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L ExposiciónGeneraldelProblemaa Investigar

Los alimentoscomienzana deteriorarsecasiinmediatamentedespuésde la recoleccióndelos

vegetales,lacazade los animales,el sacrificiode los animalesde abastoy la elaboraciónde los
productosderivados.El conocimientode la composiciónquúnicay de laecologíamicrobianade

los alimentos,unido a los avancestecnológicosproducidos,ha permitidodesarrollarun gran

númerodenuevasmetodologíasque,juntoa lastradicionales,comolasalazón,ladesecación,la

congelación,el ahumado,etc., encuentransu aplicaciónen la modernaTecnologíade los

Alimentos.

La mayoríade las técnicasde conservaciónde los alimentosde las quedisponeactualmente

la industriaalimentariaestánbasadasen complejosprocesostecnológicosy en el empleode

conservantesquímicos,quepermitenmantenerun suministroregulardealimentosen cualquier
partedel Planetay encualquierépocadel año. No obstante,lasmodificacionesde los patrones

demográficosy socioeconómicosde la sociedadactualy las preferenciasde los consumidores
por determinadostipos de alimentosplanteala necesidadde buscarnuevasalternativasde

conservaciónque,unidasa lasyaexistentes,permitanla obtencionde productosmás“naturales”

y menosprocesados,pero que ademásgaranticensu calidadhigiénicay vida útil. En este
contexto,sehasugeridorecientementeel empleode las bacteriaslácticasy de sus metabolitos

como “bioconservantes”en la industria alimentaria.Las bacteriaslácticascontribuyen

favorablementeen la conservaciónde los alimentosen generaly de los productoscárnicos
fermentadosen particulardebidoa su capacidadde inhibir el desarrollode un gran númerode

microorganismospatógenosy/o alterantespresentesen la materiaprimay convertirse,por lo
tanto, en la flora predominantede estosprodutos.Los principalesmecanismosde antagonismo

microbianosonla competenciaporlos nutrientesdelmediode cultivo o sustratoy la formación

de ácidosorgánicos(ácidolácticoy ácido acético),con el consiguientedescensodel pH.

Además, las bacteriaslácticasproducenotrassustanciasantimicrobianascomo el etanol, el
diéxidodecarbono,el diacetilo,el acetaldehido,el peróxidode hidrógenoy otrosmetabolitos

deloxígeno,el benzoato,los isómerosD de los aminoácidos,la reuterinay otroscompuestosno
proteicosde pequeñotamañomoleculary, por último, sustanciasproteicasdenominadas

bacteriocinas.Por lo tanto, al emplearlas bacteriaslácticascomo cultivos iniciadoresy
protectoresen los productosfermentadosse incrementasu calidadhigiénicay su vida útil y se

estandarizanlos procesosfermentativosy las característicasorganolépticasdel producto.
En los últimos añosha aumentadoel interés,tanto dela comunidadcientíficacomode los

sectoresindustriales,en la investigaciónde las bacteriocinascomobioconservantesnaturalesde
los alimentos,formandopartede un sistemadebarrerasmúltiples,lo quepermitiríareducirel

empleode conservantesquímicosy suavizarlos tratamientosa los quesesometenlos alimentos
procesados,sin queestovayaen detrimentode su seguridady de su calidadhigiénico-sanitaria.

Una de las causasde estecrecienteinterésporlas bacteriocinases la aceptacióninternacionalde
la nisinaen1988comobioconservanteendeterminadostipos de alimentos.Otrofactor decisivo

en el impulsode la investigaciónsobrelas bacteriocinasesel reconocimientodeque algunos
microorganismospatógenosemergentes,como Listeria monocytogenes,se desarrollana las

temperaturashabitualesde refrigeraciónde los alimentos.En estesentido,la tendenciaactuala
eliminarel empleo de conservantesquímicosen determinadosalimentosy a utilizar la

refrigeracióncomomecanismoprimariode conservaciónsuponeun nesgopotencialparael
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1. Exposición General delProblemaa Investigar

consumidor,especialmentesi seconsiderala posibilidadde que se rompala cadenadel frío

duranteel procesado,manipulación,distribucióno almacenamientodeestetipo de productos.
Por lo tanto, conel precedentede la inocuidaddela nisinay de la autorizaciónde suempleoen

algunosalimentos,existe la posibilidad de sugerir la utilización como bioconservantes
alimentariosde otrasbacteriocinasde amplio espectrode acciónfrente a microorganismos
alterantesy patógenosde los alimentos,una vez que éstashayan sido caracterizadas
adecuadamente.

En estecontextoel objetivoprincipalde estetrabajoesel aislamientoy la identificaciónde
bacteriaslácticasbacteriocinogénicasa partir de embutidoscrudos curadoselaborados

artesanalmenteen diversas localidadesespañolas.Una vez seleccionadaslas cepas
bacteriocinogénicascon un espectrode acciónantimicrobianamásinteresante,sedeterminarásu
filiación taxonómicay se procederáa su caracterizaciónmicrobiológica y bioquímica.A

continuación,se caracterizaránbioquímicay genéticamentela(s) sustancia(s)responsable(s)de
suactividadantimicrobianaexocelular,lo quepermitiráposiblementesugerirsu aplicacióncomo
bioconservanteenla industriaalimentaria.Comotal bioconservanteesde esperarqueaumentela

calidadhigiénicay la vidaútil delacarney delos productoscárnicosy quepermitadisminuirlas
concentracionesde conservantesquímicosempleadashabitualmenteen la elaboraciónde estos
productos.Paralograrlos objetivospropuestosesnecesariodesarrollarel esquemade trabajo
quesedescribeacontinuación:

1.- Aislamiento,a partir de embutidoscrudoscuradoselaboradosartesanalmente,de
bacteriaslácticasantagonistasdel crecimientode otros microorganismose identificacióny

selecciónde aquéllascuyaactividadantimicrobianase debaa la producciónde compuestos
exocelularesdifusiblesen medio liquido.

2.- Evaluaciónde la actividad antimicrobianaexocelularde las bacteriaslácticas

seleccionadasfrenteadiversosmicroorganismosde interésen la industriaalimentaria,entrelos

que seincluyen bacteriaslácticasde diversoshábitats,Pseudomonasspp. psicrótrofasde la
carnerefrigerada,microorganismosalterantes,como Clostridium sporogenes,Clostridium

tvrobuiyricum y Propionibacrerium spp. y microorganismospatógenos,productoresde

toxiinfeccionesalimentarias,como Clostridiumbotulinum, Clostridiumperfringens, ListeRo
nwnocyiogenes,Staphylococcusaureus, Escherichiacoil enteropatógenoy Salinonella
typhimurium.

3.- Identificación,filiación taxonómicay caracterizaciónmicrobiológicay bioquímicade las
bacteriaslácticasquemuestrenel espectrode acciónmásamplio e interesante.

4.- Determinaciónde lascondicionesexperimentalesóptimas(ej. mediodecultivo, tensión
de oxigeno, temperaturay pH) para el crecimientode las cepasseleccionadasy para la
producciónde suactividadantimicrobianaexocelular.

5.- Estudiode la estabilidadfísico-química(ej. tratamientosenzimáticosy térmicos,pH y

almacenamientoencongelacióny refrigeración)y evaluacióndelmodode accciónde la sustancia
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antimicrobianaresponsablede su actividadantimicrobiana.

6.- Purificación a homogeneidad,mediantediversas técnicascromatográficas(ej.
cromatografíadefiltraciónen geles,-intercambiojónico, -interacciónhidrofóbicay -fasereversa,

FPLC),de la(s) bacteriociocina(s)responsable(s)dela actividadantimicrobianaexocelulardelas

bacteriaslácticasseleccionadas.

7.- Determinación de la composición y secuenciaaminoacidica de las bacteriocinas
purificadasahomogeneidad.

8.- Determinaciónporespectrometríade masasdel tamañomolecularde las bacteriocinas.

9.- Evaluaciónde la actividad antimicrobianade las bacteriocinaspurificadasa

homogeneidadfrente a diversosmicroorganismosalterantesy patógenosde interésen la
industriaalimentaria.

10.- Aislamiento y visualizacióndel ADN cromosómicoy plasmidicode las cepas
seleccionadasy obtenciónde mutantesdeficientesen laproducciónde la(s) bacteriocina(s)y/o en

suinmunidad.

11.- Tratamientodel ADN de lascepasseleccionadascon diversosenzimasde restriccióny

ligaciónen un vectorfagémido.

12.- Obtención,mediantela técnicade la reacciónen cadenade la polimerasa(PCR), de

diversosfragmentosde ADN que contienenlos determinantesgenéticosque codifican la
produccióny/o inmunidadde lasbacteriocinasseleccionadas.

13.- Y, finalmente,secuenciaciónde diversosfragmentosde PCR. medianteel método
didesoxi de finalizaciónde cadena,y determinaciónde la secuencianucleotidicadel gen

estructuralde las bacteriocinasseleccionadasy/o del gende su hipotéticaproteínade inmunidad,
asícomode las regionesrelacionadascon su transcripcióny traducción.
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II. Introducción

11.1. PRODUCTOSCÁRNICOS CRUDOS CURADOS

Tradicionalmente,la curación,la salazón,la desecacióny el ahumadohan constituidolos
principalesmétodosnaturalesde conservaciónde los alimentos.En laactualidad,estastécnicas

continuansiendolos principalesmétodosde conservaciónempleadosen los paísesen víasde
desarrollo,debidoa queson relativamentebaratosy permitenobtenerproductosde alta calidad
higiénicay extensavida útil. No obstante,en los paísesdesarrollados,el empleode técnicas
comola refrigeracióny el envasadoa vacíoo en atmósferasmodificadasha desplazadoa las

técnicastradicionalescomométodosdeconservación,y pórel contrario,éstashanadquiridouna
nueva dimensióncomo procesosde obtenciónde una extensagama de productoscon

característicasorganolépticasy teológicasmuy peculiaresy variadasquepermitensatisfacerlos
requerimientosdelos consumidores.

