipo dot-blot realizado de la forma descrita por Martinez y col.
(2000). Esta técnica (Fig. Ill.5) se basa en que los antigenos fijados a una
superficie inerte son reconocidos por los anticuerpos especificos (anticuerpos
primarios) y el complejo formado se detecta con un segundo anticuerpo
marcado enzimaticamente (anticuerpo secundario), que reconoce Ccomo
antigenos a los anticuerpos primarios. La reaccion se pone de manifiesto al
actuar el enzima sobre el sustrato, dando lugar a un compuesto coloreado. En
este caso, los antigenos (sobrenadantes) se fijaron manualmente a una

membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL; Amersham Biosciences).

La deteccion de la colicina V inmovilizada en las membranas de
nitrocelulosa se realiz6 empleando el kit ECL Advance Western blotting
Detection (Amersham Biosciences). Para ello fueron necesarios los
anticuerpos anti-PNC previamente obtenidos (anticuerpos primarios) y
también anticuerpos anti-conejo conjugados a la peroxidasa de rdbano
(Sigma) (anticuerpos secundarios). Se siguieron estrictamente las

instrucciones facilitadas con el kit. Una vez que los anticuerpos antiespecie
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conjugados a la peroxidasa de rabano reaccionan con los anticuerpos anti-
PNC unidos a la colicina V, se procede a su deteccién empleando los agentes
de deteccion 1 y 2 del citado kit. El agente de deteccién 1 se descompone
rapidamente liberando perdxido de hidrégeno, el sustrato de la peroxidasa de
rabano. La peroxidasa desdobla el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno,
el cual oxida el luminol presente en el agente de deteccion 2, generando luz
azul. Los resultados se visualizaron por autorradiografia empleando peliculas
Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences).

ll1.2.5. Produccidn inducible de interleuquina-2 murina en L. lactis

Hasta este momento, el sistema heter6logo se habia empleado con
éxito para la produccion de tres bacteriocinas cuyos lideres y transportadores
manifestaban homologias significativas. Por ello, el siguiente paso fue tratar
de extender la utilidad de este sistema para la produccién de péptidos no
relacionados. La molécula inicialmente elegida fue la interleuquina-2 (IL-2)
debido a dos razones: (a) tiene una importante actividad biol6gica en la
modulacién de la respuesta del sistema inmunitario, y (b) su molécula no

contiene modificaciones post-traduccionales.

ll1.2.5.1. Construccion del fragmento PnisA-licnA/il2m

La construccién de un fragmento de DNA en el que un gen hibrido
(fusidbn de las secuencias que codifican el lider de la lactococina A y la
prointerleuquina-2 murina) estuviera bajo el control del promotor inducible de
la nisina (PnisA) se efectu6 en tres etapas (Fig. 11l.6). En la primera fase, se
amplifico un fragmento que contenia el promotor PnisA y la secuencia que
codifica el lider de la lactococina A (fragmento 1). Para ello, se recurrié a los
cebadores pAD1 y plL2a (5-CTTGAAGTGGGTGCTCCTCCGTTAGCTTC-3))
y al plasmido pFI2396 (ver seccion [11.2.2.6) como fuente de DNA molde (Fig.

[11.6). EI cebador PAD1 contenia un lugar de restriccion para la enzima EcoRl,
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Fig. lll.5. Representacion esquematica de un inmunoensayo enzimatico de tipo dot-blotting, slot-blotting o Western-
blotting, tal y como se han empleado en esta Tesis Doctoral
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mientras que plL2a presentaba una cola de 14 nuclebtidos
(subrayados) complementarios a los que codifican la secuencia amino-
terminal de la prolL-2. (Fig. 11.6).

Paralelamente, se amplific6 un segundo fragmento de 586 pb
(fragmento  2) (Fig. L) con los cebadores plL2c (5'-
GAAGCTAACGGAGGAGCACCCACTTCAAG-3)) y plL2f (5™
GGATCCTTATTGAGGGCTTGTTGAG-3'), a partir del plasmido pT1-IL2
(Steidler y col., 1998). Los 15 nucleétidos del extremo 5' del cebador plL2c

(subrayados) eran complementarios a la regién 3' del lider de la lactococina A,
mientras que la secuencia del cebador plL2f incorporaba un lugar de corte

para la enzima de restriccién BamHlI. El programa de PCR fue el siguiente:

[(92°C, 2 min) x 1 ciclo] + [(92°C, 1 min; 40°C, 1 min; 72°C, 1 min) x 4 ciclos] +
[(92°C, 1 min; 55°C, 1 min; 72°C, 1 min) x 22 ciclos].

Los fragmentos 1 y 2 se diluyeron en agua destilada (1:200) y las
soluciones resultantes se mezclaron (1:1). La mezcla (2 ul) se empled para
amplificar un fragmento de 763 pb con los cebadores pAD1 y plL2f. El
fragmento, que se denomind PnisA-llcnA/il2m, contenia el gen hibrido “lider de
lactococina A-prointerleuquina-2” bajo control del promotor inducible de la
nisina y estaba flanqueado por lugares de restriccion EcoRIl y BamHI (Fig.
l11.6). En este caso, el programa de PCR utilizado para obtener el fragmento
fue:

[(92°C, 2 min) x 1 ciclo] + [(92°C, 1 min; 42°C, 1 min; 72°C, 1 min) x 4 ciclos] +
[(92°C, 1 min; 55°C, 1 min; 72°C, 1 min) x 22 ciclos].
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Fig. lll.6. Construccion del fragmento PnisA-llgpf/il2m empleando la técnica de PCR.
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ll1.2.5.2. Clonacion del fragmento PnisA-licnA/il2m y transformacion de E.
coliMC1022, L. lactis FI5876 y L. lactis FI7847

El fragmento PnisA-licnA/il2m se clond en el vector pCR2.1 y el
plasmido resultante (pFl2401) se introdujo en E. coli TOP10F1’ mediante
electroporacion (ver seccién 111.2.2.3). La cepa resultante se denominé E. coli
F19960. La secuencia de la construccion génica se determind mediante
secuenciacion nucleotidica (ver seccion 111.2.2.4).

Posteriormente el fragmento PnisA-licnA/il2m se digirié con la enzima
EcoRl y se subclon6 en el vector pTG262 (ver seccion [11.2.2.5). De esta
manera, se obtuvieron los plasmidos pFl (cuando el fragmento PnisA-
llenA/il2m estaba insertado en orientacién directa) y pFl (orientacién inversa).
La transformacion de L. lactis FI7847 y FI5876 con estos plasmidos (ver
seccién 111.2.2.6) dio origen a las nuevas cepas L. lactis FI9947 (L. lactis
FI7847, pFI2398), L. lactis FI9948 (L. lactis FI7847, pFI2399), L. lactis FI9955
(L. lactis F15876, pF12398) y L. lactis FI9956 (L. lactis FI5876, pFI2399).

Posteriormente, las cepas recombinantes fueron transformadas con el
plasmido pFl2148 (que contiene los genes IlcnCD) (Horn y col., 1999),
generandose las cepas L. lactis FI9949 (L. lactis FI9947, pFl12148), L. lactis
FI9950 (L. lactis FI9948, pF12148), L. lactis FI9957 (L. lactis FI9955, pFl2148)
y L. lactis F19958 (L. lactis FI9956, pF12148).

E. coli MC1022 también se transformé con los plasmidos pFI2398 y
pF12399 siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 111.2.2.3. El objetivo
era disponer de una fuente rapida y sencilla de los citados plasmidos. De esta
manera, se generaron las cepas E. coli FI9945 (pFI12398) y E. coli FI9946
(pF12399).
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l11.2.5.3. Analisis de la produccion de IL-2m y/o nisina A

[11.2.5.3.1. Pruebas de difusi6én en agar

La actividad antimicrobiana presente en los sobrenadantes de los
cultivos de las cepas recombinantes se evalu6 mediante las pruebas de
difusién en agar descritas en la seccion 111.2.2.8. Como microorganismos
indicador se empled L. lactis FI9180.

[11.2.5.3.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida con Tris vy glicina (Tris-G-

PAGE)

La técnica de electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida con
Tris y glicina (Tris-G-PAGE, del inglés Tris-Glycine-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) permite una correcta separacion electroforética de proteinas
de un tamafno entre 5 y 500 kDa, como es el caso de la IL-2m (17,2 kDa).
Estos geles se pueden emplear para Western blotting y también para
secuenciar los péptidos resueltos.

En este trabajo, los sobrenadantes obtenidos a partir de cepas
presuntamente productoras de IL-2m se trataron convenientemente y se
sometieron a Tris-G-PAGE por separado. Uno de los geles se tifidé para
determinar el tamano de las bandas proteicas resueltas. Las bandas proteicas
resueltas en el gel restante se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
para la posterior deteccién inmunoldgica de la banda proteica de interés

mediante la técnica de hibridacion de Western o Western blotting

(A) Preparacion de las muestras: Los cultivos de las cepas

presuntamente productoras de IL-2m se crecieron durante la noche en 100 ml
de caldo GM17. Los sobrenadantes se obtuvieron mediante centrifugacién de
los cultivos a 10.000 rpm durante 10 min. y se mantuvieron en un bafo de
hielo picado. Posteriormente, a 90 ml de los sobrenadantes se les afadieron
135 ml de etanol absoluto a -80°C. La mezcla se centrifug6 a 15.000 rpm
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durante 30 min. a una temperatura de -5°C. Tras eliminar los sobrenadantes,
se efectud una centrifugacion adicional para evitar cualquier resto liquido. Los
sedimentos se dejaron secar durante unos minutos y, finalmente, se
resuspendieron en 450 ul de Tris 10 mM (pH 7.,5). Antes de realizar la
electroforesis, las muestras se mezclaron con la misma cantidad del tampén
comercial Tris-Glycine Sample Buffer (2 x) (Novex) y se trataron a 85°C

durante 2 min.

(B) Electroforesis: La electroforesis se llevé a cabo en geles NuUPAGE
Tris-Glycine (Novex) dispuestos en el interior de una cubeta Xcell™ Il Mini-
Cell (Novex) rellena de una dilucién 1:9 (v/v) del tamp6n comercial Tris-
Glycine Running Buffer (10 x) (Novex) en agua desionizada. La electroforesis
se realizé a un voltaje constante de 125 V durante aproximadamente 90 min.
Como estandares para determinar el tamafo de las bandas proteicas se
emplearon una muestra de IL-2m pura (Sigma) y el producto MagicMark
Western Standard (Novex) que contiene 8 proteinas de un tamano entre 20 y
120 kDa. Una vez finalizada la electroforesis, el gel que no se destinaba al
Southern blotting se tind con el kit Colloidal Blue Staining (Novex) siguiendo

las instrucciones del fabricante.

[11.2.5.3.3. Ensayos Western blotting y slot-blotting

El fundamento de los ensayos Western blotting (Sambrook y Russell,
2001) y slot-blotting es idéntico al del dot-blotting (Fig. 111.5).

Una vez finalizada la electroforesis, las bandas proteicas resueltas en
uno de los geles se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond
ECL, Amersham Biosciences) con el equipo de transferencia Western
Transfer Apparatus (Novex) (25 V, 90 min.), siguiendo estrictamente las
instrucciones del fabricante. Se trata de una difusién de proteinas, desde el
gel hasta la membrana receptora, propiciada por la aplicacion de un campo
eléctrico transverso. Seguidamente, para minimizar la adsorcion inespecifica,

la membrana se introdujo en 30 ml de una solucion de bloqueo (PBS con un
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2% de albumina sérica bovina) (BSA) y se incubd a 4°C durante 16 h.

La deteccibn de las muestras de IL-2m inmovilizadas en las
membranas de nitrocelulosa se realiz6 empleando el kit ECL Advance
Western blotting Detection (Amersham Biosciences). Para ello fueron
necesarios anticuerpos policlonales anti-IL-2m obtenidos en conejos (Signet,
Cambridge, Reino Unido) (anticuerpos primarios) y anticuerpos anti-conejo
conjugados a la peroxidasa de rabano (Sigma) (anticuerpos secundarios). En
este caso, también se siguieron estrictamente las instrucciones facilitadas con
el kit. Una vez que los anticuerpos antiespecie conjugados a la peroxidasa de
rabano reaccionan con los anticuerpos anti-IL-2m unidos a la IL-2m, se
procede a su deteccion empleando los agentes de deteccion 1y 2 del citado
kit. El agente de deteccién 1 se descompone rapidamente liberando peroxido
de hidrégeno, el sustrato de la peroxidasa de rdbano. La peroxidasa desdobla
el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno, el cual oxida el luminol presente
en el agente de deteccion 2, generando luz azul. Los resultados se
visualizaron por autorradiografia empleando peliculas Hyperfim ECL

(Amersham Biosciences).

En el caso del ensayo slot-blotting, los antigenos (sobrenadantes) se
fijan a una membrana de nitrocelulosa con ayuda de un equipo de
microfiltracién (GeneMate). Este aparato consta de una base plastica en la
que se depositan papeles de filtro. Sobre éstos se deposita la membrana de
nitrocelulosa y, sobre ésta, una guia perforada que encaja en la base plastica
inferior con la ayuda de tornillos, de tal manera que el sistema queda
herméticamente cerrado. La guia contiene 48 orificios con forma de franja,
dispuestos en dos filas, que sirven para depositar los antigenos sobre las
membranas. La base plastica inferior se conecta a una bomba de vacio a
través de un tubo de silicona con una valvula para regular el flujo. Este
sistema permite depositar grandes volumenes de muestra (hasta 200
wl/orificio) sin riesgo de que la muestra se extienda por capilaridad sobre una

superficie mayor a la delimitada por el orificio.
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Para la realizacién de este Ultimo ensayo se emplearon muestras de
100 pl, tanto de sobrenadantes como extractos intracelulares. Estos ultimos se
incluyeron para determinar si parte de la IL-2m quedaba retenida en el
citoplasma de las células productoras. Para obtener los extractos
intracelulares, se centrifugaron los cultivos (al final de su fase exponencial) a
7.000 rpm durante 20 min y a 2°C, y se eliminaron los sobrenadantes. Los
sedimentos se resuspendieron en 1 ml de acetato sédico 50mM (pH 6). A
continuacion, se repitié el mismo proceso de centrifugacion y resuspension.
Seguidamente, se afadieron perlas de vidrio de de 0,10-0,11 mm de diametro
a los concentrados celulares y se agitaron en un vortex durante 1 min,
proceso que se repitid cinco veces. Posteriormente, se dejaron reposar en
hielo durante unos minutos y se centrifugaron a 11.000 rpm durante 30 min.
Finalmente, los sobrenadantes resultantes de la dltima centrifugacién se

mantuvieron a -80°C hasta su andlisis.

111.2.5.3.4. ELISA sandwich

Para la determinacion de la concentracion de IL-2m existente en los
sobrenadantes de los lactococos productores, se recurrié a la técnica ELISA
(del inglés Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay) en formato sandwich
empleando los reactivos, estandares y controles incluidos en el kit Mouse
Interleukin-2 (mIL-2) ELISA (BioSource Internacional Inc.). Se realizaron un
total de cuatro ensayos independientes y, en cada uno de ellos, se incluyeron

los sobrenadantes, los estandares y los controles por cuatriplicado.