El curadoesunatécnicaderivadade lasalazónqueseaplicaen la actualidada numerosos
productoscárnicos,si bien,el significadodel términocuradotienedistintosmaticessegúnlos

paisesy el tipo de producto.En nuestropaíssedenominancuradosa los productoscárnicos,
tantopiezascomomezclasde carnespicadas(pastas),que hansido sometidosa un procesode

maduracióny secadoduranteel quetienenlugarunaseriede procesosfermentativosbacterianos;
sin embargo,en el ámbitointernacional,el término curadoseaplica a todos los productos

cárnicosque hansido tratadoscon sal, nitratosy/o nitritos. Elcuradoen secoesel procesomás
antiguoy consisteen someterla masacárnicaa la acciónde una mezclade los ingredientesdel

curado(sal, nitratosylo nitritos) y los coadyuvantes(ej. ascorbatos,fosfastosy azúcares),los
cualesse solubilizancon los jugos de la carney penetranen su interiorpor difusión. En el
procesoporvíahúmeda,los ingredientesy coadyuvantesdelcuradosesolubilizanconaguapara

formar unasalmueraque actúacomovehículode penetraciónen la carne.Tras el periodode

maduración,los productoscárnicosse sometena un procesode secado,en el caso de los
productoscuradosen seco, o a un tratamientotérmico de cocción,si se tratade productos

curadoscon salmuera.Finalmente,tantolos productoscrudoscuradoscomo los productos
cocidoscuradosse puedensometera un tratamientode ahumadodependiendodel tipo de
productoy de las costumbresgastronómicasde cadapaís(Flores,1994).

Laquintapartede lacarnequeseproduceenEspañasedestinaala fabricaciónde productos

curados,lo quesuponeunaproducciónanualpróximaa las 400.000toneladas,siendola carne
de porcinola materiaprima másempleada(VilaAguilar, 1994).Entre los productoscárnicos

crudoscuradosseincluyen,entreotros, los jamonescurados,los embutidoscrudoscurados
(chorizo,salchichóny fuet)y, por último, el bacony el lomoembuchado(Flores.1994).

11.1.1. Generalidades de los embutidos crudos curados

El saborcaracterísticode los embutidoscrudoscuradosesdebido, principalmente,a la

fermentaciónbacterianaque determinala acumulaciónde ácidoláctico y otros productosde
fermentacióndesconocidos.El procesode fermentaciónmicrobiológicaque tienelugardurante
su elaboracióndependede la cargamicrobianapresenteinicialmenteen la materiaprima,

principalmenteen la grasay en la carne,y de la que se introduzcaposteriormentedurantela
manipulaciónpreviaa la embutición,asícomode las condicionesempleadasenlos tratamientos

de maduracióny secado.Duranteel procesode fermentación-desecaciónde los embutidos
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crudoscuradosse producenuna serie de modificacionesbioquímicas(ej. disminucióndel
contenidoen agua, reducciónde nitratos y nitritos, aumentode la concentraciónsalinay

acidificacióny descensodel pH comoconsecuenciade la fermentaciónde los azúcares)y
reaccionesproteolíticasy lipolíticasqueseránlasresponsablesdelas propiedadesorganolépticas

y reológicascaracterísticasy dela calidadhigiénicadel productofinal (Flores, 1994;Ordóñezet
aL, 1995).

Los embutidoscrudoscuradosseclasificanendos categoríasatendiendoalgradode secado
y al pH final del producto.Los embutidoscrudoscuradossemisecosse caracterizanporsufrir

unafermentaciónrápidaa temperaturaselevadas(21-460C)y por presentarun pH final inferiora
5,3. El periododesecadoescortoy lahumedadrelativadelproductofinalesdeun50%. En este

grupo de embutidosse encuentran,entreotros, los salchichonesalemanestipo thuringer y

cerve¡aty la summersausageproducidaen EEUU. Los embutidoscrudoscuradossecosse
sometenaunafermentaciónlenta(2-3días)a temperaturasbajas(11-230C)y conunahumedad
relativaalta (85-95%).El periodode secadoes largo (20 días-variosmeses)y se realizaen

cámarasfrías(10-150C)con unahumedadrelativamenor(75%).El productofinalpresentauna
humedaddel 30-45% y un pH final entre4,8 y 5,1. Estetipo de embutidosseproducenen

Alemania(rohwurst), en Italia (salanzi) y en España(chorizo, salchichón,fuet, entreotros)

(flores, 1995).

11.1.2. Evolución microbiológica durante la elaboración de los embutidos

crudos curados

La floramicrobianaqueseencuentramicialmenteen lamasacárnicade los embutidos(entre

l05~10áufc/g) esmuy variaday de procedenciamuy heterogénea;así, porejemplo,sepueden

encontrarbacteriassaprófitas(Pseudomonas,Aeronwnas, Alcaligenes, Flavobacterium,

Moraxella, Brucella, Entembacteriaceae,Bacillus, Closrridium, Brochotrix, Micrococcus,
Staphylococcus);bacteriaslácticas(Lactobacillus, Enterococcus,Pediococcus,Lactococcusy

Leuconostoc),mohos (Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Sporotrichum, Thamnidium,
Trichosporum)y levaduras(Debariomyces).Asimismo,tambiénsepuedenencontrarbacterias

patógenascomoListeria monocytogenes(Ls. rnonocytogenes),Salnwnellaspp., E.scherichia
coli enteropatogénico(E. coli), Sraphylococcusaureus(St. aureus), Yersiniaenterocolitíca (Y.
enterocolitíca), Clostridiumperfringens(CL perfringens)y, ocasionalmente,Cl. borulinum
(Flores, 1994; Ordóñezetal., 1995).

La evoluciónmicrobiológicaglobal durantela elaboraciónde los embutidossueleseguirun
patrónbastantecomún,quesecaracterizaporla desapariciónrápidade laprácticatotalidaddelos
microorganismosaerobiosGram-negativos,que son los principalesresponsablesde la
contaminaciónde lascanesfrescas,asícomopor unaintensamultiplicaciónde bacteriasde la

familiaMicrococcaceae(Micrococcusy Sraphylococcus),de bacteriaslácticas(principalmentede
los génerosLactobacillusy Pediococcu.s)y, a veces,de mohosy levaduras(Fournand,1976;

flores, 1994; Ordóñezetal., 1995).Enestesentido,sehademostradoquelasbacteriaslácticas
y lasmicrococáceasposeenunamayorresistenciaa la actividadantimicrobianade los nitritos que
las bacteriasGram-negativasy determinadospatógenoscomoCl. botulinum, lo queinicia su

selecciónpositivadesdeel comienzode la maduraciónde los embutidos (Flores, 1994). La
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multiplicaciónprecozde las micrococáceasenel interiorde la masacárnicaprovocaunaligera

acidificacióndel medioquefavorecelamultiplicacióndelos lactobacioseinhibe el desarrollode

algunasbacteriasGram-negativas.A continuación,las bacteriaslácticas sustituyena las
micrococáceasen lo queconciernea la acidificacióny seconviertenen la flora mayoritaria,al

estarbienadaptadasala acidez,al clorurosódicoy a la anaerobiosis(Flores, 1994; Ordóñeza
aL, 1995). Por otra parte, las bacteriaslácticasaseguransu desarrolloy prevalenciaenestos
productosduranteel procesode maduracióncompitiendoexitosamentepor los nutrientes
disponibles(glucosay arginina,entreotros) e inhibiendoel crecimientodel restode la flora
microbianamediantela producciónde ácidos orgánicos(ácido láctico y ácido acético,
principalmente)y otras sustanciasantimicrobianascomo, por ejemplo, etanol, dióxido de

carbono.diacetilo, peróxido de hidrógenoy bacteriocinas(Daeschel,1989; Lindgren y
Dobrogosz,1990; Hernándezet aL, 1993).En lo querespectaa los mohosy levaduras,éstos

colonizancon frecuencialasuperficiede los embutidospocosecosy/o no ahumados,siempre
quela humedadrelativadurantela maduraciónno seademasiadobaja. Asimismo,tambiénseha

detectadola presenciade levadurasen el interior de los productosfermentadosy madurados
(Flores,1994;OrdóñezetaL, 1995).

11.1.3. Relación entre las principales actividades metabólicas de las bacterias y

las características finales de los embutidos crudos curados

Las característicasorganolépticasy reológicasfinalesde los embutidoscrudoscuradosse
debenprincipalmentea los procesosfermentativosde los azúcaresy acidificaciónde la masa
c&nica de las bacteriaslácticas,fundamentalmentede los génerosLo.ctobacillus y Pediococcus,
y a las actividadesproteolíticas,lipoliticas y nitrato-reductasade las bacteriasde la familia
Micrococcaceaasí como, aunqueen menormedida,a las actividadesenzimáticasde hongosy
levaduras(Flores, 1994; OrdóñezetaL, 1995).El papelque ejercenlas bacteriaslácticasysus
metabolitosen la seguridad,calidadhigiénicay vidaútil de estosproductossedescribiráen las
secciones11.1.4 y 11.2.4.

11.1.3.1.Fermentaciónde hidratosdecarbono

La principalactividadmetabólicade las bacteriaslácticases la fermentaciónde los hidratos
de carbonocon la consiguienteproducciónde ácidosorgánicos.Estos microorganismos
sintetizanmayoritariamenteácidoláctico,apartirde la fermentaciónde lashexosas(glucosa)y
algunosdisacáridos(sacarosay lactosa),aunquetambiénpuedenproducirácidoacéticoa partir

de las pentosaso del ácidoglucónico(sección11.2.1). La producciónde ácidosprovocaun
descensodel pH quepermitequeseproduzcaunaliberaciónrápiday homogéneade la humedad

presenteen la masacárnica,provocandoal mismotiempouna disminuciónde la actividadde
agua(a.,;,), lo quecontribuyeapreservarel productofinalfrenteamicroorganismosalterantesy/o

patógenos(Lúckey Hechelman,1987). Asimismo,cuandoel valor del pH esinferiora 5,3,
disminuyela solubilidadde las proteínasy su capacidadde retencióndeagua,produciéndosela

coagulaciónde las mismas,lo que proporcionala texturacaracterísticade los embutidosy
permitesu loncheamiento(Frey, 1983).No obstante,la disminucióndelpH debecontrolarse,ya

queproductosdemasiadosácidospuedentenerun fuertesaborpicante(LOcke, 1987);asimismo,
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una cantidadexcesivade ácido lácticopuede inhibir otrasactividadesmetabólicascomola
lipolisis, la proteolisiso la reducciónde nitratos(al impedir la actuacióndel enzimanitrato-
reductasa),todasellasde gran importanciaparaconseguirlas característicasorganolépticas
típicasdel productofinal.

Por otra parte, a partir del piruvato (metabolitointermediariode la fermentaciónde los
azúcares)se puedenproducirotroscompuestoscomo la acetoina,el butanodiol,el acetaldehido,
el etanoly el diacetilo, que tambiénintervienenen el aromafinal de los embutidos(Langner,
1972).

11.1.3.2.De2radaciónde Unidos

La lipolisis esotradelas actividadesmetabólicasimportantesdurantela fermentaciónde los
productoscárnicosy que continuaduranteel periodode maduración,traduciéndoseen un

aumentoconstantedelosmonoglicéridos,los diglicéridosylos ácidosgrasoslibres. Los ácidos
oleico, linoleico, esteáricoy palmítico son los mayoritariosy puedenser metabolizadosa

alcoholes,cetonasy aldehídos(Langner,1972).Lasbacteriasde lafaniiliaMicrococcaceaejunto
a los enzimastisularesde la masacárnica intervienen activamenteen la degradaciónde los lípidos
y en la consiguienteformaciónde sustanciassápidasy aromáticasque contribuyenal sabory

aromacaracterísticosde los embutidos;sin embargo,la actividadlipolítica de las bacterias

lácticasesmuy limitaday recaefundamentalmentesobrelos mono-y diglicéridosy triglicéridos
conácidosgrasosde cadenacorta.Teniendoen cuentaquela concentracióndeestassustancias

esbajaalprincipiode la maduración,seránecesariaunalipolisis previa,probablementerealizada
por lasmicrococaceas,paraqueactuenlaslipasasdelas bacteriaslácticas(Hammeset al., 1990;

Ordóñezet aL, 1995). No obstante,esinteresantemencionarquelas bacteriaslácticasdelgénero
Canzobacreriumposeenla capacidadde hidrolizaríatributirina(Paponetal., 1990). Segúnsu

naturaleza,los productosdel metabolismolipolítico puedeninfluir favorablementeenel aromay
el sabordel productofinal o, porel contrario,producirunaalteracióndel mismo (ej. rancidez

debidaa los aldehídosformadosporla peroxidacióndelasgrasas).Asimismo,los ácidosgrasos
liberadosduranteel procesolipolítico ejercenun efecto inhibidor sobrelas bacteriasGram-

negativas(Paponeta!., 1990).

11.1.3.3.Degradacióndeproteínas

Laproteolisisdalugara la formaciónde aminoácidosy péptidosqueintervienenenel sabor

característicodelproductofinal, pero no debeserexcesivaporquepodríaalterarsu consistencia
(Lúcke, 1987). El papelespecificoque desempeñanlos enzimasbacterianosy las proteasas
tisulares(catepsinas)en esteprocesono se hadeterminadoaún con exactitud.Las bacterias

lácticasdel géneroCarnobacreriumy algunasespeciesde lactobacilostienenactividadpeptidásica

débil, por lo quese liberanaminoácidoscomola fenilalanina,la usina,el ácidoglutámico, la
alanina,la valina y la isoleucina,con lo quese incrementael valornutritivo del productofmal
(Plat:, 1964). Asimismo,se hacomprobadoquela actividadproteolíticadelas micrococáceas
contribuyedeformadestacadaenla proteolisisen generaly enla liberacióndeaminoácidosen el

embutido(Sajberet aL, 1971; Ordóñezet aL, 1995). Los aminoácidos pueden sufrir una
descarboxilacióny transformarseen aminassecundarias(ej. histamina,tiraminay putrescina),
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las cualespuedenreaccionarposterionnentecon los nitritos y transformarseen nitrosaminas

(compuestoscancerígenos)(Dierick a aL, 1974). Diversos estudioshanevidenciadoque la
concentraciónde histaminaen ]os productosde fermentaciónnatural (no controlada)esmás
elevadaqueen los productosen los quese empleancultivos iniciadorescomercialesdadoque
éstoscarecende descarboxilasas(Eitenmilleretal., 1978; Smith y Palumbo,1983; Bacus,
1986).

Los embutidosque se madurancon una capasuperficialde mohos (principalmentedel
géneroPenicillium) desarrollanun aromacaracterísticoque estárelacionadocon la actividad

enzimática(lipolítica y proteolitica)de estosmicroorganismos.Las lipasasy proteasasque
producendanlugara compuestosde pequeñotamañomolecular,sustanciassápidasy aromáticas

quecontribuyenal sabory aromatípico de los embutidoscrudoscurados.Asimismo, la flora
fúngicaevitala formaciónde costrasuperficialy favoreceuna deshidrataciónuniformedel

embutido,ademásde ejercerun efectoantioxidante,ya que reducela tensiónde oxígenoen la
superficie,degradalos peróxidosy protegedel efectoprooxidantede la luz, lo queconducea
unaestabilizacióndel color del curado (OrdóñezetaL, 1995).

11.1.3.4.Reduccióndenitratosanitritos

Los nitritos, e indirectamentelos nitratos,seutilizan en la elaboraciónde los embutidos

crudoscuradospor el papelqueejercenenla obtenciónde su color rojo característico,porsu
actividadantimicrobianay porquecontribuyenaldesarrollode suaromay sabor(flores, 1994).
En las reaccionesquímicasdel desarrollodelcolor, la mayoríade los autorescoincidenen la
formacióntransitoriadel pigmentometamioglobina,comoconsecuenciade la oxidacióndñccta
del pigmentomioglobinaporel nitrito. Posteriormente,la metamnioglobinatieneque serreducida
y combinadaconel óxido nítrico(NO) paraformarel complejonitrosomioglobina,decolorrojo

vivo estable,característicode losproductoscárnicoscurados(Flores,1994). Lasespeciesdelos
génerosMicrococcusy Staphylococcusposeenla capacidadde reducirlosnitratosa nitritos, lo
queesde unagran importanciapara la consecucióndel colorcaracterísticode los embutidos
crudos curados(Deibel a al., 1961). Asimismo, se ha comprobadorecientementeque
determinadasespecies de] género Lactobacillusposeen actividad nitratoreductasa
hemodependiente(Hammesa aL, 1990). Por otra parte,el bajo pH de estosproductoscomo

consecuenciadel desarrollode las bacteriaslácticascontribuyefavorablementeen las reacciones
químicasresponsablesde sucolorcaracterístico(Herbert,1993).

Los nitritos soncompuestospotencialmentepeligrosos,yaqueal combinarsecon las aminas
secundariaspuedendanlugarala formaciónde nitrosaminas,por lo que la industriaalimentaria
tiendeaimpedir susnivelesresidualesen los alimentosempleándolosen lasdosismínimasque
permitanel desarrollodelcolor y su contribuciónal sabory al aromadel productofinal. Sin
embargo,debido a que los nitritos ejercentambiénuna potenteactividad antimicrobiana,
especialmentefrentea Clostridiumbotulinum, la reducciónde las dosis empleadasdebeir
acompañadade la adición de otrassustanciasinhibidorascomo, entreotras, los ácidos
orgánicos,los peróxidoso las bacteriocinas,quecomplementenla actividadantibotulínicadelos

nitritos y quepermitanasegurarla calidadhigiénicay la seguridadde estosproductos.
Finalmente,la actividadperoxidásicao catalásicade las micrococáceastiene una gran
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importanciatecnológica,puestoque controlala presenciade peróxidosen el embutidoy, por
tanto,evitala peroxidaciónde lagrasay la decoloracióndebidaala oxidacióndelgrupohemode
la mioglobina(Buckenhuskes,1993).

11.1.4. Las bacterias lácticas comocultivos iniciadores y bioconservantes

Antiguamentelos alimentosfermentadosseelaborabanmedianteprocesosempíricosbasados
en la actividadde la microflorapresentede formanaturalen la materiaprima (fermentaciones
naturales).Hoy en día, las fermentacionesindustrialesson procesosdirigidos en los quese
añadendeliberadamentea la materiaprima cultivos de microorganismosespecíficos,tanto
bacteriascomo hongosy levaduras(cultivos iniciadores),lo que ademásde importantes

repercusioneseconómicas,permitegarantizary estandarizarlascaracterísticasorganolépticasdel
productofinal asícomopotenciarsu calidadhigiénico-sanitaria(Smith y Palumbo,1981). En

estecontexto,las bacteriaslácticastienenunagranimportanciayaquelas actividadesmetabólicas
que desarrollanen los alimentos,y fundamentalmentela producciónde ácido láctico con el

consiguientedescensode pH, inducencambiosen la textura,aroma,sabor,color,digestibilidad
y palatabilidadde las materiasprimas,originandounosproductosfinalescon unascaracterísticas

organolépticasdiferentesy deseables(Bacusy Brown, 1981; Smithy Palumbo,1981, 1983;
Haymon, 1982;Liicke, 1986; Daescheletal.,1987;Hammesart., 1990;Buckenhuskes,1993;

De Vuyst y Vandamme,1994a). Las bacteriaslácticas,principalmentede los géneros
Sireptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus, se emplean
habitualmentecomocultivosiniciadoresen laelaboraciónde alimentosfermentadosa partir de la
leche(Speck, 1981; Prenticey Neaves,1986), carne(Bacusy Brown, 1981; Liepe, 1983;

Bacus, 1984), diversosproductosavícolas(Acton y Dick, 1975) y vegetales(Flemingy
McFeeters,1981; Cookea aL, 1987). Asimisimo, seha propuestoel empleode cepasdel
géneroEnterococcus, concretamentede la especieEnterococcusfaecium, como cultivos
iniciadoresenel quesoCheddar (Battistotti etal., 1977;Tamine,1990), en el quesoMozarella

(Parenteetal., 1989),en el quesoTallegio (Giralfa aal., 1994; Giraffa e! al., 1995)y en los
ensilados(LindgrenetaL, 1985).