El principio de esta técnica es el siguiente:

Los sobrenadantes problema se depositan en pocillos de placas
microtituladoras pretapizados con un anticuerpo monoclonal especifico para la
IL-2m y, a continuacion, se afade un segundo anticuerpo monoclonal
biotinilado. Durante una primera incubacion, el antigeno (IL-2m) se une

simultdneamente al anticuerpo inmovilizado (de captura) por un lugar de su
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molécula y al anticuerpo biotinilado de fase liquida por otro lugar distinto. Tras
la eliminacién del exceso de anticuerpo secundario, se afnade la enzima
(estreptavidina-peroxidasa), cuyas moléculas se unen especificamente a las
del anticuerpo biotinilado (reaccién estreptavidina-biotina). Tras una segunda
incubacion y un lavado para eliminar el exceso de de enzima, se anade el
substrato cromégeno (TMB). Entonces, la peroxidasa actua sobre el substrato
y da lugar a la aparicion de color, cuya intensidad es directamente
proporcional a la concentracion de IL-2m presente en la muestra original.

Metodologia:

1. Anadir 50 ul de las muestras y estandares en los correspondientes
pocillos, que se comercializan ya pretapizados con un anticuerpo monoclonal
anti-IL-2m. Las muestras problema eran sobrenadantes filtrados obtenidos a
partir de cultivos en caldo GM17 de los lactococos productores de IL-2m. Los
estandares empleados poseian las siguientes concentraciones de IL-2m: 0,
16, 32, 63, 125, 250, 500 y 1000 pg ml"'. Para cada ensayo se realizé6 una
curva estandar a partir de triplicados de los distintos estandares. Ademas, se

dejaron tres pocillos vacios para que sirvieran de blanco cromégeno.

2. Anadir 50 pl de la solucién de anticuerpo anti-IL-2m biotinilado
(excepto en los pocillos destinados a blanco cromoégeno) y agitar suavemente

la placa.
3. Cubrir la placa e incubar durante 2 h a 37°C.

4. Extraer completamente el liquido de los pocillos mediante

decantacion y aspiracion.

5. Lavar los pocillos 4 veces. En cada lavado se rellenan los pocillos
con la solucién de lavado (al menos 0,4 ml por pocillo); tras 30 segundos de
contacto, se aspira el liquido y se invierte la tapa sobre papel absorbente
hasta que los pocillos estén completamente secos.
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6. Anadir 100 ul de la solucion estreptavidina-peroxidasa, excepto en

los pocillos destinados a blanco cromégeno.

7. Cubrir la placa e incubar durante 30 min. a temperatura ambiente.

8. Extraer completamente el liquido de los pocillos mediante
decantacion y aspiracion.

9. Lavar los pocillos 4 veces. En cada lavado se rellenan los pocillos
con la solucién de lavado (al menos 0,4 ml por pocillo); tras 30 segundos de
contacto, se aspira el liquido y se invierte la tapa sobre papel absorbente
hasta que los pocillos estén completamente secos.

10. Anadir 100 ul de la solucion de cromdgeno estabilizado (TMB) en
cada pocillo. En ese momento, el liquido de los pocillos positivos empezara a
convertirse en azul.

11. Cubrir inmediatamente la placa e incubar durante 30 min. a
temperatura ambiente y en oscuridad.

12. Anadir 100 ul de la solucién de parada en cada pocillo y agitar

suavemente las placas.

13. Leer la densidad o6ptica (450 nm) de los pocillos habiendo realizado
previamente un blanco frente al blanco cromédgeno (compuesto Unicamente de
100 ul de la solucién de cromdgeno estabilizado y 100 ul de la solucion de
parada). La lectura se debe efectuar dentro de las dos primeras horas desde
la adicion de la solucion de parada.

14. Representar los valores de absorbancia de los estandares frente a
la concentracion de IL-2m en esos mismos estandares y calcular la ecuacion

de regresion.
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15. Calcular la concentracion de IL-2m en las muestras problema a

partir de la ecuacion de regresion.

l11.2.5.4. Actividad bioldgica de la IL-2m

La actividad biolégica de la IL-2m producida los lactococos
recombinantes se evalué mediante el bioensayo CTLL-2 descrito por Gillis y
col. (1978) y modificado por Ahmed y col. (1994) y Hopkins y Failla (1995).
Este bioensayo se basa en que la proliferacién de la linea celular CTTL-2
depende de la presencia en el medio de IL-2 (humana o murina). Por lo tanto,
Unicamente en el caso de que la IL-2m presente en los sobrenadantes de los

lactococos sea biol6gicamente activa, se observara proliferacion celular.

El procedimiento original de Gillis y col. (1978) implicaba Ila
incorporaciéon de timidina marcada radioactivamente para evaluar el grado de
proliferacion celular. Posteriormente, Ahmed y col. (1994) y Hopkins y Failla
(1995) comprobaron que la timidina tritiada se podia sustituir por el colorante
Alamar Blue sin que existiera una disminucion en la sensibilidad del ensayo.
La intensidad del color de los cultivos tras la adicibn de Alamar Blue se
correlaciona directamente con el grado de proliferacién celular y se puede
cuantificar espectrofotométricamente en un lector de placas de ELISA. El
Alamar Blue es un indicador de oxido-reducion que se reduce en presencia de
células metabdlicamente activas. Tanto la forma reducida como la oxidada
muestran una elevada absorbancia a 570 nm pero, sélo la forma oxidada
muestra una elevada absorbancia a 620 nm. Por lo tanto, el crecimiento de las
células CTLL-2 se puede medir restando el valor obtenido a 570 nm del
obtenido a 620 nm.

La linea celular CTLL-2 se obtuvo de la ATCC (Rockville, EE.UU.) y se

crecié en medio RPMI 1640 (Gibco), con un 8% de suero fetal bovino (FBS),

L-glutamina (2 mmol I'"), piruvato sédico (2 mmol I'), 2-mercaptoetanol (50
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umol 1), fungizona (0,54 umol I'"), penicilina (10° U I'") y estreptomicina (100
mg I'"). El medio y sus suplementos fueron adquiridos a Gibco. El crecimiento
se efectud en placas microtituladoras de 96 pocillos. Los sobrenadantes de los
lactococos recombinantes se afadieron a pocillos que contenian 2 x 10*
células CTLL-2 en 100 pl del medio RPMI complementado. Se adicionaron las
cantidades de los sobrenadantes requeridas para que sus concentraciones
finales en los pocillos fueran del 5, 10 y 20%. Tras una incubaron de 20 h, a
cada pocillo se le anadieron 20 ul del colorante Alamar Blue (Alamar
Biosciences, Sacramento, EE.UU.) y, posteriormente, las placas se incubaron
durante otras 20 h, antes de proceder a la medicidén de la absorbancia a 570 y
620 nm. Todas las muestras y los estandares se evaluaron por triplicado (para
cada dilucion). Como estandares se emplearon diversas concentraciones (U
ml") de interleuquina-2 humana (IL-2h) recombinante (2 U ng”; Genzyme,
Boston, EE.UU.). La actividades biologicas especificas de la interleuquina-2
humana (IL-2h) y de la murina (IL-2m) son idénticas en este tipo de ensayo
(Mosmann y col., 1987).

lll.2.6. Efecto de la produccion heterdloga de lactococina A, pediocina

PA-1, colicina V en la proliferaciéon de células HT-29

El efecto de los péptidos producidos heterdlogamente sobre la
proliferacion de las células intestinales HT-29 se evalué siguiendo el
procedimiento descrito por Xaus y col. (2001). Este procedimiento se basa en
la capacidad del colorante cristal violeta para penetrar dentro de las células
fijadas con paraformaldehido. Por lo tanto, cuanto mayor sea el nimero de
células existentes, mayor sera la cantidad de colorante que queda retenido,
Dicha cantidad se puede medir mediante lectura espectrofotométrica a 630
nm.

Las células HT-29 fueron suministradas por el Dpto. de Inmunologia de
Puleva Biotech S.A. y se crecieron en medio DMEM (Dulbecco modified Eagle
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medium, Gibco) con FBS (10%) y L-glutamina (1 mmol I'). Para el ensayo de
proliferacién, se depositaron 10° células HT-29 (vehiculadas en 100 ul del
citado medio) en los pocillos de placas microtituladoras de 96 pocillos (Nunc) y
se incubaron durante 24 h. Posteriormente, se anadieron los sobrenadantes
obtenidos a partir de cultivos de las cepas recombinantes (1x10° ufc ml™) en
caldo GM17. La cantidad afnadida fue la necesaria para que obtener una
concentracién final de sobrenadante del 5, 10 y 20% (en el pocillo). A
continuacion, se incubaron las placas durante 24h adicionales. Tras la
incubacion, se eliminaron los sobrenadantes y se fijaron las células con 100 pl
de una solucion de paraformaldehido (al 4% en PBS) a temperatura ambiente
durante 30 min. Las placas se lavaron 3 veces por inmersién con agua
bidestilada. Seguidamente, se tifieron las células con 100 pl de una solucion
acuosa de cristal violeta (0,1%). Tras una incubacién a temperatura ambiente
durante 20 min, las placas se lavaron 3 veces con agua bidestilada y se
dejaron secar a 37°C. Finalmente, se afiadieron 100 pl de HCI 0,1M para que
se lisaran las células, de tal modo que el colorante se liberara al medio
exocelular. Tras 5 min. de incubacion, se realizaron las determinaciones
espectrofotométricas a 630 nm en el lector de placas de ELISA. Se evalué por
triplicado cada una de las concentraciones (5, 10 y 20%) de cada
sobrenadante.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Produccion inducible de lactococina A en L. lactis empleando el

sistema de secrecion LcnC-LcnD

IV.1.1. Construccion y clonacion del fragmento PnisA-IcnA-IciA

La produccion inducible de lactococina A en L. lactis FI7847 y FI5876 se
basé en la introduccion de dos plasmidos compatibles, uno con los genes
estructural (lcnA) y de inmunidad (/ciA) de dicha bacteriocina bajo el control de
PnisA (PnisA-lcnA-IciA) y el otro (pFI2148; Horn y col., 1999) con los genes IcnC
y lcnD bajo control de su propio promotor. El fragmento PnisA-IcnA-IciA se
construyé mediante PCR empleando la técnica de solapamiento de fragmentos
génicos con extremos complementarios y se cloné en el plasmido pCR2.1, dando
lugar al plasmido pF12400. El analisis de la secuencia nucleotidica del fragmento
insertado en pCR2.1 revelé que se correspondia fielmente con el fragmento
deseado, con la excepcion de la sustitucidon de una Unica base que modificaba el
codon 42 de [ciA, que pasaba de TCT (serina) a CCT (prolina). Posteriormente,
se comprobo que tal sustitucidon no afectaba a la actividad biologica de la proteina

homdénima LciA.

La construccion PnisA-lcnA-IciA se aisld6 de pFI2400 en forma de
fragmento EcoRl y se subclon6é en pTG262, originando los plasmidos pFI2396
(inserto en orientacién directa) y pFI2397 (en orientacién inversa). La
cotransformacion de L. lactis FI7847 (cepa no productora de nisina y sensible a la
misma pero que contiene los genes nisRK) y L. lactis FI5876 (cepa productora de
nisina) con pFI2396 y pFl2148 dié lugar a las cepas FI9943 y FI9953,
respectivamente. Por otra parte, la cotransformacion de L. lactis FI7847 y L. lactis
FI15876 con pFI2397 y pFl2148 di6 lugar a las cepas FI9944 y FI9954,

respectivamente.
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IV.1.2. Produccion de lactococina A en los derivados de L. lactis FI7847

Seguidamente, se realizaron ensayos de difusion en agar utilizando un
indicador sensible a la lactococina A (L. lactis FI9921) y se observo que la
presencia de los genes lcnC y IcnD (pFl2148) era imprescindible para la
produccion exocelular de lactococina A. De hecho, no se observd actividad
antimicrobiana en los sobrenadantes obtenidos a partir de los derivados de
F17847 que carecian del plasmido pFl2148 (FI9941 y FI9942) (Tabla IV.1).

En contraste, tanto FI9943 como FI9944, que contenian la construccion
Prisa-lcnA-IciA (pF12396 o pF12397) y los genes IcnC'y IcnD (pF12148), producian
lactococina A cuando el sistema se inducia previamente con nisina. La cantidad
de lactococina A producida por ambas cepas (y particularmente por FI9943) era
superior a la existente en los sobrenadantes de la cepa productora L. /lactis WM4
(Tabla 1V.1; Fig. IV.1). En el transcurso de este estudio se observd que la
actividad de la lactococina en los sobrenadantes de diferentes cultivos de L. lactis
WM4 variaba considerablemente, un hecho previamente descrito por otros
autores (Holo et al., 1991). En este sentido, la produccion de esta bacteriocina en
F19943 y FI9944 fue, ademas de elevada, muy estable, no observandose las

grandes fluctuaciones que caracterizan a la cepa parental.

IV.1.3. Coproduccion de lactococina A y nisina A en los derivados de L.
lactis FI15876

Con respecto a los derivados de L. lactis FI5876, los bioensayos también
demostraron que la presencia de los genes lenC y IcnD (pFI2148) era
imprescindible para la produccion exocelular de la bacteriocina. En este sentido,
tampoco se pudo detectar actividad antimicrobiana en los sobrenadantes
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obtenidos a partir de los derivados que carecian del plasmido pFl2148 (FI9951 y
F19952) (Tabla IV.1).

Por otra parte, las pruebas de difusion en agar revelaron que FI9953 vy
F19954 producian lactococina en una cantidad similar o mayor que la de FI19943
sin necesidad de induccion previa (Tabla 1V.1; Fig. IV.1). Ademas, ambas cepas
coproducian nisina A y lactococina A, siendo la productividad de nisina
equiparable a la de la cepa parental (FI5876) (Tabla IV.1; Fig. IV.2).

Al igual que sucedia con los derivados de FI7847, la produccion de
lactococina A por parte de FI9953 y FI9954 era mucho mas estable vy
reproducible que en el caso de L. lactis WM4, cepa caracterizada por una gran
fluctuacién de la produccién de la bacteriocina dependiendo del cultivo del que se
obtiene el sobrenadante.

IV.2. Produccién inducible de pediocina PA-1 en L. lactis empleando el

sistema de secrecion LcnC-LcnD

IV.2.1. Construccion y clonacion del fragmento PnisA-licnA/pedA

La estrategia seguida para la produccion inducible de pediocina PA-1 en L.
lactis FI7847 y FI5876 fue similar a la descrita anteriormente para la lactococina
A. El fragmento PnisA-licnA/pedA se construyé mediante PCR empleando
igualmente la técnica de solapamiento de fragmentos génicos con extremos
complementarios y se clond en el plasmido pCR2.1, dando lugar al plasmido
pF12394. El andlisis de la secuencia nucleotidica del fragmento insertado en

pCR2.1 revel6 que se correspondia exactamente con la esperada.

La construccion PnisA-llcnA/pedA se aisld6 de pFI2394 en forma de
fragmento EcoRl y se subclon6é en pTG262, originando los plasmidos pFI2391
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(inserto en orientacién directa) y pFl2392 (en orientacién inversa). La
cotransformacion de L. lactis FI7847 y L. lactis FI5S876 con pFI2391 y pFl2148 did
lugar a las cepas FI9917 y FI10038, respectivamente. Por otra parte, la
cotransformacion de L. lactis FI7847 y L. lactis FI5876 con pFI2392 y pFl2148 dié
lugar a las cepas FI9919 y FI10039, respectivamente.