Ademásde su funcióntecnológica,las bacteriaslácticassecretannumerososmetabolitos
(sección11.2.4) que inhiben el crecimientode microorganismosalterantesy patógenos
potencialmentepresentesen los alimentos,que incluyen,entreotros, bacteriasde los géneros
Pseudomnonas,Salmonella,Clostridium, Staphylococcusy Listerio, lo que las convierteen la
flora predominantede una gran variedadde productosfermentadosy de carnesy pescados
conservadosen refrigeraciony envasadosal vacio o en atmosferasmodificadas(Lindgreny
Dobrogosz,1990;Stiles, 1996).La seguridade inocuidadde lasbacteriaslácticasasociadasa

los alimentosse haaceptadodurantemileniosy en la actualidadseconsideranmicroorganismos
GRAS (del inglés, Generally RecognizedÁsSafe),lo que sugieresu utilización como agentes
antimicrobianosnaturales(bioconservantes)paraincrementarla calidadhigiénicay alargarla vida
útil de los alimentos(Adamsy Marteau,1995; Gould, 1996; Stiles, 1996).Por otra parte, las
bacteriaslácticaspuedenimpedirla acumulaciónde compuestostóxicos(ej. aminasbiógenas)y
cancerígenos(ej. nitrosaminas)en los alimentos(Buckenhuskes,1993). Así, pues, su empleo
y/o el de susmetabolitoscomobioconservantesen los alimentos,formandopartedeun sistema
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de barrerasmúltiples,estárecibiendouna gran atenciónen los últimos añosy seríafácilmente
aceptadopor los consumidores,que demandanproductosnaturales,saludablesy con menos
aditivosquímicos, asícomopor los organismossanitariosy por las industriasalimentariasde
cadapaís (Wagnery Moberg, 1989; Ray, 1992;Monfort, 1994; Muriana,1996; McMulleny
Stiles, 1996).

11.1.5.Las bacteriaslácticascomo probióticos

La alteracióndel equilibriode la flora microbianadel tractointestinaldel hombrey de los
animalespuederesultarun seriocompromisoparasu salud, ya que reducela capacidadde
asimilaciónde los nutrientesde los alimentose incrementala susceptibilidada padecer
detenninadasenfermedades.Los probióticossedefinencomocultivos mixtoso monoespecificos
de microorganismosvivos quese empleanpara el consumohumanoo animal, en forma de
preparadosfarmaceúticoso a travésde los alimentos,conel objetode protegery restaurarlas
condicionesfisiológicasdel tracto intestinal(Fuller, 1989). Los microorganismosque
tradicionalmente se han utilizado en las preparacionesprobióticas incluyen bacteriaslácticasde
los géneroslactobacillus (Lb. bulgaricus, Lb. acidophilus, Lb. casei y Lb. helveticus),

Lactococcus(L. lacás y L. plo.ntarum), Sireptococcus(S. thermophilus)y Enterococcus(E.
faeciumy E. faecalis)y otros microorganismoscomo Bifidobacreriumb{f¡dum (B. b{fidum),
Propionibacreriumfreundereichiisubesp.shermanii y E. cdi. Todos los microorganismos
citadosson de origenintestinal,aexcepciónde 5. thermophilusy Lb. bulgaricus(actualmente,

Lb. delbrueckiisubesp.bulgaricus)que seempleancomo cultivos iniciadoresen la elaboración

del yogur (Fuller. 1989;O’Sullivanet aL, 1992).En la actualidadseconsideraqueparaemplear
un microorganismocomoprobióticoésteha de cumplirlos siguientesrequisitos:(i) tolerarlas
salesbiliaresy las condicionesextremasde acidez;(u) adherirsea la mucosaintestinal;(iii)

colonizarel tractointestinal;(iv) inhibirel desarrollode microorganismospatógenos,mediantela
producciónde sustanciasantimicrobianaso atravésdemecanismosdecompetición;(vi) resultar
seguroe inocuo su consumo,tanto formandopartede los alimentoscomo de los preparados
farmacéuticosy, porúltimo, (vi) que sehayaaisladode laespecieen laque sepretendeemplear

(Leey Salminen,1995;Salminenaal., 1996).Recientesestudiosclínicoshandemostradoque
Lb. acidophilus, Lb. cosel, Lb. reuterí, Lb gasseriy E. faeciumcolonizanel tractointestinaly

ejercenun papelbeneficiosoen esteecosistema(Fernandesetal., 1987; Gillidand, 1990; Molin
et ci., 1993), ya que previenensu colonizaciónpor bacteriasentéricaspatógenasa travésde
mecanismosde competenciapor los nutrientesy por los lugaresde adhesiónala paredintestinal
(Molin etaL, 1993;RemeteraL, 1994;Pedrosaej al., 1995; Casasej ci., 1996). Por otra parte,

sehaobservadoquealgunasde las bacteriaslácticasempleadaso propuestasrecientementecomo
probióticosejercenotros efectosterapeúticosy nutricionales,entrelos que se incluyen: (i)
reducciónde los nivelesde colesterolen la sangre,ya que modulanla proporciónentrelas
lipoproteinasde altay bajadensidadasociadasa su transportey/o asimilanehidrolizanlas sales

biliares;(u) disminucióndel riesgode padecercáncerde colon, ya que reducenla actividadde
diversosenzimasfecáles(ej. ~glucuronidasa,azoreductasay nitroreductasa)que pueden
convertiren carcinógenoslos compuestosprocarcinógénicospresentesen el colon, inactivan

compuestoscancerígenosde los alimentos(ej. nitritos), producensustanciascomoel butiratoo
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ácidobutírico que retardanel crecimientode los cultivos celularescon tumoresde colon, e
hidrolizanfactoresantinutricionales(ej. ácidofitico y glucosinolatos);(iii) supresiónde ciertos
tumoresporestimulacióninespecíficadel sistemainmunemediantela producciónde macrófagos;
(iv) modulacionde la respuestainmunemediantela activaciónde linfocitos, el aumentode los

nivelesde inmunoglobulinaA y laestimulaciónde laproducciónde interferón;(y) incremento
delvalornutritivo delos alimentosy, por último, (vi) aumentode la toleranciaa lalactosa(Platt,
1964; Fernandeseral., 1987; Gurr, 1987;Fuller, 1989; Fernandesy Shahani,1990; Gilliland,
1990; 1990; Hosodaer aL, 1992;Lee y Salminen,1995; Salmineneral., 1996).

11.2. LAS BACTERIAS LÁCTICAS

El conceptode bacteriaslácticascomoun grupo demicroorganismossurgióa principiosdel
siglo XX, precedidode los enormesavancestecnológicosy conocimientoscientíficosgenerados
durantela últimapartedelsiglo XIX. Las interaccionesestablecidasentrelasbacteriaslácticasy
los alimentosllamaronpronto la atenciónde los científicos, lo que resultóen la significativa
contribuciónde Pasteur,quien en 1857 demostróque los procesosfermentativosiban

acompañadosinvariablementedeldesarrollode microorganismosy, asimismo,quecadatipo de
fermentación,definido en función de sus principalesproductosorgánicosfinales (ej. la
fermentaciónláctica, alcohólicao butírica), estabaasociadoa un tipo especificode
microorganismo.Posteriormente,Lister, en 1873, aisló el primer cultivo puro de un
microorganismoy lo denominóBac~eriumlacás. En 1884. Hueppe describiópor primera vez la

microflora responsablede la acidificacióny coagulaciónde la leche y productoslácteos,
denominándola“Mllchsauerbacillus”, y Weigmamn(1899) propusoel término “Bacterium
acidllaciici” paraestosmicroorganismos.Simultáneamente,esteinvestigadorintrodujoel empleo
decultivos iniciadoresenlaelaboracióndequesosy de lecheagriaenlas industriasalimentarias

de lasciudadesdeKiel y Storch(Copenhague),lo querepresentóel comienzodelaeraindustrial
de las fermentacionescomoprocesoscontroladoso dirigidos. A principiosdel siglo XX, el
empleode los lactobacilosenla dietahumanacobróun enormeinterés,araízdela propuestade
Elle Metchnilcoffdel Instituto Pasteurde Paris de promoversu utilizaciónen la dietacomo

agentesbacterioprofiMcticosy bacterioterapéuticos(Bibel, 1988);no obstante,sus teoríasacerca
de la saludy longevidadasociadasal consumode los lactobacilossedesacreditarondebidoa la

faltade unabasecientíficasóliday aunasexpectativasdesmesuradasde los consumidores.
La fuenteoriginariade las bacteriaslácticasson las plantasverdes,si bien, porun proceso

de evolucióny adaptaciónbiológica han ido colonizandootros ambientesy actualmentese
localizanen diversoshabitats,siempreque éstos reunanlas condicionesadecuadaspara

satisfacersus necesidadesnutritivas. Algunasbacteriaslácticasviven en asociacióncon las
plantasy crecena expensasde los nutrientesliberadostraslamuertey descomposicióncte los
tejidosvegetales,porlo que tambiénseencuentranen alimentosy bebidaspreparadasa partirde
materialesvegetales,talescomolos encurtidos,la col ácida, el pienso, los ensilados,los
productosde panadería,el vino, la cervezay los zumos naturales.Un segundohabitat
característicode lasbacteriaslácticases la leche,a laqueaccedena travésdel cuerpode lavaca,
el estiércolo los vegetales,por lo estosmicroorganismostambiénseencuentranasociadosa
diversosproductoslácteosfermentados.Otrasbacteriaslácticasconstituyenpartede la biota
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normaldel cuerpoanimaly se encuentranen el tracto gastrointestinaly mucosas,por lo que
tambiénestánasociadasa la carney a los productoscárnicos.Finalmente,algunasbacterias

lácticashansidoaisladasdelpescado,del estiercoly de lasaguasresiduales.

11.2.1. Característicasgeneralesy consideracionestaxonómicasy filogenéticas

de las bacterias lácticas

Tradicionaimente,el términobacteriaslácticassehaempleadoparadenominaraun grupode
microorganismosconunagrandiversidadmorfológicay fisiológica,cuyacaracterísticaprincipal
es la producciónde ácidolácticocomometabolitofinal mayoritariode lafermentaciónde hidratos
de carbono(al menosun 50%) (Orla-Jensen.1919; Sharpe,1979).Originariamente,estegrupo
incluía bacteriasGram-positivasde morfologíacocoide.bacilaro cocobacilar;inmóvilesy no
espomíadas;microaeroffiicaso anaerobiasfacultativas;incapacesde sintetizarcitocromosy
catalasa-negativas;acidúricaso acidófilasy no reductorasdenitratos.

Los primerosintentosde clasificartaxonómicarnentelas bacteriaslácticasse debenaOrla-
Jensen(1919), quien, basándoseen la morfologíay la disposicióncelular y en criterios
fisiológicostalescomoel tipo de metabolismofermentativodela glucosa,el tipo de isómerodel
ácidolácticoproducidoy la capacidadde desarrollarsea 10 y a450C, lasclasificó enlos géneros
Betabacterium,Thennobacterium,Sfrepjobacreriumy Microbacjeriwn, de morfologíabacilar,y
Srreprococcus,Beracoccusy Tetracoccus, de morfologíacocoide(Tabla 11.1). Orla-Jensen

clasificóla cepabacilaraisladapor el científicoFue Metchnilcoff del yogur búlgaro como

Thermobacreriumbulgaricum (Bibel, 1988). Las especiesde los génerosBerabacrerium y

Beracoccus,de morfologíabacilary cocoide,respectivamente,sonheterofermentativas,mientras
que las que constituyenel resto de los génerosse caracterizanpor su metabolismo
homofermentativo.Posteriormente,enla clasificacióntaxonómicade la & edicióndel “Bergey‘s

ManualofDetermninativeBacreriology” (Buchanany Gibbons, 1974) estosmicroorganismosse
agruparon,atendiendofundamentalmentea criteriosmorfológicos, en dos familias: (i)
Lo.ctobacillaceae, constituida por el géneroLactobacillus, que englobabaa los géneros

Berabacreriwn, Thermobacjeriumy Streptobacreriumde Orlakiensen,asícomo aotrosgéneros
de filiacióntaxonómicainciertay (u) Srreprococcaceae,formadapor los génerosSrreprococcus,

Pediococcus,Leuconosroc,Aerococcusy Gemella.Los génerosPediococcusy Leuconosroc
englobaban,respectivamente,alos génerosTaracoccusy Betacoccusde Orla-Jensen.

En la última edicióndel “Bergey’s ManualofSysrematicBacreriolngy” (1986),las bacterias
Gram-positivasde morfologíacocoideo bacilar,no esporuladas,anaerobiasfacultativas,
catalasa-negativasy productorasde ácido lácticotrasla fermentaciónde la glucosaseclasificaron
en los génerosLacrobacillus, Erysipelothrix, Streprococcus, Pediococcus, Leuconosjoc,

Aerococcusy Gemella. El géneroLacrobacillus (Kandlery Weiss, 1986) incluía45 especies,
distribuidasen tres gruposdependiendode la presenciao ausenciade fructosa-1 ,6-difosfato
aldolasay fosfocetolasa,enzimasclavesdel metabolismohomo y heterofermentativode los
azúcares,respectivamente.El grupo 1 comprendíaa los lactobaciloshomofermentativos
obligados,el grupoII a los lactobacilosheterofermentativosfacultativosy el grupoIII a los
lactobacilosbeterofermentativosobligados.Los grupos1, II y III englobaban,respectivamente,

los génerosThermobacrerium,Sn-eptobacteriumy Berabacrerium deOrla-Jensen,asícomootras
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II. Introducción

especiesde recienteidentificación.El géneroE¡ysipelorhrix (Jones,1986)eramonoespecífico.

El género Sjreptococcus(Hardie, 1986; Mundt, 1986) englobabaun total de 30 especies
distribuidasen 6 grupos: estreptococospiogenos, estreptococosorales, estreptococos
anaeróbicos,estreptococoslácticos,otrosestreptococosy enterococos.Enla revisióndelgénero
realizadapor Mundt(1986) seconsiderabaa los enterococoscomogrupo perono sereconocían
comogénero,si bienyaseanticipabaestaposibilidad(SchleiferyKilpper-B~Iz, 1984;Collins e!

ci., 1984a). Los génerosPediococcus(Garvie, 1986) y Leuconostoc(Garvie, 1986)
comprendíanun total de 8 y 4 especies,respectivamente,mientrasque los génerosAerococcus

(Evans, 1986) y Gemella(Reyn, 1986)eranmonoespecíficos.
En los últimos afios, el desarrollo y la utilización de técnicasbioquímicas y moleculares

sofisticadascomola determinaciónde la composiciónde basesguaninay citosinadel ADN

(mol% G+C), la hibridaciónquímicade los ácidosnucleicos(ADN:ADN y ADN:ARN) y su
secuenciaciónha originadocambiosen la taxonomíade las bacteriaslácticas,la mayoríade los
cualesaparecenreflejadosen la 9 edicióndel “Bergey‘s Manualof DejerminariveBacreriology”

(Holt a al., 1994).Atendiendo a la secuenciacióndel ARNr 165 y a estudiosde hibridación
ADN-ARNr(Garviey Farrow, 1981;Kilpper-BUz y Schleifer,1981, 1984; Kilpper-BáizetaL,

1982; Schleifery Kilpper-Bmz, 1984; Schleiferet aL, 1985), así comoa diversosestudios
serológicoscon antisuerosde la superóxidodismutasa(Schleifera aL, 1985), el género
Streptococcussedividió en tresgénerosfdogenéticantedistintos:S:reptococcussensusmc:o,
Enterococcusy Lacjococcus. Posteriormente,Schleifery Kilpper-Blilz (1987) realizaron

estudiosbasadosademásen pruebasserológicas,en la composiciónde basesdel ADN y en la
composiciónquímicade la paredbacteriana,queconfirmaronestadivisión.

El géneroStreprococcussensustricjo comprendela mayoríade los estreptococosincluidos
en la última edicióndel “Bergey’s Manualof SysremadcBacteriology” (1986) en los grupos
piógenos,oralesy “otros”estreptococos,asícomoadiversasespeciesde recienteidentificación
y quedanexcluidosdel génerolos estreptococosanaeróbicos(Schleifery Kilpper-Bálz, 1987).
De los estreptococos,la única especiede interés en la industria alimentaria es8. thermophilus,
que junto a Lb. delbrueckiisubesp.bulgaricus, se empleacomo cultivo iniciadoren la

elaboracióndel yogury en algunostipos de quesos.
El géneroLacrococcus(Schleiferer ci., 1985) englobaa los estreptococoslácticoso del

grupo N de Lancefield (Jones, 1978), representadospor Lactococcuslacris subesp.lactis, en

adelanteL. lacás(incluye las especiesdenominadasanteriormente5’ kwds subesp.lacdy, S.

¡acás subesp.diace¡ylactisy Lb. xilosus) y L lactis subesp.cremoris, en adelanteL cremons.
Además,se incluye L. lacds subesp.hordniae (anteriormenteLb. hordniae), en adelanteL.

hordniae, a L. raifinolactis (antiguamente8. rajfinolactis), L. gcaviae y L. pkmntan¿m,dos
nuevasespeciesde estreptococosconel antigenoN descritaspor Collins et al. (1983),y la

especiede recienteidentificación L. piscium(Williams etd., 1990).
El géneroEnterococcusestá formadopor los denominadosantiguamenteestreptococos

fecaleso delgrupo D de Lancefield(Jones,1987),a excepciónde 8. bovis y 5. equinus,junto
adiversasespeciesderecienteidentificación(Devrieseero)., 1993).

Por otra parte, los estreptococosmóvilesdelgrupo N de Lancefield,incluidos previamente
en el géneroLactococccus,hanpasadoa constituirel género Vagococcus,con Vagococcus
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fluviales (y. fluviales) como cepatipo (Collins e! aL, 1989a). Posteriormente,algunos
lactobaciosatípicosaisladosdesalmónsehan identificadocomo 1/ salnwninarum(Wallbanks

e! aL, 19%).
En cuantoal géneroLactobacillus, las especiesLb. piscicola, Lb. divergensy Lb. camis,

anteriormenteclasificadasenel grupoIII, han pasadoa formarel géneroCarnobacreriunt,que
actualmentecomprendetambiénlasnuevasespeciesCarnobacteriumgallinarum (C. gallinarunt),

C. mobile,C. fundirumyC. alrerfundirum(Collinseral., 1987a;Wallbankseral., 1990;Franz-
manneral., 1991).Collinseral. (199la) sugierenel nombrede C. ,nalraromicus(antiguarnente,

Lb. mairaromicus)comosinónimode C. piscicola.
Respectoal géneroPediococcus,la especieP. urinaeequi se ha transferidoal género

Aerococcus(A. urinaeequi) y la especieP. halophilusha pasadoa constituirun nuevogénero
denominadoTerragenococcus(T. halophilus) (Collins a al., 1990a).Así pués,el género
Pediococcusquedaconstituidopor lassiguientesespecies:1-’. acidilacticí (incluyela mayoríade

lascepasde la especiedenominadaantiguamenteP. cerevisiae),P. pentosaceus,P. dammnosus,

P. dextranicus,P. inopinatusy P. parva/as.
Finalmente,el géneroLeuconos:ocestaconstituidopor las 4 especiesquese incluyenen la

últimaedicióndel “Bergey’s Manualof SysreniaricBacreriology” (1986) (Lc. mesenreroides,
Le. lacds, U. parainesenjeroidesy Le. oenos> y por 6 especiesmásde recienteidentificación

(Le. gelidum, Ix. carnosum,Le. amelobiosum,Le. ci!reum, Le. pseudomesenreroidesy Le.

fallax) (Martínez-Murciaeral., 199la; Pot eral., 1994b).
Considerandocomocaracterísticasdefinitoriasde las bacteriaslácticasla respuestapositivaa

la tinción de Gram, la incapacidadde esporular.el caráctermicroaerofflicoo anaerobio

facultativo,la ausenciade citocromosy catalasasensasiricro, la producciónde ácido láctico
comometabolitofinal mayoritariode lafermentaciónde hidratosdecarbono(al menosun 50%),
un contenidoG+C inferior a 55 mol%y unaestrecharelacióncon los alimentos,en esteeste
trabajoseconsiderará,al igual queen la mayoríadelas revisionestaxonómicasqueaparecenen
la bibliografía,que el grupo de las bacteriaslácticasestá constituidopor los géneros
Lacrobacillus, Camobacrerium, Srreprococcus, Lo,crococcus, Vagococcus, Enrerococcus,
L.euconosroc,Pediococcusy Terragenococcus(Tabla11.3).