IV.2.2. Produccion de pediocina PA-1 en los derivados de L. lactis FI7847

Las pruebas de difusién en agar empleando como indicador sensible a la
pediocina PA-1 E. faecalis TAB28 revelaron que las cepas FI9917 y FI9919
producian esa bacteriocina siempre que se anadiera nisina como agente inductor
(Tabla IV.1; Fig. IV.3). La concentracion de pediocina PA-1 en los sobrenadantes
de las distintas cepas construidas se cuantificé de dos maneras. Por una parte,
introduciendo en las pruebas de difusidén en agar estandares de pediocina PA-1
pura cuya concentracién oscilaba entre 0 y 5 ug ml'. De esta manera, se
determiné que la produccién de pediocina en FI9917 y FI9919 era de 460 (£ 15) y
400 (+ 14) ng ml™, respectivamente. Estos valores representan aproximadamente
el 21% y el 18%, respectivamente, de la pediocina producida por P. acidilactici
347 (2200 + 27 ng ml™"). Por otra, mediante un ELISA-IC empleando anticuerpos
policlonales especificos frente a la pediocina PA-1. Sin embargo, los
concentraciones mencionadas se encuentran actualmente en el limite de
deteccion de los anticuerpos, por lo que no se pudieron extraer conclusiones de
los valores de absorbancia obtenidos tras el inmunoensayo.

Como sucediera con la lactococina A, se observé que la presencia de los
genes IcnCy IcnD (pF12148) era imprescindible para la produccién exocelular de
pediocina PA-1 ya que ninguna de las cepas que carecian del plasmido pFl2148
(FI9913 y FI9915) mostraron actividad antimicrobiana en sus sobrenadantes
(Tabla IV.1).
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Tabla 1V.1. Produccion de bacteriocinas por parte de los lactococos
recombinantes?
Bacteriocina
Cepa Hospedador Plasmido
Lactococina A Pediocina PA-1 Colicina V Nisina A
F19941 FI7847 pF12396 - - - -
FI9951 FI5876 pFI2396 - - - ot
F19942 FI7847 pFl2397 - - - R
F19952 FI5876 pF12397 - - R it
F19943 F17847 pF12396 P - - -
pFI2148
F19953 FI5876 pF12396 e+ - - o+
pFI2148
F19944 FI7847 pF12397 S - R _
pFI2148
F19954 F15876 pF12397 +4ttt - - ottt
pFI2148
FI9913 FI7847 pF12391 - - R -
FI10036 FI5876 pF|2391 - - - +4+++
FI9915 FI7847 pF12392 - - R -
FI10037 FI5876 pF|2392 - - - ++++
FI9917 FI7847 pF12391 - + - R
pFI2148
FI10038 FI5876 pFI2391 - ++ - et
pF12148
FI9919 FI7847 pF12392 - + - ]
pFl2148
F110039 F15876 pFl12392 - ++ - 444+
pFl2148

%La produccion de las distintas bacteriocinas se determind mediante bioensayos Yy/o
inmunoensayos a partir de sobrenadantes obtenidos de cultivos con, aproximadamente, la misma
concentracion bacteriana. La produccion de lactococina A, pediocina PA-1, colicina V y nisina A
por parte de los lactococos recombinantes se compara con la de las cepas de referencia L. lactis
WMA4, P. acidilactici 347, E. coli ATCC14763 y L. lactis FI15876, respectivamente.
(+++++): produccién superior a la de la respectiva cepa de referencia; (++++): produccion entre
un 75 y un 100% de la exhibida por la respectiva cepa de referencia; (+++): produccion entre un
50 y un 75% de la exhibida por la respectiva cepa de referencia; (++): produccion entre un 50 y
un 25% de la exhibida por la respectiva cepa de referencia; (+): produccion entre un 10 y un 25%
de la exhibida por la respectiva cepa de referencia; (-): produccion no detectable. La produccion
de bacteriocinas por parte de los derivados de L. lactis FI7847 requiere la induccién previa de los
cultivos con nisina.
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Tabla IV.1. (cont.). Produccion de bacteriocinas por parte de los lactococos
recombinantes?

Bacteriocina
Cepa Hospedador Plasmido
Lactococina A Pediocina PA-1 Colicina V Nisina A
F110048 F17847 pF12436 - - - -
F110052 FI5876 pFI2436 - - - bt
FI10049 FI7847 pFl2437 - - - B
F110053 F15876 pF12437 - - - -
F110050 FI7847 pFl2436 - - + -
pFl2148
F110054 FI5876 pF12436 - - ++ A
pFl2148
FI10051 F17847 pF12437 - - + -
pFl2148
F110055 F15876 pF12437 - - ++ 44+
pFl2148
F19947 FI7847 pFI2398 - - - -
FI9955 FI5876 pF12398 - - - Tt
F19948 FI7847 pFI2399 - - - -
FI19956 FI15876 pF12399 - - - 4
F19949 FI7847 pF12398 - - ; ]
pFl2148
F19957 F15876 pF12398 - - - 44
pFl2148
F19950 F17847 pFl12399 - - - -
pFl2148
F19958 F15876 pFl12399 - - - 4+
pFl2148

%La produccion de las distintas bacteriocinas se determind mediante bioensayos /o
inmunoensayos a partir de sobrenadantes obtenidos de cultivos con, aproximadamente, la misma
concentracion bacteriana. La produccion de lactococina A, pediocina PA-1, colicina V y nisina A
por parte de los lactococos recombinantes se compara con la de las cepas de referencia L. lactis
WMA4, P. acidilactici 347, E. coli ATCC14763 y L. lactis FI15876, respectivamente.

(+++++): produccién superior a la de la respectiva cepa de referencia; (++++): producciéon entre
un 75 y un 100% de la exhibida por la respectiva cepa de referencia; (+++): produccién entre un
50 y un 75% de la exhibida por la respectiva cepa de referencia; (++): produccion entre un 50 y
un 25% de la exhibida por la respectiva cepa de referencia; (+): produccion entre un 10 y un 25%
de la exhibida por la respectiva cepa de referencia; (-): produccién no detectable. La produccion
de bacteriocinas por parte de los derivados de L. lactis FI7847 requiere la induccién previa de los
cultivos con nisina.
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Fig. IV.1. Prueba de difusién en agar para detectar la produccion de
lactococina A empleando el indicador L. lactis FI9921. Las muestras se
corresponden con los sobrenadantes de las siguientes cepas de L. lactis:
(1) FI19943 (cultivo no inducido), (2) WM4, (3) FI5876, (4) FI9166, (5)
FI9165, (6) FI9943 (cultivo inducido), (7) FI9953, (8) FI9951, (9) FI9941
(cultivo inducido) y (10) FI9941 (cultivo no inducido). Dada la inestabilidad
de la produccidn de lactococina A por parte de la cepa WM4, también se
utilizaron como controles positivos los sobrenadantes de FI9166 vy
FI9165, dos cepas recombinantes productoras de lactococina A
obtenidas en un trabajo anterior (Horn y col., 1999).
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Fig. IV.2. Prueba de difusion en agar para detectar la produccién de nisina
empleando el indicador L. lactis FI9182. Las muestras se corresponden
con los sobrenadantes de las siguientes cepas de L. lactis: (1) caldo GM17
sin inocular, (2) FI7847, (3) FI7847(cultivo inducido), (4) FI9953, (5)
FI5876, (6) FI9943 (cultivo inducido), (7) FI9951, (8) FI9941 (cultivo
inducido), (9) FI9943 (cultivo no inducido), y (10) FI9941 (cultivo no
inducido).
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IV.2.3. Coproducciéon de pediocina PA-1 y nisina A en los derivados de L.
lactis FI5876

Con respecto a los derivados de L. lactis FI5876, los bioensayos revelaron
que FI10038 y FI10039 producian pediocina PA-1 sin necesidad de induccién
previa (Tabla IV.1; Fig. IV.3). La concentracion de pediocina en los
sobrenadantes de FI10038 y FI10039 era de 625 (+ 23) y 525 (+ 17) ng ml”,
respectivamente. En este caso, se estimaron unos valores similares (x10%)
mediante la técnica ELISA-IC. Estos valores representan aproximadamente el
28% vy el 24%, respectivamente, de la pediocina producida por P. acidilactici 347
2200 (+ 27) ng ml'. Por su parte, la concentracién de pediocina en los
sobrenadantes de L. lactis FI9262, una cepa idéntica a FI10038 con la Unica
diferencia de que el gen hibrido esta bajo control del promotor de la lactococina A
en vez del de la nisina, fue de 70 ng ml”, aproximadamente un 3% de la
producida por P. acidilactici 347. Por otra parte, las pruebas de difusion en agar
también demostraron que la presencia de los genes IlcnC y IenC (pFI2148) era
imprescindible para la produccion exocelular de pediocina. En este sentido,
tampoco se pudo detectar actividad antimicrobiana en los sobrenadantes
obtenidos a partir de los derivados que carecian del plasmido pFl2148 (FI10036 y
F110037) (Tabla IV.1).

Adicionalmente, las cepas FI10038 y FI10039 coproducian nisina A y
pediocina PA-1, siendo la productividad de nisina equiparable a la de la cepa
parental (FI5S876) (Tabla IV.1; Fig. IV.4).

Los ensayos en placas microtituladoras empleando los indicadores E.
faecalis TAB28, E. faecium TF1 y E. faecium P21 confirmaron estos resultados ya
que, en todos los casos, la actividad de los sobrenadantes de L. /actis FI10038
representaba aproximadamente un 26% de la existente en los de P. acidilactici
347. Mas concretamente, la actividad antimicrobiana en los sobrenadantes de L.
lactis FI10038 y P. acidilactici 347 fue de 308 (+ 21) y 1200 (+ 7) UB ml" |
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Fig. IV.3. Prueba de difusibn en agar para detectar la produccion de
pediocina PA-1 empleando el indicador E. faecalis TAB28. Las muestras
se corresponden con los sobrenadantes de las siguientes cepas
(pertenecientes a la especie L. lactis salvo que se indique lo contrario): (1)
F17847, (2) FI5876, (3) FI9913 (cultivo inducido), (4) FI10036, (5) FI9919,
(6) FI10039 (cultivo inducido), (7) FI9917 (cultivo inducido), (8) FI10038,
(9) FI9915 (cultivo inducido), (10) P.acidilactici 347, (11) FI9181, (12)
F19262, y (13) FI10037. El resto de pocillos no contienen ninguna
muestra. L. lactis FI9181 y FI9262 son dos cepas recombinantes
productoras de pediocina PA-1 obtenidas en un trabajo anterior (Horn y
col., 1999).
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Fig. IV.4. Prueba de difusién en agar para detectar la produccion de nisina
empleando el indicador L. lactis FI9180. Las muestras se corresponden con
los sobrenadantes de las siguientes cepas de L. lactis: (1) FI7847, (2) y (3)
F15876, (4) FI10036, (5) FI9262, (6) FI10039, (7) FI10039, (8) y (9) FI10038,
y (10) FI10037. El resto de pocillos no contienen ninguna muestra. L. lactis

F19262 es una cepa recombinante coproductoras de pediocina PA-1 y nisina
ohtenida en 11n trahain anterior (Horn v el 1999)
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respectivamente, frente a E. faecalis TAB28, de 2298 (+ 29) y 8863 (+ 36) UB ml’
! respectivamente, frente a E. faecium TF1, y de 1828 (+ 15) y 7451 (+ 37) UB
ml™", respectivamente, frente a E. faecium P21. El hecho de que la actividad de
los sobrenadantes de L. lactis FI5876 fuera de 53 (+5) y 91(+ 7) UB ml™ frente a
E. faecium TF1y E. faecium P21, respectivamente, reflejé la poca sensibilidad de
estos indicadores a la nisina. En el caso de E. faecalis TAB28, una cepa
resistente a la nisina, no se detectd actividad antimicrobiana en los
sobrenadantes de L. lactis FI5876.

El posible efecto combinado de la nisina y la pediocina coproducida por L.
lactis FI10038 se evalué utilizando pruebas de difusiébn en agar y pruebas en
caldo. Con las primeras se observd que dentro de los halos de inhibicidén
ocasionados por esta cepa en diversos indicadores, como E. faecium TF1, se
producia una reduccion drastica del numero de colonias resistentes, en
comparacién con las existentes dentro de los halos producidos por P. acidilactici
347 y FI9917 (Fig. IV.5). Los halos causados por los sobrenadantes de L. lactis
FI15876 (productor de nisina) en E. faecium TF1eran de menor tamafno que los
originados por los sobrenadantes de P. acidilactici 347 y L. lactis FI9917
(productores de pediocina PA-1); sin embargo, dentro de los halos debidos a L.
lactis F15876 no se observaba crecimiento alguno del indicador, a diferencia de lo
que sucedia con los halos de P. acidilactici 347 y L. lactis FI9917, en cuyo interior
crecian numerosas colonias resistentes de E. faecium TF1(Fig. IV.5). Por su
parte, los halos derivados de la actividad antimicrobiana de L. lactis FI10038
tenian un tamano similar a los de P. acidilactici 347 vy, adicionalmente, no se

observaba crecimiento alguno del indicador en su interior (Fig. IV.5).

Por su parte, en las pruebas en caldo se eligi6 como indicador Listeria
monocytogenes L15 SV-1/2 ya que se trata de una cepa poco sensible a la nisina
y moderadamente sensible a la pediocina PA-1. Basicamente, a los cultivos (10
ml) del indicador se les afnadié 1 ml de los sobrenadantes (pH 6,2) obtenidos a
partir de cultivos (1x10® ufc ml") de L. lactis FI5876, L. lactis FI10038 y P.
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Fig. IV.5. Prueba de difusion en agar para detectar actividad antimicrobiana empleando el indicador E. faecium
TF1. Las muestras se corresponden con los sobrenadantes de las siguientes cepas: (1) P. acidilactici 347; (2) P.
acidilactici 347 (diluido 1:4 en caldo MRS); (3) L. lactis FI15876; (4) L. lactis FI9917 (cultivo inducido); (5) L. lactis
F110038;y (6) L. lactis FI7847. Todas las imagenes estan a la misma escala.
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acidilactici 347 (este ultimo diluido 1:4 en caldo para que la concentracién de
pediocina fuera similar a la existente en el sobrenadante de L. lactis FI10038), y
se incubaron durante 3 h a 32°C. Se probaron dos concentraciones iniciales del
indicador: 1 x 10° y 1 x 10® ufc ml”. Los recuentos obtenidos cuando los cultivos
de L. monocytogenes (concentracion inicial: 1 x 10° ufc ml™") se inocularon con
sobrenadantes de L. /actis FI10038 (3 x 10% ufc ml™) fueron significativamente
inferiores a los obtenidos a partir de los cultivos inoculados con los de L. lactis
FI5876 (2 x 10° ufc ml'") o P. acidilactici 347 (4 x 10* ufc mI"). La concentracién
final de los cultivos del patégeno inoculados con 1 ml de caldo GM17 estéril fue
de 2 x 10° ufc mI" (Tabla 1V.2). La tendencia fue similar cuando los cultivos de L.
monocytogenes con 1 x 108 ufc mI™" se inocularon con sobrenadantes de L. /actis
F110038 (2 x 10° ufc mI™), L. lactis FI5876 (1 x 108 ufc ml™) y P. acidilactici 347 (3
x 107 ufc mI™") (Tabla IV.2; Fig. IV.6). En este caso, la concentracién final de los
cultivos del patégeno inoculados con 1 ml de caldo GM17 estéril fue de 5 x 10°
ufc mlI'" (Tabla IV.2).