Atendiendoal tipo de metabolismofermentativode los hidratosde carbonolas bacterias

lácticasse agrupanen tres categorías:homofermentativasobligadas,heterofermentativas
obligadasy heterofermentativasfacultativas(Axelsson, 1993). Las bacteriaslácticas

homofermentativasobligadas(Loerobacillus del grupo 1) degradanla glucosay otrashexosas
casi exclusivamentea ácido láctico,a travésde la ruta de Embden-Meyerhof,mediantela
participacióndel enzimafructosa-!,6-difosfatoaldolasa.Estosmicroorganismoscarecende los
enzimasglucosa-6-fosfatodeshidrogenasay 6-fosfogluconatodeshidrogenasay no son capaces
de fennentarlas pentosasni el gluconato.Las bacteriaslácticasheterofermentativasobligadas
(Leuconosrocy LacroMejí/asdel grupoIII) catabolizanla glucosay otrashexosashastaácido
láctico,dióxido de carbono,ácidoacéticoo etanoly las pentosashastaácidolácticoy ácido

acético,a través de la ruta de las pentosasfosfato mediantela intervencióndel enzima
fosfocetolasa.Estosmicroorganismoscarecendel enzimafructosa-l,6-difosfatoaldolasa.El
resto de las bacteriaslácticas(Lacrobacillusdel grupo II, Carnobacrerium, Lacrococcus,
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Vagocoecus,Srreprocoecus, Enrerocoecus,Pediocoecusy Tetragenococeus)fermentanlas
hexosas,al igual quelasbacteriaslácticashomofermentativasobligadas,casiexclusivamentea
ácido láctico a través de la ruta de Embden-Meyerhof;no obstante,algunosde estos
microorganismosa pesarde carecerdel enzimafosfocetolasa,en condicioneslimitantesde
hidratosde carbonoo de anaerobiosisproducenademásácido fórmico, ácido acéticoy etanol
(Coganer al., 1989). En lo que respectaa la utilizaciónde laspentosas,la mayoríade estos
microorganismosson capacesde fermentaríaspor acción de una fosfocetolasainducible,

produciendocantidadesequimolaresdeácidolácticoy acetato(Kandler,1983). El hechodeque

estosmicroorganismospresentenun perfil homofermentativo,en lo querespectaalmetabolismo
de lashexosas,y heterofermentativo,en lo queconcierneal metabolismode laspentosasy otros
sustratos(ej. gluconato),sugieresu denominacióncomobacteriaslácticasheterofermentativas
facultativas(Kandler, 1983; Kandlery Weiss, 1986; Axelsson, 1993). Por otra parte, las

bacteriaslácticaspuedenutilizarcomofuentedecarbonodiversosdisacáridoscomo,entreotros,
la lactosay la sacarosa.Estosazúcaresse internanen la célulaa travésdeun sistemapermeasa

dependientede ATP o del sistemafosfotransferasadependientede fosfoenolpiruvato(sistema
PEP-PTS)y son hidrolizadosasuscorrespondientesmonosacáridos;posteriormente,éstosson

degradadosa ácidolácticoy a otros metabolitosa travésde algunade las rutasmetabólicas

citadasanteriormente(Kandler,1983).

11.2.1.1.Consideracionesfiloeenéticasde las bacteriaslácticas

Atendiendoa la composicióndel ADN (mol% G+C), las eubacteriasGrain-positivasse
dividen en dos gruposdenominadosactinomicetey clostridial.El grupo actinomicete,o de

elevadoG+C, estácompuestoporbacteriascon un contenidoG+C superiora55 mol%, entrelas
queseincluyen los génerosB¡fldobaeterium,Arrhrobacrer, Micrococeus,Propionibaererium,

Mierobacterium,Corynebacreriunz,Aerinomycesy Srrepromyces(Woese,1987; Stackebrandty
Teuber,1988).Por otraparte,el grupoclostridial,o de bajo contenidoG+C, estácompuestopor
bacteriasconun contenidoG+C inferiora 55 mol% eincluyeatodoslos génerosquecomponen
el grupo de las bacteriaslácticasjunto a otros microorganismosaerobiosy anaerobios
facultativosdelos génerosBaelilus, Srap/zyloeoccusy Lísreriay microorganismosanaerobiosde
los génerosClosrridium, Peptocoecusy Ruminococcus,entreotros (Woese,1987;Stackebrandt
y Teuber,1988).

Estudiosde secuenciacióndelARNr 1 6S, realizadosempleandola transcriptasainversa,han
permitidoestudiaren profundidadlas relacionesfilogenéticasexistentesentre las bacterias
lácticas,poniendode manifiestosu discordanciacon la clasificacióntaxonómicaestablecida

actualmente,concittamenteen el casodelos génerosLeueonostoe,Pediococcusy Laerobacillus
(Collins eraL, 1989a; 1991a;Yang y Woese,1989; Martínez-Murciay Collins. 1990; 1991a;
Wailbankseral., 1990;Williams eral.,1991;Collinseral., 1993).

En elárbol filogenéticopropuestoparalasbacteriaslácticas(Axelson,1993)(Figura2.1) se
observa que los génerosEnrerococeus, Vagococcus, Laejococceus, Carnobacrerium,

Terragenococeusy Srreprocoecus,constituyenuna verdaderaunidadfilogenéticao supergrupo,
dentrode la cual las relacionesfilogenéticasmasestrechasse establecenentrelos géneros
Enrerococeus,Vagocoecus,Carnobacreriwn y Terragenocoecus.Estosmicroorganismosestán
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Figura 2.1. Árbol filogenético de las bacterias lácticas. Las distancias
evolutivas son aproximadas.
Abreviaturas: E, Enterococcus; y, Vagococcus; C. Carnobacterium; T, Tetragenococcus. Fuente: Collins e: al.
(1989, 1990, 1991); Martinez-Murcia y Colijas (1990); Wallbanks eral. (1990)y Willians cfal. (1991).
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filogenéticamentemásproximosalos delgéneroLisreria. o inclusoBacillus, queal restode las
bacteriaslácticas.Asimismo,los génerosLaerocoeceusy Srreproeoeeusestántambiénmás
relacionadosentresí, quecon el resto de las bacteriaslácticas.Sin embargo,losgruposque se
originan atendiendoa las relacionesevolutivasde los génerosLeuconosroc,Pediococeusy
LactoMci/las no se correspondencon los establecidostaxonómicamente.Las bacteriaslácticas
delgéneroLeuconosroc(grupo Leuconostoe)seescindenentresgruposconcategoríade género:
(i) grupoLeuconosrocsensasrricto o mesenreroides,quecontienela mayoríade lasespeciesde
leuconostoc(Le. mesenteroldes, Le. pseudomesenreroides,Le. laefis, Le. citreum(sinónimode
Le. amelobiosum),Le. gelidum, Le. carnosum,Le. fallax y Le. argentinum)y la especieLb.
fructosas y que constituiríanel géneroLeuconostocsensastricro (Yang y Woese, 1989;
Martínez-MurciayCollins, 1990; 1991a;Collins eral., 1991a;Dicks er al., 1993), (u) grupo
paraineseníeroides,integradopor la especieLe. parnmeserneroidesy por algunasde lasespecies
heterofermentativasdel géneroLacrobacillusquecontienenpuentesinterpeptidicosinusualesen
el peptidoglicanodela paredcelular (Lb. confusas,Lb. halorolerans,Lb. kandleri, Lb. ¡ninor y
Lb. viridescens)y que, juntoa la especiede recienteidentificaciónWeisellahe/len/ca,aisladade
embutidoscrudoscurados,conformaríanel géneroWeissella (Collins u o~l., 1993; Stiles y
Holzapfel, 1997) y. (iii) grupo Leueonostocoenos, con la especieLe. oenos (más
correctamente,Le. oeni), que constituiríael géneroOenococcus(Dicks u al., 1995). Este
microorganismoconstituyeun claroejemplode adapataciónevolutivay divergente,quehadado
lugara queen la actualidadseencuentrealejadofilogenétícanientede lasotrasbacteriasGram-
positivas.Lasrestantesespeciesdel géneroLaezobaelllusseescindenen dos grupos:(i) grupo
Lb. delbrueckii,queincluyela mayoríade los lactobacioshomofermentativosobligados(grupo

1) y dos especiesde lactobacilosheterofermentativosfacultativos(grupo II) y (u) grupo Lb.
easei-Pedtoeoeeus,quecomprendeel restode lactobacilos(grupos1, II y 111)y las 6 especiesde
Pediococcusmencionadasanteriormente(Collins eral., 1991a). Esteúltimo grupo constituye
unaunidadde grancohesiónfilogenética,con la especieP. dexrrinicuscomomiembroperiférico
(Collins ej al., 1990a).En la Tabla 11.2 se muestrala subdivisiónde lasprincipalesespecies
incluidas tradicionalmenteen los génerosLacrobacillus (grupos1, II y III), Leuconosrocy
Pediocoecusatendiendoa susrelacionesfilogenéticasy altipo de metabolismofermentativode
los hidratosde carbono.

Las principalesconclusionesque se obtienende los estudiossobre las relaciones
filogenéticasde las bacteriaslácticasson lassiguientes:(i) la morfologíacelularesun criteriode
escasavalidezpara establecerrelacionesfilogenéticas,comose demuestraen el casode la
estructurafilogenéticade Lacrobacillus,Pediococcusy Leuconosroey (u) serequierenrevisiones
taxonómicasadicionales,si bien, aún no existeun consensosobrelos criteriosa establecer.A
este respecto,Woese(1987) señalóque debe haberalgunacorrelaciónentre la posición
filogenéticay el fenotipode unadeterminadaespecieo cepabacteriana,si bien,resultadifícil
seleccionarla(s) característica(s)quese tendríanque emplearparaestablecerestascorrelaciones
de forma correcta.Vandammeej al., (1996)publicaronun excelentetrabajode taxonomía
polifásicabacterianaen el quese incluyeel grupo de las bacteriaslácticasy, concretamente,se
enumerany sedescribendiversascaracterísticasde lasespeciespertenecientesalos gruposLb.
delbrueekiiy Lb. easei-Pediceoceusy a los gruposLeueonos!oesensasinetoo mesenteroides,
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II. Introducción

paramesenreroidesy Leuconostoccenos.Recientemente,SÉilesy Holzapfel(1997)hanrealizado
unarevisióntaxonómicadelgrupode las bacteriaslácticasasociadasconlos alimentos,en la cual
se incluyen los géneros Laerobací/lus, Carnobaererium, Streptococeus, Lietocoeccus,
Vagococeus, Enterococcus, Leueonosroe, Oenococeus, Weissella, Pediocoecusy
Terragenococcusy se establecesu relacióncon los génerosdescritosinicialmentepor OrIa-
Jensen(1919)(Tabla 11.1).

11.2.2. Diferenciación de las bacterias lácticas a nivel de género y especie

Los criteriosempleadospor Orla-Jensenen 1919paraestablecerla primeraclasificaciónde
las bacteriaslácticascontinúanactualmentesiendode gran utilidad, desdeun punto de vista
práctico,parasu clasificacióna nivel de género.En la Tabla11.3 semuestranlas principales
característicasmorfológicas,fisiológicasy bioquímicasquepermitendiferenciarlos génerosde
las bacteriaslácticas(Axelsson,1993).Atendiendoa la morfologíacelular, lasbacteriaslácticas
sedividen en bacilos(Lacrobacillusy Carnobaeterium)y cocos(Streprococcus,Lacrococceus,
Vagococcus,Enterococcus,Leueonosroc,Pediocoecusy Terragenocoecus).Asimismo, la

divisióncelularalternativamenteen dos direccionesperpendicularesdentrode un mismoplano,
dandocomoresultadola formaciónde tétradas,es característicade los génerosPediococcusy
Terragenococcus.El crecimientoa 10 y a 450Cesunacaracterísticaútil paradiferenciaralgunas

delasbacteriaslácticasde morfologíacocoide.Así, pues,losenterococoscrecena 10 y a450C,
los lactococosy losvagococoscrecena 10 perono a450Cy losestreptococosno crecena 100Cy
sólo algunasespecieslo hacena450C.Por otra parte,la capacidadde desarrollarseen presencia
de un 6,5% de NaCí permitediferenciarel géneroEnrerococeusde los génerosLacrococeus,
Vagocoecusy Srreprocoecus,si bien,en el casodeesteúltimogénerosehandescritorespuestas
variablesdependiendode la especie(Mundt, 1986). Asimismo,el géneroTerragenococcuses
extremadamentehalotolerante,siendoel únicocapazdedesarrollarseenpresenciade un 18%de
NaCí. Otracaracterísticadiferenciadoraes la toleranciaa valoresde pH ácidos (pH 4,4) y
básicos(pH 9,6). A esterespecto,los enterococossonlos únicoscapacesde desarrollarsea pH
4,4 y a pH 9,6, mientrasque los estreptococosno crecena ninguno de estosvalores.Los
lactococosy vagococosno sedesarrollanapH 9,6 y sóloalgunasespeciescrecenapH 4,4. Otra
característicaimportanteparala diferenciaciónde lasbacteriaslácticasesel tipo de metabolismo
fermentativode la glucosa.Bajo condicionesde incubaciónestándar(ej. concentraciónno
limitantede glucosay de factoresde crecimientoy disponibilidadlimitadade oxígeno)las

bacteriaslácticashomofermentativasproducenácidoláctico comometabolitofinal mayoritarioy
las bacteriaslácticasheterofermentativasestrictasproducencantidadesequimolaresde ácido
láctico,ácidoacético/etanoly CO

2 (Sharpe,1979).Así, pues,la detecciónde la producciónde
CO2 a partirde la glucosaesunapruebarápidaquepermitedistinguirel tipo de metabolismo
fermentativode dicho azucar.LasespeciesdelgéneroLeuconosrocy algunoslactobacilosson
heterofermentativosestrictos, mientrasque el resto de las bacterias lácticas son
homofermentativas.Porotraparte,lasbacteriaslácticassediferencianpor los isómerosdelácido
lácticoqueproducen(D-ácidolácticoy/o L-ácidoláctico), lo queasuvezestádeterminadoporla
estereoespecificidadde los enzimaslactatodeshidrogenasaNAD~ dependientes,L-lactato
deshidrogenasa(L-LDH) y D-lactatodesbidrogenasa(D-LDH), quellevana cabola reducción
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II. Introducción

del piruvato. Esta característicapuedeser útil para diferenciarlas especiesdel génem
Leuconosrocdela mayoríadelos lactobaciosheterofermentativos,ya quelas primerasproducen
únicamenteD-ácidolácticoy los segundosformanácido láctico racémico(DL-ácido láctico),
graciasala presenciade unaracemasaqueefectúala conversiónentrelos dos isómeros.

Comoseobservaenla Tabla11.3, lascaracterísticasmorfológicas,fisiológicasybioquíniicas
descritasanteriormenteno permitendiferenciarlos génerosCarnobaereriumy Laerobacillusni los
génerosLacrocoecusy Vagococeus.No obstante,el desarrolloen agar acetatopermite
diferenciarlos génerosCarnobaeteriumy Lacrobacillus,debidoa la incapacidaddelos primeros
dedesanollarseendichomedioapH 5,6 (Hammeseral., 1992).Por otraparte,losvagococosy
lascarnobacteriaspresentanunacomposiciónde ácidosgrasosmuy panicular,lo cualpermite
distinguirlosde los otrosgénerosde las bacteriaslácticas.Asimismo,la mayoríade las especies
delgéneroCarnobacreriumsonmóviles, lo cualesunacaracterísticapoco comúnentreel resto
delasbacteriaslácticas(Collins eraL, 1987a;1989a).

La descripcióndetalladade las característicasquepermitendiferenciarlasbacteriaslácticasa
nivel de especie,asícomola enumeraciónde las especiesquese incluyenen cadagénero
resultaríaimprocedenteen este trabajo;no obstante,a continuaciónse citan las principales
pruebasy técnicasempleadaspara su identificación(Stahlej cl., 1990; Pot ej aL, 1994b;
Vandammeer cl., 1996). En determinadasocasiones,algunasde las pruebasfisiológicas y
bioquímicasmencionadasanteriormentepuedenresultartambiénútiles parala diferenciaciónde
las bacteriaslácticasanivel de especie;no obstante,parasucorrectacaracterizaciónse requiere
siemprela realizaciónde pruebasadicionales,entrelasquese incluyen:(i) la determinacióndel
patrónde fermentaciónde hidratosdecarbono;(u) la hidrólisisde la arginina;(iii) la producción
de acetoina(pruebade Voges-Proskauer);(iv) latoleranciaalabilis; (y) la actividadhemoliticay
el tipo de hemólisis;(vi) los requerimientosde factoresde crecimiento;(vii) la producciónde
polisacáridosextracelulares;(viii) las característicasde crecimientoen la leche;(ix) la presencia
de ciertosenzimas(ej. 13-galactosidasay13-glucoronidasa)y (x) los ensayosserológicos.Otras
técnicasquimiotaxonómicasy molecularesempleadasincluyen: (i) el análisisde la composición
de la pared celular para determinarla presenciade ácido diaminopimélico,el tipo de
peptidoglicanoy la presenciay tipo de ácidosteicoicos;(u) la movilidadelectrofor~ticade las
lactatodehidrogenasas;(iii) el tipo dequinonasisoprenoidesy de ácidosgrasosdela membranas
citoplásmicas;(iv) la estructuray las relacionesinmunológicasde algunosenzimas(ej.
dehidrogenasas)y (y) el patrónelectroforéticode proteínastotalesen gelesde poliacrilamidacon
dodecilsulfatosódico(SDS-PAGE).En cuantoalas técnicasmolecularesanivel de los ácidos
nucleicosse incluyen:(i) el contenidomol% G+C delADN, (u) el análisisde los fragmentosde
restriccióndel ADN genómico o plasmídico,(iii) la hibridaciónde los ácidos nucléicos
(ADN:ADN y ADN:ARNr) y (iv) la secuenciacióndel ARNr 16S y 23S para,posteriormente,
realizarun análisiscomparativode sussecuencias.Finalmente,otrastécnicasmencionadasen la
literaturaconsultadaincluyen: (i) el empleode anticuerposmonoclonales(Hammondser aL,

1992) y (u) el estudiocomparativode los patronesde actividadbacteriolítica(Pompeler al.,
1992a).
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II. Introducción

11.2.3. Bacterias lácticas del género Enterococcus

El género Enterocoecus(Thierceliny Jouhaud,1903; Kalina, 1970) fue propuesto
nuevamentepor Schleifery Kilpper-Báiz(1984),conobjetode acomodartaxonómicanientelas
especies5. faecalls (actualmenteE. faecalis) y £ faecium (actualmenteE. faecium)asociadas
tradicionalmentea otros estreptococosdel grupo D de Lancefieldcomouna subdivisióndel
géneroSrreptoeoceus(Sherman,1937; Jones,1978). Diversosestudiosquimiotaxonómicosy
filogenéticosrealizadosesemismo añojustificaronla transferenciaal géneroEnrerococeusde
otrasespeciesde estreptococosdel grupo D de Lancefield,como 5. avium (E. avium), Y.

ga/linarum(E. ga/tinarum), Y. faeciumsubesp. easse/¡flavus(E. casse/¿flavus),5. faeca/is
variedad ,nalodoratus(E. malodoratus),5. durans(E. durans) (Collins er aL, 1984a)y 5.
saccharolyricus(E. saeeharolyricus)(Rodriguesy Collins, 1990), así comode la especieS.
eecorum(E. cecorum),un estreptococoque no presentael antígenoD de Lancefleld(Willians er
al. 1989).Posteriormente,9 nuevasespeciesde enterococoshansidodescritas:E. hirae (Farrow
y Collins. 1985), E. ,nundtii (Collins er aL, 1986a), E. pseudoavium.E. rafflnosus, E.

solirarius(CollinseraL, 1989b),E. eolumbae(DevrieseeraL, 1990),E. dispar(Collins eraL,
1991b),E. sulfureus (Martlnez-Murciay Collins, 1991!,) y E. flavescens(Pompei er aL,

1992b). En 1991, Kusudaer cl. propusieronla inclusiónde E. seriolicidaenel género,sin
embargo,recientesestudiostaxonómicossugierensu identidadconLe. garviea (TeixeiraeraL,
1996). Asimismo, diversosestudiosfilogenéticoshan reveladoque E. solirarius estámás
relacionadocon el géneroTerragenococcusque con el géneroEnrerococcus(Collinser aL,
1990a;Williams eral., 1991).Por otraparte,es interesantedestacarquelasespeciesY. bovis y
5. equinus,tradicionalmenteasociadascon losenterococospor compartirlos mismoshabitatsy
presentarel antígenoD de Lancefield,se incluyenactualmenteen el géneroSrreprocoeeussensu

srricro (Schleifery Kilpper-B~tlz, 1987).
Recientemente,estudioscomparativosde lassecuenciasde la subunidad16S del ARNr dela

mayoríadelasespeciesqueconstituyenel géneroEnrerocoecushanpermitidosuclasificaciónen
los siguientesgrupos:grupo 1, o grupoE. faeeium.constituidoporE. faeeium,E. durans. E.

hiraey E. mundrii, conunasimilitud entrelassecuenciasdelARNr 16Sdel 98,7-99-7%;grupo
II, o grupoE. avium, integradopor lasespeciesE. avium, E. raifinosus, E. malodorarusy E.
pseudoavium,conunasimilitudde lassecuenciasdelARNr 16S entreel 99,3 y 99,7%;y grupo
III, o grupoE. gallinan¿m, formadoporE. ga/Jinarum y E. cassehflavus,cuyassecuenciasdel
ARNr 16Smuestranunahomologíadel99,8% (Wi]liams eraL, 1991). El restodelasespecies
del género, incluyendola especietipo E. faecalis, así como las especiesE. dispar, E.

saccharolyricus,E. sulfureus,E. eecorumy E. columbae, constituyenlíneasevolutivamente
independientes;no obstante,E. eeeorumestámásrelacionadocon E. eolumbaequecon los
restantesenterococos,por lo que ambasespeciesconstituiríanel grupoIV, o grupo E. eecorum.
La últimaclasificacióndel géneroEnrerococcusaparecidaen la literatura,así comola antigua
denominaciónde las especiesquelo integranse muestraen la Tabla11.4.