IV.3. Produccidén inducible de colicina V_en L. lactis empleando el sistema

de secrecion LcnC-LcnD

IV.3.1. Construccion y clonacion del fragmento PnisA-licnA/cvaC

La estrategia seguida para la produccién inducible de colicina V en L. lactis
FI7847 y FI5876 fue similar a la descrita anteriormente para la lactococina Ay la
pediocina PA-1. El fragmento PnisA-llcnA/cvaC se construyé6 mediante PCR
empleando igualmente la técnica de solapamiento de fragmentos génicos con
extremos complementarios y se clond en el plasmido pCR2.1, dando lugar al
plasmido pFI2435. El andlisis de la secuencia nucleotidica del fragmento
insertado en pCR2.1 revel6 que se correspondia exactamente con la esperada.
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Tabla 1V.2. Efecto de la adicion de los sobrenadantes de L. lactis FI5876, L.

lactis FI10038 y P. acidilactici 347 sobre el

monocytogenes L15 SV-1/2

crecimiento de Listeria

L. monocytogenes L15 SV-1/22

Sobrenadante 1x10° cfu mI™ 1x10% cfu mI™
Medio de cultivo no inoculado 2x10° cfu ml” 5x10° cfu ml”
L. lactis F15876 2x10° cfu ml™ 1x108 cfu ml™
L. lactis FI10038 3x10° cfu ml” 2x10° cfu ml™
P. acidilactici 347° 4x10* cfu ml™ 3x10” cfu ml”

aConcentration inicial de L. monocytogenes L15 SV-1/2 en el medio de cultivo.
YE| sobrenadante de P. acidilactici 347 se diluyo (1:4) con caldo para que la
concentracién de pediocina fuera similar a la existente en el sobrenadante de L.

lactis FI10038).
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Cultivo control de F15876 FI110038 Caldo MRS
L. monocytogenes  (Nisina) (Nisina, (no inoculado)
(Sin adicion de Pediocina
sobrenadante) PA-1)

Fig. IV.6. Prueba en caldo para evaluar el efecto de ciertas cepas en el crecimiento de
Listeria monocytogenes L15 SV-1/2. Las cepas de las que procedian los
sobrenadantes adicionados al cultivo del patégeno estan indicadas en la imagen.

148



Resultados

La construccidon PnisA-llicnA/cvaC se aisldé de pFl2435 en forma de fragmento
EcoRl y se subclon6 en pTG262, originando los plasmidos pFI2436 (inserto en
orientacién directa) y pFl2437 (en orientacion inversa). La cotransformacion de L.
lactis FI7847 y L. lactis FI5876 con pFl2436 y pFl2437 di6 lugar a las cepas
FI10050 y FI10054, respectivamente. Por otra parte, la cotransformacion de L.
lactis FI7847 y L. lactis FIS876 con pFl2437 y pFl2148 dié lugar a las cepas
FI110051 y FI10055, respectivamente.

IV.3.2. Produccion de colicina V en los derivados de L. lactis FI7847 y FI5876

Las pruebas de difusion en agar empleando E. coli DH5a como indicador
sensible a la colicina V revelaron que las cepas FI10050 y FI10051 producian esa
bacteriocina siempre que se anadiera nisina como agente inductor (Tabla 1V.1;
Fig. IV.7). Como en los casos anteriores, la presencia de los genes lcnC y lcnD
(pF12148) era esencial para la produccion exocelular de colicina V. No se observo
actividad antimicrobiana en los sobrenadantes obtenidos a partir de los derivados
de FI7847 que carecian del plasmido pFI2148 (FI10048 y FI10049) (Tabla IV.1).

Las pruebas de difusion en agar empleando el indicador E. coli DH5a
también revelaron que las cepas FI10054 y FI10055 producian colicina V, aunque
en este caso sin la necesidad de anadir nisina exégena como agente inductor
(Tabla IV.1; Fig. IV.7). Estas cepas eran capaces de coproducir simultdneamente
nisina A y colicina V, siendo la productividad de nisina equiparable a la de la cepa
parental (FI5876) (Tabla IV.1; Fig. 1V.8). No se observé actividad antimicrobiana
en los sobrenadantes obtenidos a partir de los derivados de FI5876 (FI10052 y
FI110053) que carecian del plasmido pFl2148 (y, por tanto, de los genes IcnCD)
(Tabla IV.1).
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Fig. IV.7. Prueba de difusién en agar para detectar la produccién de colicina
V empleando el indicador E. coli DH5a. Las muestras se corresponden con
los sobrenadantes (obtenidos por el método del TCA) de las siguientes
cepas: (1) L. lactis FI15876; (2) L. lactis FI7847; (3) L. lactis FI10048 (cultivo
inducido); (4) L. lactis FI10050 (cultivo inducido); (5) L. lactis FI10054; (6) L.
lactis FI10052; (7) E. coli ATCC 14763 (control positivo); y (8) Tris 3,5M (pH
9,5) (control negativo).
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Fig. IV.8. Prueba de difusién en agar para detectar la produccién de nisina
empleando el indicador L. lactis FI9180. Las muestras se corresponden con los
sobrenadantes de las siguientes cepas: (1) L. lactis FI7847; (2) L. lactis
F110048; (3) L. lactis FI10050; (4) L. lactis F15876; (5) L. lactis FI10052; (6) L.
lactis FI10054; (7) E. coli ATCC 14763; y (8) L. lactis F19180.
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La presencia de colicina V en los sobrenadantes de las cepas que habian
mostrado actividad frente a E. coli DH5a en los ensayos de actividad
antimicrobiana se confirmé mediante la técnica dot-blot empleando anticuerpos
policlonales antipeptidicos que reconocian especificamente a la colicina V (Fig.
IV.9). Para la obtencion de anticuerpos antipeptidicos de especificidad
predeterminada frente a la colicina V se sintetiz6 el péptido PNC, cuya secuencia
forma parte de la de la citada bacteriocina. La cantidad sintetizada fue de 6 mg.
Su pureza (73%) e identidad se confirmaron mediante HPLC y espectrometria de
masas por parte de la compania Alpha Diagnostic International (San Antonio,
EE.UU.). La serotitulacion de los anticuerpos se realiz6 mediante un ELISA
indirecto (Tabla IV.3). En este tipo de ensayo, se considera que el titulo de los
anticuerpos es la mayor dilucién del antisuero que es claramente positiva cuando
se compara con el suero control (conejo preinmune). Es decir, el valor de
absorbancia obtenido por la dilucién del antisuero debe ser por lo menos dos
veces mayor que la del suero de un animal preinmune. En estos ensayos no es
extrano que los sueros de animales preinmunes muestren valores de absorbancia
de entre 0,1 y 0,5, particularmente en sueros poco diluidos (<1:200). Tras
analizar los resultados de la serotitulacién, en los ensayos dot-blotting se
emplearon los anticuerpos del conejo 1 a una diluciéon 1:100000. El hecho de que
en el transcurso de esta Tesis no se dispusiera de colicina V totalmente pura para
elaborar estandares hizo que no se intentara otro tipo de inmunoensayo mas
adecuado para cuantificar la bacteriocina en los sobrenadantes de los lactococos

productores.

Los ensayos en placas microtituladoras mostraron que la actividad de los
sobrenadantes de L. lactis FI10054 frente a dos cepas de E. coli del serotipo
0157:H7 representaba aproximadamente un 40% de la existente en los de E. coli
ATCC14763. Mas concretamente, la actividad antimicrobiana en los
sobrenadantes de L. lactis FI10038 y E. coli ATCC14763 fue de 146 (£ 11) y 343
(+ 17) UB ml™", respectivamente, frente a E. coli 88, y de 101 (+ 9) y 274 (+ 14)

UB ml', respectivamente, frente a E. coli 89. No se detecté actividad
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Tabla IV.3. Resultados (absorbancia a 450 nm) de los inmunoensayos de
serotitulacion (ELISA indirecto) realizados con los sueros obtenidos tras la
primera sangria de dos conejos inmunizados con un fragmento de la

bacteriocina colicina V. Entre paréntesis se muestran
absorbancia obtenidos con sueros de conejos preinmunes.?

los valores de

Dilucién del antisuero Conejo 1 Conejo 2
1:100 3,38 (0,57) 3,08 (0,56)
1:1000 3,00 (0,50) 3,18 (0,46)
1:10000 2,98 (0,38) 1,15 (0,33)
1:100000 1,99 (0,28) 0,88 (0,23)
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Fig. IV.9. Ensayo dot-blotting para la deteccion de colicina V empleando
anticuerpos policlonales especificos. Las muestras se corresponden con los
sobrenadantes de las siguientes cepas: (1) L. /actis FI5S876 (control negativo);
(2) L. lactis FI10050 (cultivo no inducido); (3) E. coli ATCC 14763 (control
positivo); (4) L. lactis FI10050 (cultivo inducido); (5) L. lactis FI10051 (cultivo
inducido); (6) L. lactis FI10055; y (7) L. lactis FI10054.
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antimicrobiana frente a ambos indicadores en los sobrenadantes de L. lactis

F15876, lo que confirmé su resistencia natural a la nisina.

IV.4. Produccién inducible de interleuquina-2 (IL-2m) en L. lactis empleando

el sistema de secrecion LcnC-LcnD

IV.4.1. Construccion y clonacion del fragmento Pp;sa-llcnAl/il2m

La estrategia utilizada para la produccion inducible de IL-2m en L. lactis
FI7847 y FI5876 fue similar a la seguida previamente para las bacteriocinas. El
fragmento Ppisa-llcnAlil2m se construyé mediante PCR empleando igualmente la
técnica de solapamiento de fragmentos génicos con extremos complementarios y
se cloné en el pldsmido pCR2.1, dando lugar al plasmido pFl2401. El analisis de
la secuencia nucleotidica del fragmento insertado en pCR2.1 revelé que se
correspondia totalmente con la esperada.

La construccion Pisa-llcnAlil2m se aislé de pFl2401 en forma de fragmento
EcoRl y se subclon6é en pTG262, originando los plasmidos pFI2398 (inserto en
orientacién directa) y pFI2399 (en orientacion inversa). La cotransformacion de L.
lactis FI7847 y L. lactis FI5S876 con pFl2398 y pFl2148 dié lugar a las cepas
F19947 y FI19955, respectivamente. Por otra parte, la cotransformacién de L. lactis
FI17847 y L. lactis FI5876 con pFI2399 y pFl2148 di6 lugar a las cepas FI9948 y
F19956, respectivamente.
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IV.4.2. Produccién de IL-2m y, en su caso, nisina A en los derivados de L.
lactis FI7847 y FI5876

Los sobrenadantes obtenidos a partir de cepas presuntamente productoras
de IL-2m se sometieron a electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida
con Tris y glicina (Tris-G-PAGE) por duplicado. Uno de los geles se tifid para
determinar el tamarno de las bandas proteicas resueltas, mientras que el segundo
se empled para la deteccién inmunolégica de la IL-2m mediante la técnica de
hibridacion de Western.

La electroforesis demostré que los sobrenadantes inducidos de las cepas
FI19949 y FI9950 (derivadas de FI7847) y los no inducidos de FI9957 y FI9958
(derivadas de FI5876) contenian un péptido con un peso molecular idéntico al de
la IL-2m pura utilizada como control. Seguidamente, los ensayos con la técnica
Western demostraron la produccién exocelular de esta citoquina en esas cepas
ya que los anticuerpos policlonales anti-IL-2m reaccionaron especificamente con

el péptido mencionado (Fig. I1V.10).

Posteriormente, se realizaron ensayos inmunoenzimaticos en formato slot-
blot que confirmaron la produccién de IL-2m por parte de las cepas FI9949,
F19950, FI9957 y FI9958 (Fig. IV.11). En dichos ensayos, se incluyeron diversas
concentraciones conocidas de IL-2m, de tal manera que la comparacion entre el
tamano de las bandas que originaban los estandares y el correspondiente a las
muestras problema sugeria que la concentracién de IL-2m en los sobrenadantes
de los lactococos oscilaba entre 50 y 100 ng ml™ (Fig. IV.11). No se detecté IL-2m
en el contenido intracelular de ninguno de los derivados de FI5876 6 FI7847 que

producian IL-2m exocelular.

Para realizar una cuantificacibn mas exacta de la IL-2m existente en los
sobrenadantes de L. lactis FI9949 y FI9957 (los derivados de FI7847 y FI5876,
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Fig. IV.10. Western blotting para detectar IL-2m en un gel obtenido tras Tris-G-PAGE.
Las muestras son las siguientes: (1) y (9) estdndar MagicMark Western Standard
(Novex); (2) y (3) IL-2m pura (Sigma); (4) L. lactis FI9947; (5) L. lactis FI9949 (cultivo
inducido); (6) L. lactis FI19957; (7) L. lactis FI9950; y (8) L. lactis FI9958.
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respectivamente, que mostraron una mayor productividad de la citoquina)
productores se recurri6 a la técnica de ELISA sandwich empleando dos
anticuerpos monoclonales especificos. La produccién de IL-2m por parte de las
cepas F19949 y FI9957 fue de 65 (+ 4) y 85 (+ 6) ng ml™', respectivamente, lo que
confirmé los resultados obtenidos previamente con la técnica slot-blotting.

La produccion de nisina por parte de los derivados de FI5876 cepa se puso
de manifiesto mediante pruebas de difusién en agar. Las cepas FI9957 y FI9958
eran capaces de coproducir simultdneamente nisina A e IL-2m, siendo la
produccion de nisina equiparable a la de la cepa parental (FI5876) (Tabla IV.1;
Fig. IV.12).

IV.4.3. Actividad bioldgica de la IL-2m producida por los derivados de L.
lactis FI7847 y FI5876

Para evaluar si la IL-2m existente en los sobrenadantes de L. lactis FI9949
y FI9957 (los derivados de FI7847 y FI5876, respectivamente, que mostraron una
mayor productividad de la citoquina) poseia actividad biolégica se recurri6 al
bioensayo con células CTLL-2, una linea celular cuya proliferacion depende de la
presencia en el medio de IL-2 humana o murina. Como estandares se emplearon
muestras de caldo GM17 con diversas concentraciones de interleuquina-2
recombinante (la actividad del stock era actividad de 2 x 10° U mg™).

Los resultados obtenidos con los sobrenadantes de FI9949 y FI9957
revelaron que la IL-2m producida por ambas cepas poseia actividad bioldgica ya
que inducia la proliferacién de células CTLL-2, en contraposicion con los
sobrenadantes de las células hospedadoras (FI5876 y FI7847), que no mostraron
ningun efecto (ni positivo ni negativo) sobre la proliferacion celular. La actividad
del sobrenadante de F19949 era de aproximadamente 1,2 x 10> U ml™', mientras
que la existente en el de FI9957 era de aproximadamente 1,8 x 102 U mI™". Estos
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1 2 3 4 5 6 7 8

A 118
B N A

Fig. IV.11. Ensayo slot-blotting para la deteccion de IL-2m empleando anticuerpos
policlonales especificos. Las muestras se corresponden con los sobrenadantes de
las siguientes cepas: (1) L. lactis FI7847; (2) L. lactis FI9950; (3) L. lactis FI9949; (4)
y (5) IL-2m pura (Sigma); (6) L. lactis FI5876; (7) L. lactis FI9958; y (8) L. lactis
F19957. En la fila A, los cultivos de las cepas derivadas de FI7847 (FI9949 y FI9950)
habian sido inducidos con nisina, mientras que los correspondientes a la fila B no
habian sido inducidos.
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Fig. IV.12. Prueba de difusibn en agar para detectar la produccién de nisina
empleando el indicador L. lactis FI9180. Las muestras se corresponden con los
sobrenadantes de las siguientes cepas de L. lactis: (1) FI5876; (2) FI9955; (3) FI9957;
(4) FI9947(cultivo no inducido); (5) FI9947(cultivo inducido); (6) FI9949(cultivo no
inducido); (7) FI9947(cultivo inducido); v (8) FI7847.
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valores representan concentraciones de IL-2 de 60 y 90 ng ml”, respectivamente,
y se ajustan perfectamente a los obtenidos con la técnica de ELISA sandwich

para estas mismas cepas (65 y 85 ng ml™', respectivamente).

IV.5. Efecto de la producciéon heterdloga de lactococina A, pediocina PA-1,

colicina V en la proliferacion de células HAT-29

El efecto de las bacteriocinas producidas heterélogamente sobre la
proliferacion de las células intestinales HT-29 se evalué afiadiendo alicuotas de
los cultivos de las distintas cepas a pocillos de placas microtituladoras que
contenian aproximadamente 10° células HT-29. Cada uno de los sobrenadantes
se probaron a tres concentraciones: 5, 10 y 20% del contenido final del pocillo.

La adiciébn de los sobrenadantes evaluados (tanto de los lactococos
hospedadores como de sus respectivos derivados recombinantes, e
independientemente de su concentracién final), a los cultivos HT-29 no afect6 en
ningun caso a la viabilidad celular. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de absorbancia obtenidos a partir de las distintas
muestras evaluadas. Los resultados obtenidos, expresados en porcentajes de
absorbancia con respecto a los cultivos control, se muestran en la Tabla IV.4.
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Tabla IV.4. Efecto de los sobrenadantes de los lactococos recombinantes
(20, 10 y 5% del volumen final del cultivo celular) sobre la proliferacion de las
células intestinales HT-29. Los valores estan expresados en porcentaje con
respecto a la proliferacion de los cultivos control (100%). Entre paréntesis se

incluye la desviacion estandar.

Cepa de L. Jactis?® 20% 10% 5%

L. lactis F17847 (Bac) 117,04 (£13) 103,04 (t5) 105,98 (x 12)
L. lactis 15876 (NisA) 98,49 (+9) 108,82 (x7) 106,95 (+3)
L. lactis WM14 (LcnA) 98,37 (+5) 102,01 (+9) 103,84 (+ 11)
L. lactisMG1614 (Bac)) 96,3 (+13) 99,96 (+8) 118,71 (x 13)
P. acidilactici 347 (Ped) 94,29 (+17) 106,20 (+ 10) 105,67 (£ 9)
L. lactis FI9943° (Bac)) 99,50 (+8) 107,99 (+9) 110,74 (+ 2)
L. lactisFI9953 (LcnA, NisA) 9582 (+8) 106,01 (+13) 111,93 (£7)
L. lactis F110051° (Bac) 100,16 (x11) 99,81 (+12) 101,35 (£ 9)
L. lactisFI10054 (ColV, NisA) 93,52 (+13) 102,19 (£ 1) 102,91 (+ 12)
L. lactis F19917° (Bac') 117,41 (£10) 109,24 (+3) 111,59 (+ 11)
L. lactisF110038 (Ped, NisA) 96,27 (+ 13) 102,71 (+12) 113,70 (+ 11)
L. lactis F19943° (LcnA) 94,32 (+15) 103,37 (£8) 110,10 (£ 6)
L. lactis F110051° (ColV) 92,17 (£15) 97,37 (x9) 106,37 (£ 9)
L. lactis FI9917¢ (Ped) 95,74 (£ 12) 108,72 (+15) 95,08 (+ 12)
Ninguna (control) 100,00 (+6) 100,00 (+6) 100,00 (+ 6)

Bac’: cepa no bacteriocinogénica; NisA: cepa productora de nisina A; LcnA:
cepa productora de lactococina A; Ped: cepa productora de pediocina PA-1;

ColV: cepa productora de colicina V.

®Derivado de F17847 cuyo cultivo no fue inducido con nisina
“Derivado de F17847 cuyo cultivo fue inducido con nisina
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Capitulo V
DISCUSION
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V. DISCUSION

V.1. Sistemas para la produccion heterologa de proteinas en L. lactis

Las bacterias lacticas son ampliamente utilizadas por la industria
alimentaria para la produccion y conservacidon de una gran variedad de
alimentos y, en consecuencia, son ingeridas regularmente por los
consumidores. Desde hace aproximadamente 20 afos se han hecho grandes
esfuerzos para comprender mejor las bases moleculares de estos
microorganismos y, de esta manera, obtener un mejor control de los procesos
industriales en los que estan implicados. Este creciente conocimiento ha
promovido un gran interés por su potencial para nuevas aplicaciones, entre las
que destaca la produccion heteréloga de proteinas en biorreactores, en
alimentos fermentados o directamente en las mucosas de las personas y los
animales. Las bacterias lacticas ofrecen ventajas sobre otras bacterias ya que,
salvo casos puntuales, estan consideradas como seguras (GRAS) y los
consumidores tienen una percepcion muy positiva sobre este grupo bacteriano,

al que asocian con las leches fermentadas tradicionales.

Entre las bacterias lacticas, Lactococcus lactis es, con diferencia, la
especie mejor conocida. De hecho, existen numerosas herramientas genéticas
para su manipulacion, lo que ha permitido que actualmente se disponga de la
secuencia completa del genoma de al menos dos cepas de esta especie
(Bolotin y col.,, 2001). Esta especie es una excelente candidata para la
produccién heteréloga de proteinas y péptidos ya que esta considerada como
segura (GRAS) y secreta un numero muy limitado de proteinas “propias” al
medio exocelular. Ademas, las cepas de L. lactis mas empleadas en los
laboratorios no producen proteasas extracelulares que degraden las proteinas
heter6logas secretadas (Nouaille y col., 2003).

En general, la obtencion de grandes cantidades de proteinas
heter6logas en L. lactis requiere una seleccion cuidadosa de los promotores
lactocécicos que controlan los genes de interés. Hasta la fecha, se han
empleado al menos 38 promotores constitutivos que difieren en su capacidad
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para inducir una fuerte expresion del gen heterélogo (de Vos, 1999). De hecho,
en una Tesis Doctoral previa (Martinez, 1999), que sirvié de punto de partida
para este trabajo, se consiguiod la produccion heteréloga de pediocina PA-1 en

L. lactis empleando un promotor lactocécico constitutivo (PlcnA).

Sin embargo, los promotores constitutivos pueden tener dos problemas:
(1) puede tratarse de promotores débiles (como en el caso de PlcnA) y (2) en el
caso de que sean fuertes, la continua produccion de grandes cantidades de
una proteina puede conducir a su agregacién, acumulacion y/o degradacion
intracelular (Makrides, 1996), y estos fendmenos ue pueden ser deletéreos
para las células productoras. Precisamente, los sistemas basados en
promotores inducibles se han desarrollado para prevenir los posibles efectos
negativos derivados de una elevada produccién constitutiva (Kuipers y col.,
1997). En estos sistemas, la expresion génica puede estar controlada por un
inductor, por un represor o por factores ambientales, tales como el pH, la

temperatura o la concentracion de ciertos iones (Nouaille y col., 2003).

El sistema de expresion inducible mejor caracterizado es el basado en la
transcripciéon inducida por la lactosa del operén lac (de Vos y Vaughan, 1994).
Sin embargo, la aplicacién de este sistema esta limitada por un bajo nivel de
induccion y porque este fendmeno esta mediado por un metabolito intermedio
(tagatosa-6-fosfato) cuya concentracion no se puede controlar facilmente,
especialmente en fermentaciones a gran escala. Otros sistemas inducibles
empleados en L. lactis, como los basados en el promotor del bacteriéfago T7
de E. coli (Wells y col., 1993), presentan los mismos inconvenientes y, ademas

Su uso no esta permitido para aplicaciones alimentarias.

Para evitar estos problemas, se han desarrollado sistemas alternativos
basados en el promotor inducible de la nisina (PnisA) (de Vos y Gasson, 1989).
Su interés se debe al peculiar sistema de autorregulacion de la biosintesis de
este lantibidtico y al hecho de que la nisina es un bioconservante de grado
alimentario autorizado con fines alimentarios en numerosos paises. Las
proteinas NisK y NisR, codificadas en los genes homoénimos nisK y nisR,

constituyen un sistema de regulacién de dos componentes: un sensor histidina
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kinasa (NisK) y un regulador de respuesta (NisR) (Engelke y col., 1994; van der
Meer y col., 1993). La nisina extracelular actia como senal para el sistema de
transduccién y provoca la activaciéon transcripcional de los genes bajo control
de los promotores PnisA (nisABTCIP) y PnisF (nisFEG) (de Ruyter y col.,
1996a; Kuipers y col., 1995). Por lo tanto, la nisina actia como feromona en el
proceso de inducciébn de su propia biosintesis (Dodd y col., 1996b;
Kleerebezem y col., 1997; Qiao y col., 1996; Ra y col., 1996).

En consecuencia, el nivel de expresién de los genes bajo el control del
promotor PnisA en cepas que contienen las proteinas NisR y NisK pero que no
producen nisina, es despreciable (Kuipers y col., 1997). Sin embargo, la adicién
de nisina al medio de cultivo durante la fase logaritmica de crecimiento de esas
mismas cepas activa la transcripcion de los genes controlados por el promotor
nisA, siendo el nivel de expresién proporcional a la cantidad de nisina afiadida
(Kuipers y col., 1995). Las ventajas que ofrece la sobreexpresion de genes bajo
el control de los promotores PnisA o PnisF se exponen en la introduccién de
esta Tesis. Por todos estos motivos, se eligioé el promotor PnisA para conseguir
la produccion inducible de tres bacteriocinas (lactococina A, pediocina PA-1,
colicina V) y una citoquina (IL-2m) en dos cepas de L. lactis que contenian los

genes nisRK.

V.2. Produccion inducible de lactococina A en L. lactis

En este trabajo, la transformacion de L. lactis FI5876 (cepa productora
de nisina) y L. lactis FI7847 (cepa no bacteriocinogénica derivada de la
anterior) con dos vectores, uno con la construccion PnisA-lcnA-IciA y el
segundo con los genes IcnC y IcnD, condujo a un aumento de la produccién de
lactococina A en comparacién con la cepa parental (L. lactis WM4). Pero,
ademas, la produccion de esta bacteriocina en las nuevas cepas
recombinantes era muy estable, sin que se observaran las grandes
fluctuaciones de productividad que caracterizan a L. lactis WM4 y que también
han sido puestas de manifesto por otros autores (Holo y col., 1991). Por otra
parte los derivados de L. lactis FI5876 fueron capaces de coproducir
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lactococina A y nisina A en cantidades similares a las de las cepas parentales
(L. lactis WM4 y L. lactis FI5876, respectivamente).

La producciéon de lactococina A en hospedadores lactocdcicos y no
lactocécicos que no la producen de forma natural ha sido objeto de
investigaciones previas. Chikindas y col. (1995) introdujeron un plasmido con
los cuatro genes que intervienen en la biosintesis de la lactococina en P.
acidilactici PAC1.0, una cepa productora de pediocina PA-1, y consiguieron la
coproduccién de ambas bacteriocinas, aunque no compararon la produccién de
lactococina con la de alguna cepa que la produzca de forma natural.
Simultdneamente, van Belkum y Stiles (1995) mostraron que el sistema de
transporte de la leucocina A era capaz de dirigir, a un nivel muy modesto, la
secrecion de lactococina en células de Leuconostoc gelidum UAL187-22
transformadas con pMB553 (IcnA y IciA).

L. lactis IL1403 ha sido frecuentemente seleccionado como hospedador
para la produccién de lactococina A ya que en su cromosoma existen genes
(lenC’, IcnD’) analogos a los que codifican el aparato de secrecion de dicha
bacteriocina (lcnC, IcnD); en consecuencia, teéricamente sélo se requiere la
introduccién de los genes IcnA y IciA para su obtencién. Sin embargo, este
hospedador tiene limitaciones practicas importantes para la produccion de
cantidades significativas de lactococina A. Por ejemplo, el hecho de que exista
una Unica copia de los genes lcnC’y IcnD’ en el cromosoma de la cepa 1L1403
puede suponer una menor eficiencia en la secreciébn de la bacteriocina
(Stoddard y col., 1992). Observaciones similares han sido obtenidas por van
Belkum y col. (1991) y Holo y col. (1991). Ambos grupos describieron una
reduccion en la productividad de lactococina A cuando esta bacteriocina se
expresaba en un derivado de L. lactis IL1403. El analisis del sistema de
secrecion de IL1403 ha revelado que los genes lcnC’D’ son analogos, pero no
idénticos, a sus equivalentes del sistema de transporte de lactococina A, lcnCD
(Venema y col.,, 1996). Por lo tanto, las diferencias entre ambos sistemas
pueden suponer una menor capacidad de las proteinas LcnC’-LenD’ para
secretar y procesar correctamente bacteriocinas unidas al lider de la
lactococina A. De hecho, cuando sistemas de secrecion basados en los genes
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IlecnC’D’ se complementan con los genes especificos lcnCD, la produccidén de
bacteriocinas aumenta 10 veces como minimo (van Belkum y col., 1997;
Venema y col., 1996). Por todo ello, no es de extrainar que, aunque Horn y col.
(1998) consiguieron producir esta bacteriocina en la cepa L. lactis 1L1403
transformada con pFI2058 (IcnA'y IciA), la productividad era muy inferior a la de
L. lactis WM4. Otros autores también han descrito una escasa productividad de

lactococina A en L. lactis L1403 (van Belkum y col., 1991; Holo y col., 1991).

Para mejorar la produccion de lactococina A, Horn y col. (1999) clonaron
los genes IcnCy IcnD en pF12058, generando el pladsmido pFl2149, que posee
los cuatro genes de la biosintesis de lactococina A. En el presente trabajo, se
ha conseguido un notable aumento en la produccién de esta bacteriocina
colocando los genes IcnA'y IciA genes bajo el control del promotor inducible de

la nisina, en vez de bajo el control del promotor constitutivo de la lactococina A.

En contraste con el espectro antimicrobiano de la nisina, el de la
lactococina A es muy reducido y se limita a ciertas cepas de lactococos (Holo y
col., 1991). Sin embargo, a pesar de que los beneficios de bacteriocinas con un
espectro tan estrecho no resulten inmediatamente obvios, la coproduccion de
lactococina A y nisina puede tener aplicaciones practicas en la industria
alimentaria (Morgan y col., 1995). En este sentido, la lactococina A ejerce un
efecto litico sobre lactococos que forman parte de la microbiota autéctona o de
los cultivos iniciadores empleados en las industrias queseras (Holo y col., 1991;
Morgan y col., 1995). Este efecto se debe probablemente a un proceso de
degradacion incontrolada de las paredes celulares mediado por la liberacion de

autolisinas como la AcmA (Martinez-Cuesta y col., 2000).

La lisis de las células del cultivo iniciador, y la consiguiente liberacién de
enzimas intracelulares en la matriz del queso, es un proceso lento que puede
jugar un papel importante en el desarrollo de algunas de las propiedades
organolépticas de este alimento (Collins y col., 2002). En consecuencia, la
adicion de un lactococo con un efecto litico progresivo sobre las células del
cultivo iniciador podria contribuir a acelerar la maduracion de ciertos tipos de

quesos, sin necesidad de recurrir al el empleo de bacteriocinas puras como
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aditivos (Holzapfel y col., 1995). Dado que la nisina también puede ejercer un
efecto litico sobre otros lactococos, la accion combinada de ambas
bacteriocinas podria tener repercusiones positivas para la calidad sensorial de
aquellos quesos con un tiempo de maduracion suficiente para permitir la lisis
gradual de los cultivos iniciadores (Morgan y col., 1995).

El hecho de que la produccion de lactococina A, y de todos los otros
péptidos heterdlogos (pediocina PA-1, colicina V, IL-2m) estudiados en esta
Tesis, haya sido mayor cuando se empleaba como hospedador L. /actis FI5876
en vez de L. lactis FI7847 refleja los mayores niveles de nisina presentes en el
ambiente externo de FI5876. Esta cepa y sus derivados recombinantes
producen continuamente elevadas cantidades de nisina, por lo que se
encuentran en un permanente estado de induccion. En contraste, la produccién
heter6loga en los derivados de FI7847 depende de la pequefa cantidad de

nisina exdgena anadida al medio de cultivo.

V.3. Produccidn heterologa de pediocina PA-1 en L. lactis

Los pediococos son microorganismos normalmente asociados con
productos vegetales y carnicos, y se emplean frecuentemente en la
fermentacion comercial de ese tipo de alimentos. Algunas cepas, la mayoria
pertenecientes a la especie P. acidilactici, producen pediocina PA-1, una
bacteriocina de amplio espectro antimicrobiano, particularmente activa frente a
L. monocytogenes. Sin embargo, los pediococos estan escasamente
adaptados para la colonizacion de alimentos en los que no residen de forma
natural. En este sentido, su capacidad para fermentar la lactosa es escasa y su
actividad proteolitica en leche es irrelevante (Caldwell y col., 1996). Por lo
tanto, no son los candidatos ideales para controlar el crecimiento de L.
monocytogenes en productos lacteos.

L. monocytogenes es uno de los microorganismos que mas preocupan
actualmente a las industrias lacteas, especialmente a las que elaboran
productos a partir de leche cruda. Se trata de un microorganismo recalcitrante a
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medidas de control tradicionales, como la refrigeraciéon o la acidificacion. En
este sentido, bacteriocinas como la pediocina PA-1 podrian emplearse para
mejorar los sistemas de conservacion de alimentos en el marco del concepto
de “barreras” (Leistner, 1992). En general, la aplicacién de pediocina PA-1 en
sistemas alimentarios consigue reducciones de entre 1 y 4 ciclos logaritmicos
en las poblaciones de L. monocytogenes (Muriana, 1996). Aunque tales niveles
de inhibicion pueden ser inaceptables como método de conservacién primario,
resultarian muy Utiles como factor adicional para la eliminacion de patégenos
mediante el sistema de barreras. A pesar de que la listeriosis no es una
enfermedad frecuente, los brotes tipicos tienen un gran impacto social ya que
se acompanan de las tasas de mortalidad mas elevadas provocadas por
patdgenos de transmision alimentaria en los paises desarrollados (Farber y
Peterkin, 1991). En consecuencia, la expresion y secrecién de pediocina PA-1
en lactococos proporcionaria una forma adecuada de aplicar las propiedades
beneficiosas de esta bacteriocina a la industria lactea. En este contexto, uno de
los objetivos de esta Tesis Doctoral fue la mejora de los sistemas de
produccién de pediocina PA-1 en L. lactis basados en algunos de los genes

que participan en la biosintesis de la lactococina A.

Previamente, Martinez y col. (2001) intentaron la produccion de
pediocina PA-1 en L. lactis empleando el sistema de expresién de la nisina
(incluyendo el lider de este lantibi6tico). Concretamente, substituyeron el gen
estructural de la nisina por un gen hidrido (fusién de las secuencias que
codifican el lider de la nisina A y la propediocina PA-1) en la agrupaciéon de
genes de la nisina existente en Tn5301. Sin embargo, este sistema fue incapaz
de dirigir la produccién de pediocina PA-1 exocelular activa. La nisina es un
lantibiético que contiene aminoacidos modificados postraduccionalmente.
Concretamente, los residuos de Ser y Thr de la pronisina se deshidratan y
originan residuos deshidroalanina (DHA) y deshidrobutirina (DHB),
respectivamente. La condensacion de los residuos DHA y DHB con los grupos
sulfhidrilo de las cisteinas presentes en la molécula origina los aminoacidos
lantionina y B-metil-lantionina, respectivamente (de Vos y col., 1995; Sahl y col.,
1995). Estas modificaciones estan catalizadas por las proteinas NisB y NisC,
codificadas en los genes homénimos nisB y nisC (Engelke y col., 1992;
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Karakas Seny col., 1999; Narbad y col., 1997; Rodriguez y Dodd, 1996). Como
la cepa de L. lactis creada por Martinez y col. (2001) poseia los genes nisB 'y
nisC en la misma unidad transcripcional que el gen hibrido es probable que la
ausencia de actividad antimicrobiana se debiera a los cambios estructurales
ocasionados por la accion de las proteinas NisB y NisC sobre las moléculas de
pediocina PA-1 unidas al lider de la nisina. La molécula de pediocina PA-1
contiene 2 residuos de Ser, 4 de Alay 4 de Cys, en posiciones adecuadas para
una hipotética reaccion postraduccional. Los correspondientes aminoacidos
deshidratados (DHA y DHB) podrian reaccionar con las cisteinas, residuos
esenciales para el mantenimiento de la estructura espacial y de la actividad
biolégica de esta bacteriocina (Chen y Montville, 1995; Chen y col., 1997b;
Miller y col., 1998).

Otros autores han conseguido producir y secretar nisina mediante la
expresion de un gen hibrido que codificaba el lider de la subtilina fusionado a la
pronisina, en células de Bacillus subtilis que poseian toda la maquinaria celular
para la biosintesis de la subtilina, a excepcion del gen estructural de la
presubtilina (Kuipers y col., 1993). También se ha conseguido la secrecion de
un precursor de la nisina Z, dirigida por el lider de la subtilina, mediante la
introduccién del correspondiente gen hibrido en una cepa de L. lactis
productora de nisina A (Chakicherla y Hansen, 1995). Sin embargo, a
diferencia de la pediocina PA-1, tanto la nisina A 'y Z como la subtilina son
lantibiéticos que sufren el mismo tipo de modificaciones postraduccionales. Las
secuencias de estos tres lantibiéticos, como la de las proteinas encargadas de

sus respectivas modificaciones, muestran un grado de homologia muy elevado.

Por este motivo, en este trabajo se procedi6 al desarrollo de un sistema
inducible de produccion de pediocina PA-1 en L. lactis en el que la expresion
de la propediocina estuviera bajo control de PnisA, pero en el que el transporte
y procesado estuviera basado en el sistema de secrecion de otra bacteriocina

de la clase Il, la lactococina A (lider de la lactococina, LcnC, LenD).

La flexibilidad del aparato secretor de las bacteriocinas de la clase Il ha
sido demostrada por van Belkum y col. (1997). Esos autores construyeron
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genes hibridos fusionando las secuencias que codifican los lideres de la
leucocina A, lactococina A y colicina V, con la que codifica la divergicina A, una
bacteriocina que se secreta a través del sistema de secrecion general (sec) de
las células (Worobo y col., 1995). Los diferentes lideres fueron capaces de
dirigir la secrecién de divergicina en Leuconostoc gelidum, L. lactis y E. coli, es
decir, en los respectivos hospedadores homdlogos. Ademas, ciertas
combinaciones hospedador-vector permitieron la produccion de divergicina
cuando los lideres se emplearon en hospedadores heterdlogos. La misma
estrategia se empled para obtener colicina V en L. lactis IL 1403. En ese caso,
la secuencia que codifica la colicina se fusioné al péptido sefal de la leucocina
A

Sin embargo, los componentes de los sistemas de secrecion de
bacteriocinas de la clase |l no son universalmente intercambiables, lo que
indica que algunos péptidos lideres son pobremente reconocidos por los
transportadores ABC heterdlogos (van Belkum y Stiles, 1995; van Belkum vy
col., 1997). Allison y col. (1995) han demostrado que los dos péptidos del
complejo de la lactacina F pueden emplear la maquinaria secretora de
Carnobacterium piscicola LV17, una cepa que produce las carnobacteriocinas
A, BM1 y B2 (Ahn y Stiles, 1990). La secrecion de ambos péptidos de la
lactacina F en este hospedador heterélogo puede haber sido facilitada por el
hecho de que los lideres N-terminales de estas carnobacteriocinas y de los dos
péptidos de la lactacina F sean los que muestran el mayor grado de homologia
de entre todos los lideres de bacteriocinas de la clase Il. Por el contrario, el
aparato transportador de la lactococina A fue incapaz de conducir la secrecion
de leucocina A en L. lactis (van Belkum y Stiles, 1995).

Tanto la pediocina PA-1 como la lactococina A son bacteriocinas de la
clase Il y, en consecuencia, candidatos potenciales para la expresion y
secrecidon heterdéloga. En este trabajo se construy6 el gen hibrido licnA/pedA
sustituyendo las secuencias nucleotidicas posteriores al lugar Gly-Gly donde se
procesa la lactococina A por la regidén equivalente del gen pedA. La expresion
del gen hibrido en aquellas cepas de L. lactis que también contenian los genes

lenC'y IenD condujo a la produccion exocelular de pediocina PA-1.
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Chikindas y col. (1995) han descrito un sistema de expresion similar,
también en L. lactis IL 1403, en el que los cuatro genes del operén de la
pediocina PA-1 se habian clonado en el vector lactocécico pWVO01, originando
el plasmido recombinante pMC117. En esa cepa, la secrecidén de la pediocina,
dirigida por su propio lider, tuvo lugar unicamente cuando el operdn estaba bajo
control de un promotor lactocécico. Incluso en esas condiciones, la produccién
de pediocina era inferior al 1% del nivel obtenido en el pediococo parental. Esto
sugiere que, en L. lactis, la secrecién de pediocina PA-1 es mas eficiente
cuando se emplea el lider de la lactococina A que cuando se utiliza el lider de
la pediocina PA-1.

Mas recientemente, Buyong y col. (1998) han elaborado quesos
Cheddar con L. lactis subsp. lactis MM217, un cultivo iniciador que contiene el
plasmido pMC117. La leche de partida fue inoculada con el cultivo iniciador
(10° ufc mI") y con una mezcla de tres cepas de L. monocytogenes (10° ufc ml°
"). En los quesos control, en los que el iniciador era sustituido por una cepa
isogénica no productora de pediocina PA-1, la poblacién del patégeno aumento
hasta alcanzar aproximadamente 10’ ufc g' a las 2 semanas de maduracién y
luego disminuy6é gradualmente, siendo de 10° cfu g’ a los 6 meses de
maduracion. En los quesos elaborados con la cepa MM217, la concentracion
de L. monocytogenes fue de 10 ufc g tras una semana y de alrededor de 10
cfu g' a los 3 meses de maduracion. El titulo medio de pediocina en esos
quesos disminuyé desde 64.000 UA g’ al primer dia de maduracién hasta
alrededor de 2.000 UA g a los 6 meses, no detectandose actividad pediocina
en los controles. La presencia de pMC117 en la cepa MM217 no alteré la
capacidad del cultivo para dirigir la fermentacién lactea, ya que las tasas de
produccion de acido, los valores de pH y los niveles de humedad, NaCl y grasa,

fueron similares en los quesos experimentales y en los controles.

Por su parte, Horn y col. (1998) introdujeron un pldsmido con un gen
hibrido llcnA/pedA bajo control del promotor de la lactococina A en L. lactis IL
1403 y la cepa resultante, L. lactis FI9043, produjo aproximadamente una

cuarta parte de la pediocina producida por el pediococo parental P. acidilactici
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347. Como se ha comentado en la seccion anterior, el hecho de que exista una
Unica copia de los genes lenC’y IcnD’ en el cromosoma de la cepa 1L1403
puede suponer una menor eficiencia en la secrecidbn de la bacteriocina
(Stoddard y col., 1992).

Para mejorar la produccién heteréloga de pediocina PA-1 en L. lactis,
Horn y col. (1999) siguieron dos estrategias: (1) emplear los genes especificos
del sistema de secrecién de la lactococina y (2) aumentar la dosis génica
mediante el empleo de plasmidos multicopia. En consecuencia, estos autores
procedieron, en primer lugar, a la sintesis y clonacion de los genes lenCy IcnD
y a su introduccién en el sistema de produccion de pediocina PA-1 en L. lactis.
Cuando L. /actis 1L1403 se cotransform6 con los plasmidos pFl2148 (genes
IenCD) y pF12126 (gen llcnA/pedA), la produccidn de pediocina por parte de la
cepa resultante (FI9181) se dobldé en relacion con la de FI9043, un lactococo
que contiene el pFI2126 pero que carece del pFl2148. Es decir, la presencia de
los genes lcnCD aument6 considerablemente la eficacia de la secreciéon de
pediocina en L. lactis IL1403. No obstante, el nivel de produccion seguia siendo
marcadamente inferior (aproximadamente una cuarta parte) al de P. acidilactici

347, el productor natural.

Horn y col. (1999) solucionaron el problema de la productividad con la
construccion de un pldsmido que contenia tanto el gen hibrido (/lcnA/pedA)
como los genes [lcnCD (pFI2160), todos ellos en sentido directo. La
transformacién de IL1403 con pFI2160 origin6 L. lactis FI9265, una cepa que
producia pediocina PA-1 a un nivel mucho mas proximo al de P. acidilactici
347. El aumento de productividad observado en L. lactis FI9265 podria deberse
a que, en esa cepa, todos los genes requeridos para la produccién heteréloga
de pediocina (lcnA/pedA, IcnC y IcnD) se encuentran en un mismo plasmido
(pFI2160). La organizacion y orientacion relativa de los tres genes es
equivalente a la existente en la agrupacion de genes de la lactococina A. Sin
embargo, el gen estructural y los de transporte estan codificados en operones
distintos y, por lo tanto, son transcripcionalmente independientes (Stoddard y
col., 1992). En consecuencia, su coexistencia en el mismo replicon no deberia

influenciar significativamente los niveles globales de expresién. Resulta mas
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probable que la mejora de la productividad sea debida al aumento en la dosis
de los genes lcnCD. En este sentido, el plasmido pFI2160 deriva del plasmido
lactococico pSH71, que se mantiene a un nivel de 50-60 copias por célula
(Gasson y Anderson, 1985), mientras que pFI2148 es un plasmido de bajo
namero de copias (6-9 por célula) (Simon y Chopin, 1988).

En un estudio previamente citado, Chikindas y col. (1995) desarrollaron
un derivado de IL1403 que portaba un vector lactocécico (pMC117) con el
operon de la pediocina PA-1 pero que producia niveles muy bajos de
bacteriocina. La secrecion estaba dirigida por el lider de la pediocina PA-1 e
involucraba el sistema de transporte especifico pedCD. Posteriormente, esos
autores mejoraron la produccion de pediocina aumentando el nimero de copias
del plasmido que contenia el operdn ped; sin embargo, la productividad
maxima que obtuvieron fue aproximadamente un 50% de la alcanzada por las
cepas construidas durante el desarrollo de esta tesis doctoral. Este hecho
confirma que la produccion de pediocina PA-1 activa en lactococos es mas
eficiente cuando la bacteriocina se une al lider de la lactococina A que cuando
lo hace al lider de la pediocina PA-1 (Horn y col., 1998). Emond (1996) observo
que la pediocina PA-1 podia ser eficientemente exportada por la maquinaria de
la lactococina A, independientemente de que estuviera unida a su propio lider o
al lider de la lactococina. Por el contrario, la pediocina unida al lider de la
lactococina y la lactococina unida al lider de la pediocina eran pobremente
secretadas empleando el aparato secretor de la pediocina, lo que mostraba la

mayor especificidad de este sistema de transporte por su sustrato natural.

Una observacion relevante del trabajo de Horn y col. (1999) es que la
producciéon homologa de lactococina A y heteréloga de pediocina PA-1 también
esta influenciada por la cepa de L. lactis empleada como hospedadora. La
comparacioén de derivados de L. lactis IL 1403, MG1614 y FI5876 que portaban
plasmidos recombinantes equivalentes para la produccién de lactococina o
pediocina, revel6 que, en todos los casos, los derivados de L1403
manifestaban niveles de actividad significativamente mayores. La cuantificacion
de la produccion de pediocina PA-1 demostr6 que la productividad de los
derivados de IL 1403 era, como minimo, 4 veces superior a la de los derivados
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de las otras dos cepas. Esta variacién en la productividad puede reflejar
diferencias metabdlicas entre las subespecies lactis (IL1403) y cremoris
(MG1614 y FI5876) de L. lactis. Actualmente se desconoce la influencia que
pueden ejercer las funciones propias de una cepa de L. /lactis en la produccion
heter6loga de péptidos (Horn y col., 1999). La expresion de la copia
cromosomica adicional de los analogos lcnC’D’ que posee IL 1403 también

pudo haber contribuido a la variacién observada.

El interés por la produccién heterdloga de pediocina PA-1 no se limita al
campo de las bacterias lacticas. El uso excesivo de diéxido de azufre y otros
aditivos quimicos para prevenir el crecimiento de microorganismos no
deseados en el vino, cerveza y otras bebidas fermentadas, va en detrimento de
la calidad de los productos finales y tiene que afrontar una oposiciéon cada vez
mayor por parte de los consumidores. Dado que, en este tipo de bebidas, las
fermentaciones estan frecuentemente dirigidas por levaduras, Schoeman y col.
(1999) han investigado la capacidad de Saccharomyces cerevisiae para
producir pediocina PA-1. El objetivo final seria el desarrollo de cultivos
iniciadores que, ademas de dirigir la fermentacion, impidan el desarrollo de
bacterias alterantes, entre las que destacan las bacterias lacticas. Para ello,
insertaron el gen pedA en un cassette de expresidn/secrecion propio de
levaduras y obtuvieron la construccion PED1 (ADH1p-MFa1s-pedA-ADH17), en
la que la expresidon de pedA se situaria bajo control del promotor (ADH1p) y del
terminador (ADH17) del gen que codifica la alcohol deshidrogenasa | en
levaduras. La secrecidn estaria dirigida por la sefial de secrecion del factor-o
de la feromona sexual de levadura (MFa1s). La construccion PED1 se introdujo
en S. cerevisiae Y294 en forma de episoma multicopia. El analisis mediante
Northern blot revel6 que el gen pedA se expresaba en las levaduras
recombinantes, mientras que las pruebas de difusion en agar indicaron la
produccién de pediocina biolégicamente activa. La mayor parte de las
moléculas heterélogas se encontraban adheridas a las células de levadura y
Unicamente una pequefa fraccibn de pediocina se secretaba al medio

exocelular.
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Al igual que en este trabajo, Horn y col. (1999) también construyeron
cepas de L. lactis (FI9262, FI9267) que expresaban y secretaban
simultaneamente nisina A y pediocina PA-1, lo que supuso un primer paso en
la generacion de bacterias lacticas capaces de coproducir dos o mas
bacteriocinas de amplio espectro y bien caracterizadas. No obstante, la
produccion de pediocina PA-1 en una cepa naturalmente productora de nisina
(FI15876) fue muy pequefa (~5% de la producida por P. acidilactici 347). Por lo
tanto, este trabajo ha conseguido aumentar considerablemente (~6 veces) la
productividad de pediocina PA-1 en L. lactis FI5876.

La nisina es el Unico péptido antimicrobiano autorizado como aditivo
alimentario, siendo particularmente activo frente a los clostridios y sus esporos,
mientras que la pediocina PA-1, utilizada comercialmente en el fermentado Alta
2341, destaca por su actividad anti-Listeria (Stiles, 1996). Aunque el empleo de
bacteriocinas como aditivos alimentarios es un tema controvertido, la utilizacién
de microorganismos de grado alimentario para su produccién in situ puede
proporcionar un medio apropiado para explotar los beneficios potenciales de

estos compuestos antimicrobianos (Holzapfel y col., 1995).

La actividad y espectro antimicrobiano de una bacteriocina se pueden
aumentar si se combina con otras bacteriocinas. Se ha observado que una
combinacion de sakacina A y nisina A inhibe el crecimiento de L.
monocytogenes de una forma mucho mas acusada que cualquiera de las dos
bacteriocinas por separado (Schillinger y col., 1996). De forma similar, Hanlin y
col. (1993) demostraron un salto cualitativo en la actividad de una combinacién
de nisina A y pediocina PA-1 frente a diversas bacterias Gram-positivas. En
ese trabajo, la combinacion nisina-pediocina inhibia el crecimiento de todas las
cepas de L. monocytogenes y de Clostridium spp. evaluadas, mientras que la
nisina o la pediocina, por si solas, originaban resultados variables. Mulet-Powell
y col. (1998) han mostrado el efecto sinérgico de la pediocina PA-1 cuando se
emplea en combinacion con las bacteriocinas nisina A, lacticina 481, lacticina B
y lacticina F.
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La coproduccion de bacteriocinas con estructuras y actividades
biolégicas completamente distintas, como la nisina y la pediocina PA-1, puede
tener consecuencias practicas positivas. La emergencia de organismos
resistentes a las bacteriocinas de la clase Il parece un hecho bastante comun
y supone un obstaculo potencial para la generalizacién de su aplicacion como
bioconservantes antimicrobianos. Rekhif y col. (1994) han descrito mutantes de
L. monocytogenes que han adquirido resistencia espontdnea a tres
bacteriocinas de la familia de la pediocina PA-1: mesenterocina 52, curvaticina
13 y plantaricina C19. Aunque los mutantes mostraron resistencia cruzada a
otros miembros de la misma clase, su sensibilidad a la nisina permanecia
intacta. El gran potencial antimicrobiano de la pediocina PA-1 y de la nisina, asi
como los efectos sinérgicos de su produccién simultanea, son propiedades que
se pueden explotar para extender las aplicaciones de estas dos bacteriocinas

en la industria alimentaria.

En el transcurso de esta Tesis Doctoral se observé que, aunque la
coproduccién de pediocina y nisina no aumentaba el tamafo del halo de
inhibicién de los indicadores (en comparacion con el de las cepas parentales),
si hacia desaparecer practicamente por completo las colonias resistentes que
crecian en el interior de los halos correspondientes a las cepas productoras de
una unica bacteriocina (Fig. I1V.5).

V.4. Produccion heterologa de colicina V en L. lactis

La colicina V es otra buena candidata para ser producida con el sistema
desarrollado a pesar de ser una bacteriocina producida por bacterias Gram-
negativas. Esto se debe a que su lider y su sistema de transporte comparten
importantes homologias con los respectivos lideres y transportadores de un
gran numero de bacteriocinas producidas por bacterias lacticas, incluyendo la
lactococina A y la pediocina PA-1 (Havarstein y col., 1995).

Previamente, van Belkum y col. (1997) consiguieron la secrecion de
colicina V en L. lactis empleando el lider de la leucocina A en combinacién con
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la maquinaria de secrecion de la lactococina A pero les resultdé imposible
obtenerla empleando el lider de la lactococina A. No obstante, consiguieron
que diversas bacterias lacticas produjeran colicina V utilizando el sistema
general de secrecion (sec) cuando reemplazaron el lider de la colicina por el

péptido sefal de la divergicina A.

Aunque la biosintesis de colicina V en E. coli requiere la expresion de
varios genes, la construccion de cepas de L. lactis capaces de producir colicina
V Unicamente ha requerido la parte del gen estructural (cvaC) que codifica el
péptido maduro. Esto se debe a que los lactococos son naturalmente
resistentes a dicha bacteriocina y a que, en este trabajo, las funciones de
secrecidn y procesado fueron proporcionadas por los genes IlcnCy IcnD.

Las toxiinfecciones alimentarias causadas por cepas patégenas de E.
coli tienen una repercusion sanitaria y econdémica importante, no sélo en los
paises en vias de desarrollo sino también en los desarrollados. Entre las
medidas propuestas para el control de patdégenos en los alimentos se incluye el
empleo de bacteriocinas y otros bioconservantes. No obstante, la nisina y el
resto de bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas actuan
exclusivamente sobre bacterias Gram-positivas y carecen de actividad frente a
Gram-negativas (E. coli, Salmonella, Shigella, Yersinia, etc.), a menos que se
hayan expuesto previamente a algun estrés subletal (Cutter y Siragusa, 1995;
Arqués y col., 2003). Por el contrario, las colicinas producidas por E. coliy otros
miembros de la Familia Enterobacteriaceae inhiben especificamente a cepas
de E. coli y de géneros estrechamente relacionados (Pugsley, 1984). En los
ultimos anos, se ha despertado un gran interés por el efecto de las colicinas
sobre las cepas enterohemorragicas de E. coli y, particularmente, sobre las de
serotipo O157:H7. Las tasas de mortalidad (~4%) y morbilidad de los brotes
causados por este serotipo son particularmente elevadas en nifios y ancianos,
por lo que suelen tener una considerable repercusién en los medios de
comunicacién. En este contexto, Bradley y col. (1991) evaluaron la sensibilidad
de 20 cepas de E. coli O157:H7 a diversas colicinas y observaron que la

colicina V inhibia a 18 de ellas. En esta Tesis Doctoral, las dos cepas de E. coli
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0157:H7 empleadas como indicadoras fueron sensibles a los sobrenadantes

de los lactococos productores de colicina V.

En esta Tesis también se ha conseguido la coproduccién simultanea de
nisina A y colicina V en L. lactis. Se trata de un primer paso en la generacion
de bacterias lacticas capaces de coproducir una bacteriocina (nisina A) de
amplio espectro frente a bacterias Gram-positivas y otra (colicina V) con un
espectro mas limitado pero en el que se incluyen bacterias Gram-negativas tan
significativas para la Salud Publica como algunas cepas de E. coli O158:H7.

V.5. Produccion heterologa de IL-2 en L. lactis

Los distintos tipos de respuesta del sistema inmune estan controlados
por una red de proteinas denominadas citoquinas, que ademas juegan un
papel importante en otras muchas funciones bioldgicas. Las citoquinas se
originan frente a estimulos especificos (p.e.: diversos productos de origen
microbiano) y son responsables de la generacidn, estimulacion y diferenciacion
de diversos tipos de células y del control de la produccion de otras citoquinas
que, a su vez, pueden estimular o inhibir la sintesis y/o la actividad biolégica de
otras proteinas y tipos celulares (Curfs y col., 1997). Estas relaciones se
traducen en una compleja red de regulacion intercelular que puede conducir, en

ltima instancia, a la erradicacion de microorganismos invasores.

La capacidad o incapacidad para generar ciertas citoquinas (o patrones
de citoquinas) como respuesta a una infeccién influye, en ocasiones de forma
determinante, en el desarrollo o no de una enfermedad y, en su caso, en el
curso clinico (Lucey y col., 1996). Por ejemplo, existen citoquinas, como IL-2,
IL-6, IL-12 o IL-15, que pueden contribuir a evitar el desarrollo de
enfermedades infecciosas de transmisiébn alimentaria causadas por
microorganismos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus o L.
monocytogenes (Curfs et al., 1997).
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La citoquina interleuquina-2 (IL-2), también conocida como factor de
crecimiento de las células T, es una glicoproteina de 133 aminoécidos (15,5
kDa) secretada primariamente por los linfocitos T activados. Los procesos de
transcripcion, traduccion y secrecion de la IL-2 se estimulan tras la activacion
de los linfocitos T maduros por un antigeno o una sustancia mitégena. Una vez
secretada, esta citoquina ejerce numerosas funciones bioldgicas (Nicola, 1995;
Thomas y Lotze, 2003).

En primer lugar, la IL-2 se une a los receptores existentes en la
superficie de los linfocitos y promueve la expansién clonal de las células T
efectoras antigeno-especificas. Por lo tanto, la IL-2 es un factor de
diferenciacion de las células T y es capaz de inducir la sintesis de otras
linfoquinas, como la interleuquina-4 (IL-4) y el interferén-y (IFN-v). La IL-2
también promueve el crecimiento de las células B e induce la secrecion de
inmunoglobulinas. Ademas, esta citoquina estimula la sintesis de la cadena J
que permite el ensamblaje y la secrecion de las IgM. Los precursores de los
macréfagos, los monocitos primarios de sangre periférica y otras
subpoblaciones de células mieloides expresan receptores para la IL-2; la unién
de esta citoquina a los receptores conduce a la proliferacion, diferenciacion y
estimulacién de la actividad citolitica de estas células. Las numerosas
actividades biologicas de la IL-2 hacen que esta citoquina IL-2 posea multiples
aplicaciones terapéuticas (Curfs y col., 1997). Recientemente, aparecié en
numerosos medios de comunicaciéon una vacuna que se estd ensayando en
Espana frente al VIH, y a la que se le anade IL-2 con el objetivo de optimizar la

respuesta de los afectados.

La condicion GRAS de L. lactis, su estrecha asociacion con la industria
alimentaria y el hecho de ser la bacteria lactica mas estudiada hacen que esta
especie sea una de las mas deseadas para la produccion de proteinas
eucariotas de interés agroalimentario y/o biomédico (van de Guchte y col. 1989;
Simons y col., 1992; Langella y Le Loir, 1999; Chatel y col., 2001; Enouf y col.,
2001; Ribeiro y col., 2002; Bermudez-Humaran y col., 2002), incluyendo
citoquinas como la IL-2 (Steidler y col., 1995), la IL-6 (Steidler y col., 1998), la
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IL-10 (Schotte y col., 2000; Steidler y col., 2000) y la IL-12 (Bermudez y col.,
2003).

Casi todos los bacterias recombinantes desarrolladas hasta la fecha
para la administracion de antigenos vacunales derivan de patégenos
atenuados como Salmonella o Mycobacterium bovis, unos microorganismos
cuyas limitaciones practicas por motivos de seguridad son evidentes. En
contraste, L. lactis es un hospedador particularmente atractivo para la
(co)produccion de antigenos y/o citoquinas ya que, aunque no coloniza ni
invade la mucosa intestinal, es capaz de presentar correctamente antigenos
heterélogos al sistema inmunitario, tanto al asociado a las mucosas como al
sistémico (Wells y Schofield, 1996). Por este motivo, L. lactis constituye uno de
los prototipos emergentes para el desarrollo de una nueva clase de vacunas
bacterianas derivadas de bacterias Gram-positivas no patégenas y sin

capacidad invasiva (Wells y col., 1996).

Steidler y col. (1995; 1998) proporcionaron el primer ejemplo de la
eficacia in vivo de una cepa de L. lactis productora de citoquinas IL-2 y/o IL-6
para aumentar la respuesta inmune frente a la toxina tetanica y evitar la
enfermedad en ratones a los que se les administré una dosis letal de la toxina.
De forma similar a lo observado en esta Tesis, la IL-2m producida
heter6logamente por L. lactis tenia actividad biolégica ya que inducia la
proliferacion de células CTLL-2 (Steidler y col., 1995). Posteriormente, Steidler
y col. (2000) confirmaron la eficacia terapéutica de este modo de
administracién de citoquinas. Mas recientemente, Al-Ramadi y col. (2001)
construyeron una cepa de Salmonella atenuada que secretaba IL-2m y la
administraron a ratones. La produccién in vivo de IL-2 condujo a una rapida
eliminacién de Salmonella de los ratones y se correlacioné con una marcada
disminucién de la esplenomegalia (en comparacién con los ratones control que
recibieron la Salmonella parental que no producia IL-2). Estos resultados
indican que la respuesta inmune frente a bacterias intracelulares puede ser
manipulada favorablemente mediante citoquinas expresadas y secretadas por
bacterias recombinantes y abre nuevas perspectivas en las estrategias
preventivas y/o terapéuticas frente a patdégenos de transmisién alimentaria.
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En esta Tesis, se han obtenido lactococos capaces de coproducir nisina
A e IL-2, empleando el promotor PnisA y el sistema de secrecion de la
bacteriocina lactococina A. La combinaciéon de IL-2 con una bacteriocina de
amplio espectro como la nisina A, podria ser una estrategia util para minimizar
el impacto de las toxiinfecciones alimentarias. Por una parte, la nisina actuaria
inhibiendo el crecimiento de ciertos patégenos en el alimento al que se
incorporara el lactococo, mientras que la IL-2 actuaria en el interior del
consumidor, una vez que hubiera ingerido el alimento. En futuros trabajos se

tratara de determinar la validez de esta estrategia.

V.6. Efectos toxicoldgicos de las bacteriocinas

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las bacteriocinas
producidas por los hospedadores naturales o por sus correspondientes
derivados recombinantes no ejercian ningun efecto sobre la proliferacién de
células HT-29. La ausencia de toxicidad de las bacterias lacticas y/o sus
metabolitos es una propiedad que se suele asumir a pesar de los escasos
datos cientificos disponibles. En las dos ultimas décadas, estudios in vitro
empleando lineas celulares de animales y humanas revelaron la ausencia de
toxicidad de numerosas cepas de bacterias lacticas (Thoreux y col., 1996;
Naidu y col.,, 1999). Ademads, estudios in vivo utilizando ratones BALB/c
corroboraron dicha propiedad (Zhou y col., 2000). Estos resultados estan en
consonancia con los de Zabala y col. (2000a,b) que observaron que 36
bacterias lacticas de origen alimentario y humano pertenecientes a los géneros
Lactobacillus y Enterococcus no mostraron actividad citotoxica en células Vero.

La necesidad de una cuidadosa evaluacién toxicologica de aquellas
bacteriocinas que se quieran aplicar en alimentos fue puesta en evidencia por
Gilmore y col. (1996) al observar que la citolisina de E. faecalis compartia una
gran homologia estructural con la lactocina S, un lantibiético producido por
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cepas de Lactobacillus sakei de origen alimentario (Martvedt y Nes, 1990;
Rodriguez y col., 1995). Ademas, dicha citolisina también posee actividad
bacteriocina y hemolitica. En este sentido, se deberia evaluar la citotoxicidad
de todas las bacteriocinas, incluso de las producidas por bacterias lacticas con
una larga historia de uso seguro.

En el caso de la pediocina PA-1, el hecho de que los microorganismos
productores (y seguramente la propia bacteriocina) se encuentren de forma
natural en diversos substratos alimenticios como productos carnicos (Bhunia y
col., 1988; Gonzalez y Kunka, 1987; Ray y col., 1989; Rodriguez y col., 1997),
lacteos (Ennahar y col., 1996) y vegetales (Bennik y col., 1997) y que, por lo
tanto, se hayan ingerido durante siglos sin efectos adversos aparentes, es un
primer indicativo del escaso poder toxico de esta bacteriocina. Adicionalmente,
la inactivacion de la pediocina por las enzimas del tracto gastroduodenal

garantiza un efecto inocuo en la flora intestinal.

El tratamiento de cultivos de células de mieloma de ratén con pediocina
PA-1, no ocasiona pérdidas en la viabilidad celular ni alteraciones morfolégicas
(Ray, 1992). Tampoco se observan reacciones adversas locales o generales
cuando se administra pediocina PA-1 (o fragmentos derivados) por via
subcutanea, intradérmica, intravenosa o intraperitoneal a ratones y conejos
para obtener anticuerpos (Bhunia y col., 1990; Martinez y col., 1998; Martinez y
col., 1999; Martinez y col., 1997). Finalmente, no se han observado efectos
adversos entre los 12 componentes de un panel de catadores que evaluaron
las caracteristicas organolépticas de embutidos elaborados con P. acidilactici H
(cepa productora de pediocina PA-1), a pesar de efectuar un minimo de 10
catas durante un periodo de 6 meses (Wu y col., 1991). Finalmente, no se ha
producido hasta la fecha ningun incidente asociado a la aplicaciéon del producto
ALTA 2341 (Quest) en alimentos listos para comer. Se trata de un fermentado
obtenido a partir de cultivos de una cepa de P. acidilactici productora de
pediocina PA-1. Precisamente esta bacteriocina es la sustancia anti-Listeria en
la que se basa la actividad de dicho producto comercial. Actualmente se

comercializa con éxito en numerosos paises, incluyendo Espana.
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Por lo que respecta a la nisina, el hecho de que los microorganismos
productores y seguramente la nisina también se encuentren de forma natural
en diversos sustratos alimenticios como la leche y productos lacteos (Rogers,
1928; Hirsch, 1951), vegetales (Harris y col., 1992) y productos carnicos
(Rodriguez y col., 1995a) y que, por lo tanto, se haya ingerido durante décadas
sin ningun efecto adverso aparente, es cuando menos indicativo de su escasa
o nula toxicidad (Frazer y col., 1962). La seguridad de la nisina esta refrendada
por el hecho de que, tras décadas de uso en numerosos paises, no se haya
producido ningun problema toxicol6gico asociado al uso de Nisaplin (Aplin &
Barrett) o de cualquier otro producto comercial que contenga nisina y que se

aplique en la conservacion de alimentos.

Ademas, la inactivacion de la nisina por las enzimas del tracto
gastrointestinal (Heinemann y Williams, 1966; Jarvis y Mahoney, 1969)
garantiza un efecto inocuo en la microbiota intestinal (1952). Por otro lado, la
nisina no se detect6 en la saliva de las personas que ingirieron chocolate con
200 Ul mI" de nisina a los 10 min. de haberlo consumido (Claypool y col.,
1966) por lo que no se cree que tenga efecto alguno en la microbiota del
aparato digestivo. También se ha evaluado su toxicidad en cerdos (Barber y
col., 1952) y aves (Coates y col., 1951) sin que se observaran efectos nocivos
para la salud de los animales tratados.

Ademas, la nisina no manifiesta resistencia cruzada con los antibiéticos
que se emplean en terapéutica humana (Hirsch, 1951, 1954; Lipinska, 1977) y
tampoco se han observado efectos de sensibilizaciobn en seres humanos
(Lipinska, 1977). La dosis letal 50 (DLsp) es similar a la de la sal comudn, es
decir, unos 7 g por kg de peso corporal. En 1969, el Comité de Expertos sobre
Aditivos en los Alimentos de la FAO/WHO, revisando los estudios realizados
sobre la toxicidad de la nisina, recomendé su aceptacion como aditivo (WHO,
1969), con una dosis diaria aceptable de 0,825 mg por kg de peso y dia. Esta
bacteriocina también posee la condicion GRAS; para la administracion
estadounidense, el limite de nisina en los alimentos esta situado en 62,5 ppm y
la dosis diaria aceptable es de 2,9 mg por persona y dia (U.S. Food and Drug
Administration, 1988). Actualmente, su utilizacion estd permitida en mas de 50
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paises (en concentraciones que oscilan entre 12 y 200 ppm) y se incluye en la
lista positiva de aditivos autorizados en marco de la UE (E-234), donde puede

etiquetarse como “conservante natural”.

Al contrario de lo que se suele pensar, la aprobacidén de la nisina como
sustancia GRAS no se basd en una historia de consumo seguro sino en datos
cientificos in vitro e in vivo sobre su seguridad (Frazer y col., 1962; U.S. Food
and Drug Administration, 1988). No obstante, la mayor parte de la informacion
sobre la seguridad de la nisina procede de trabajos realizados hace mas de 30
anos. Posiblemente, la ausencia de problemas sanitarios asociados a su
ingestién sea responsable de la escasez de trabajos mas recientes. Kordel y
Sahl (1986) observaron que una concentracion de nisina de 3500 ppm (1 mM)
no producia ningun efecto téxico en eritrocitos humanos u ovinos. Tampoco
observaron efectos citotoxicos en otras lineas celulares. Mucho mas
recientemente, Murinda y col. (2003) observaron que la nisina y la pediocina
PA-1 (semipurificadas) resultaban téxicas para las células SV40-HC, una linea
celular infectada con un virus tumoral. Sin embargo, las células infectadas con
este tipo de virus son mucho més sensibles a las bacteriocinas que las células

eucariotas normales (Smarda, 1991).

La especial sensibilidad de estos péptidos antimicrobianos por células
como las SV40-HC indica que podrian actuar terapéuticamente sobre células
malignas, incluyendo las infectadas por virus causantes de tumores. Diversos
estudios previos ya habian sugerido dicho potencial (Farkas-Himsley, 1976;
Farkas-Himsley y Kuzniak, 1978; Farkas-Himsley y Musclow, 1986; Smarda,
1991). Las células malignas desarrollan mas receptores en la superficie de sus
membranas celulares y diversas sustancias, incluidas las bacteriocinas
(Farkas-Himsley y Musclow, 1986; Smarda, 1983) pueden unirse a tales
receptores y ejercer su actividad biolégica. Saito y Watanabe (1979; 1981) y
Saito y col. (1979) evaluaron el potencial citotoxico de la esmegmatocina
14468, una bacteriocina producida por una bacteria Gram-positiva que no
pertenece al grupo de las bacterias lacticas, y observaron que inhibia células
malignas humanas y células animales transformadas con virus tumorales pero

no afectaba a células animales y humanas normales.
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Primera. Durante la realizacion de esta Tesis Doctoral, se han construido genes
estructurales hibridos, controlados por el promotor de la nisina (PnisA), con las
fusiones de las secuencias que codifican, por una parte, el lider de la lactococina
Ay, por otra, la prolactococina A, la propediocina PA-1 o la procolicina V. La
cotransformacion de L. lactis FI7847 y L. lactis FI5S876 con un plasmido que
portaba el correspondiente gen estructural y un segundo plasmido que contenia
los genes IenC y IcnD, que codifican el sistema de transporte y procesado de la
lactococina A, condujo a la produccion exocelular de las bacteriocinas lactococina
A, pediocina PA-1 y colicina V, respectivamente.

Segunda. Todas las nuevas cepas derivadas de L. lactis FI5876 conservaron
intacta la propiedad de producir nisina A. Por lo tanto, se han obtenido cepas
coproductoras de lactococina A y nisina A, de pediocina PA-1 y nisina A, y de
colicina V y nisina A. En el caso de la coproducciéon de pediocina PA-1 y nisina A,
L. lactis FI10038 produjo aproximadamente 9 veces mas pediocina PA-1 que L.
lactis F19262, una cepa desarrollada anteriormente. La Unica diferencia entre L.
lactis FI10038 y L. lactis FI9262 es que, en esta ultima cepa, el gen hibrido esta
bajo control del promotor de la lactococina A en vez del de la nisina. En
consecuencia, el cambio de promotor ha supuesto una mejora significativa del
sistema heterdlogo previo. Por otra parte, en este trabajo se han conseguido las
primeras bacterias lacticas capaces de coproducir una bacteriocina activa frente a
bacterias Gram-positivas (nisina A) y otra bacteriocina activa frente a bacterias
Gram-negativas (colicina V).

Tercera. El aparato de transporte y procesado de la lactococina A ha sido capaz
de dirigir la secrecién de interleuquina-2 activa en L. lactis. Este hecho sugiere
que el sistema heterélogo desarrollado puede ser muy versatil para la produccion
de péptidos en L. lactis ya que la citoquina interleuquina-2 difiere notablemente
de las bacteriocinas citadas anteriormente en secuencia, estructura, tamano,

sistema de secrecion y funcion biologica.
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Cuarta. La adicién de los sobrenadantes de los lactococos recombinantes a
cultivos celulares de la linea de células intestinales HT-29 no afecté a su
proliferacion. En consecuencia, las bacteriocinas existentes en dichos
sobrenadantes no parecen ejercer un efecto citotdxico en estas células

eucariotas.

189



Trabajo futuro

Capitulo Vi

TRABAJO FUTURO

190



Trabajo futuro

La condicion GRAS de L. lactis, su estrecha asociacion con la industria
alimentaria y el hecho de ser la bacteria lactica mas estudiada hacen que esta
especie sea una de las mas deseadas para la produccion de péptidos o proteinas
de interés agroalimentario y/o biomédico. La obtencién de cepas de L. /actis que
(co)producen bacteriocinas como la pediocina PA-1, la colicina V o la nisina
puede contribuir a mejorar la calidad higiénica de los alimentos en los que se
anadan. Por otra parte, L. lactis es un hospedador particularmente atractivo para
la (co)produccidn de antigenos y/o citoquinas ya que, aunque no coloniza ni
invade la mucosa intestinal, es capaz de presentar correctamente antigenos
heterélogos al sistema inmunitario, tanto al asociado a las mucosas como al
sistémico (Wells y Schofield, 1996). Por este motivo, L. lactis constituye uno de
los prototipos emergentes para el desarrollo de una nueva clase de vacunas
bacterianas derivadas de bacterias Gram-positivas no patégenas y sin capacidad
invasiva (Wells y col., 1996).

Sin embargo, para que los beneficios de la produccién heter6loga de
dichas sustancias pudieran ser aprovechados por la industria alimentaria seria
deseable: (1) aumentar la productividad de dichos péptidos; (2) desarrollar cepas
capaces de competir en sustratos reales y que posean propiedades tecnolégicas
adecuadas; y (3) que gocen de grado alimentario. Precisamente, estos son los

objetivos del trabajo futuro.

En primer lugar, para aumentar la productividad de los péptidos
mencionados anteriormente se seguiran dos estrategias. La primera consistira en
clonar los genes IcnC'y IcnD en el mismo pladsmido multicopia que contiene el gen
estructural hibrido. El aumento de la dosis génica del transportador redundara en
una mayor produccién exocelular de los péptidos de interés. La segunda
estrategia se basara en la introduccion en el vector multicopia pTG262 del operdn
completo de la pediocina PA-1 bajo control de promotores fuertes como P32 (no

inducible) o PnisA (inducible).
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En segundo lugar, las construcciones que se obtengan se introduciran en
cepas de L. lactis aisladas de quesos artesanos y seleccionadas por sus
propiedades tecnoldgicas. De este modo, se garantizara la competitividad de las
cepas derivadas en productos lacteos fermentados. Las cepas procederan del
Dpto. de Tecnologia de Alimentos del INIA (Madrid).

Finalmente, se intentara desarrollar cepas de L. lactis que produzcan los
péptidos citados y que gocen de grado alimentario. Para ello, se utilizaran dos
estrategias distintas y complementarias. La primera consistira en la eliminacién
de todas las secuencias del vector pTG262 que pertenezcan a E. coli, incluyendo
el origen de replicacion y los genes de resistencia a antibioticos. De este modo,
se originara un plasmido multicopia de grado alimentario que permita mantener
una dosis génica elevada del gen estructural y de los genes lcnC y lcnD.
Paralelamente, se abordara la integracion cromosémica del fragmento de interés
“PnisA-gen estructural hibrido-lcnC-lcnD” en el cromosoma de las cepas de L.

lactis.
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