11.2.3.1. Características2enerales

Los enterococossonbacteriasGram-positivas,demorfologíacocoide.no esporuladasy que
aparecenen laspreparacionesal microscopioformandoparesy/o cadenascortas.El tamañode

25 Pilar Caraus1am



0
5

0
5

0
5

0
’

—
—

—
—

‘—
‘-,

‘—

4
>

4
>

4
>

4
>

eh
eh

eh
eh

0
0

0
0

Q
Q

U
U

‘aa)
‘oeha)

o
cd

e
h

—

eh
.!~..
~

.~
1eh

~

s
c
.>

C
o

E
(4

E01

C
o

‘~ 1o)0~

~
11

II.
Introducción

Ir>C
o

-’

eh
O

’

?
..

4>

0
—

e
n

-4

eh

~
o

~
u

—
eh

4>
a

)

d
i’ojo

ji

u—
—

4
>

4
>eh

.2.5,

.0
eh

‘oeh
ehE

4ia

C
oAC
o

—

(4
C

O

e
—4>E0(4¡4ueh

¡

os-4;~
4

>

eha
)

>
1

a)1
-

‘OEo-¡4a)

~
5~

E
ehE‘-o

:

E(44>

1~~~

oici

¡4a
)

eha
)

c
e

u0
.

a
)

¡¡4
‘oAeha

)

-4

r
O

’
4

05
~2

~.~
.•~

~

eha
)

>
1

q
.2

o
‘~

~
.5

~
n

¡Ea
au0h

E1..

(44>(4(4
—

(4
(4

‘e>

4.)

-aoLe4)

‘4)4)e’e
j

1‘oo>4e’

‘o4.)
uej

o4e’
3e’

te
.

o)
¡4~4z14o)
e

n

COo‘ao1EoH1~0cl,

e
n

1‘a¡4¡4
.0(ao)
‘a¡41o)‘e4)¡4oze,

C
o

(4

C
o

u..

(4
e

-.,
C

o

Eu..

E
Co

~
0

C
o

a

EO(44>
C

o

a’
a

u..

C
o

C
o

4>u...

C
o

4>(4C
o

q~..

26
P

ilarCasaus
Lara



IL Introducción

las coloniasde lasespeciesdelgrupoE. aviumesmenorqueel de laespecieE. faeciumy queel
de las especiesdel grupo E. gallinarum.En cuantoa la composiciónde la paredcelular,el
peptidoglicanode todaslasespeciesesdel tipo Lys-D-Asp,exceptoen el casode E. faeca/isque
esdeltipo Lys-Ala23. Respectoa los marcadoresquiniiotaxonómicos,E. faecalisposeedimetil-
menaquinonascon 9 unidadesde isopreno,mientrasque E. cassel¡flavusy E. gallinarum
presentanmenaquinonasquecontienen7 u 8 unidadesde isoprenoy el restode las especies
carecende menaquinonasy quinonasisoprenoides(Schleifery Kilpper-BMz, 1987).

Los enterococosson microorganismosquimiótrofos y su desarrollo depende
fundamentalmentede la presenciade hidratosde carbono.Asimismo,poseenun metabolismo
fermentativo,por lo queson incapacesde sintetizarATP porrespiración,pero,sin embargo,son
microorganismosanaerobiosfacultativos.Los enterococosson microorganismoscatalasa-
negativose incapacesde sintetizarcitocromos;no obstante,seha observadoqueE. faecalises
capazde sintetizarlosen presenciade una fuentede hemina(Ritchey y Seeley,1976). La
fermentaciónde laglucosatienelugaratravésde la rutametabólicade Embden-Meyerbof,con la
producciónde 1-ácidolácticocomo principal metabolitofinal. Cuandolos enterococosse
cultivanen medio líquido,el pH finaldetectadoesinferiora 4,2 (Bridgey Sneath,1982). Bajo
condicionesdeaerobiosis,estosmicroorganismosconviertenla glucosaademásaácidoacético,
acetoinay CO2 (London y Appleman,1962) y, asimismo,se ha observadoqueen estas
condicionesla masacelular final es un 40% superior a la obtenidaen condicionesde
anaerobiosis.En cuantoal aprovechamientodelas pentosas,todoslos enterococosfermentanla
ribosa (Bridge y Sneath,1982), a excepciónde E. flavescens(Pompei er al., 1992b).
Finalmente,algunosenterococospuedentambiénobtenerenergíaa partirde la fermentaciónde
diversosaminoácidoscomola argininao laserma(DevrieseelaL, 1992). Aunquesedisponede
escasainformaciónsobrela distribucióndelos enzimasqueintervienenen las rutasmetabólicas,
seconoceque, por ejemplo,E. faecalisy E. aviumposeenlosenzimassuperóxidodismutasa
(SOD),NADH oxidasay NADH peroxidasay, además,los enzimaspiruvatooxidasay L-
lactatooxidasa,respectivamente.En lo querespectaaE. faecium,Zitzelsbergereral. (1984)han
confirmadola presenciade SOD, NADH oxidasay L-lactatooxidasa.

Los enterococospresentanexigentesrequerimientosnutritivos, siendonecesariosparasu
crecimiento,al menos,10 aminoácidos,basespúricasy pirimidínicasy ciertasvitaminascomo,
entreotras, la biotina,el nicotinato,el pantotenato,la riboflavina y la piridoxina (Niven y
Sherman,1944).Además,E. faecalis requiereácidofólico y, en el casode utilizarel piruvato
comofuentede energía,lipoato (Deibel, 1964).

Los enterococoscrecenen presenciadeun 40% de salesbiliares,hidrolizanla esculina,no
son inhibidospor un 0,04% de azidasódicay presentanunarespuestapositivaa la pruebade
MR-VP(producciónde ácidoy acetoinaapartir delaribosa),exceptolasespeciesE. .flaveseens

(MR negativo)y E. saccharolydcus(VPnegativo).Porotra parte,las especiesE. sa/fureusy E.
saeeharolyricus,asícomolasdelos gruposE. aviumy E. cecorum,no hidrolizanla arginina.En
cuantoa los patronesde fermentaciónde hidratosde carbono, las especiesdel género
Enrerococcusmuestranunagran variabilidad,por lo queel análisisdelos mismospuedeserde
granutilidad parasudiferenciación(Devrieseerd.,1993).Lasespeciesdel grupoE. gallinarum
son móviles y las especiesE. mundril, E. casse/¡flavus,E. sulfi¿reus y E. flaveseensson

27 Pilar Casaus 1am



II. Introducción

pigmentadas.Losenterococossonmicroorganismosureasa-negativosy algunasespecies,como
lasde grupoE. avium, son a-hemolíticas.En lo querespectaalaspruebasserológicas,setiene
constanciade queno todaslasespeciesdel géneropresentanel antígenoD de Lancefield;así,
pues,estáausenteen lasespeciesdelgrupoE. cecorum,en algunascepasdel grupoE. aviumy
en lasespeciesE. saecharolyrieus,E. dispary E. sulfureus.Asimismo,aunquela mayoríade los
enterococosse desarrollana 10 y a450C,avaloresde pH 4,4 y 9,6 y enpresenciade un 6,5%

de NaCí, las especiesE. dispary E. sulfureusno crecena 450Cy las especiesdel grupo E.
ceeorumno lo hacena 100Cy, por otra parte,estasúltimasy las del grupoE. avium presentan
un crecimientomuy lento enpresenciade un 6,5% de NaCI (Devrieseeta!., 1993; Devriesey
Pot, 1995).

En lo que respectaal contenidoG+C, todaslas especiesdel géneropresentanun 38-41
mol%, exceptoenel casode laespecieE. cassel¡flavus,cuyovaloresligeramentesuperior(41-
45 mol%).

11.2.3.2.Habñan

Los enterococosformanpartede la flora habitualdel tracto intestinaldel hombrey de
algunosanimales(Tabla11.4>, influyendofavorablementeen su equilibriomicrobiano(Devriese
eral., 1992;Tannock,1992).Algunasespeciesparecenmostrarunagranespecificidadencuanto

alhospedador,así,por ejemplo,E. duransse ha aisladode intestinoshumanosy de poíío,pero
no de otros animalesde granjay E. faeciumes la especiequeseaislaconmayor frecuenciade
poílossanosy de cerdos.Las especiesquese aislandelhombrecon mayorfrecuenciason E.

faecalisy E. faeciunt,si bienla incidenciade estasdosespeciespareceestarinfluidapordiversos
factorescomo,entreotros,la dietay la edaddelhospedador.Así, porejemplo,en paísescomo
ReinoUnido y EstadosUnidosse aislanmayoritariamentecepasde E. faeca/is,mientrasqueen
la India, Japóny Ugandala incidenciade E. faeeiumes igual o superiora la de E. faecalis

(Finegold et al., 1974). Por otra parte,los poííosportany excretanun alto contenidode E.

faecalisdúrantelasprimerassemanasde viday durantesu desarrollodesciendela presenciade
estacepa;sin embargo,la poblaciónde E. faeciumsemantieneconstantey aumentala presencia

de E. gallinarunz(Kaukaseral., 1986).En determinadoshospedadores,se haobservadoquelos
enterococosconstituyenla flora intestinalpredominantedurantelos 2-3primerosdíasde vida, y
quetrasaproximadamente2 semanassupresenciasereduceconsiderablemente(Devrieseeral.,
1992).

E. faecalisy E. faecium, asícomoalgunasespeciespigmentadas,comoE. mundrii y E.

cassel¡flavus,se han aisladotambiénde plantase insectos(Martin y Mundt, 1972). Por otra
parte,algunasespeciesdeenterococossehanaisladode procesosclínicosen el hombrey en los
animales(GálvezeraL, 1986;DevrieseeraL, 1987;Facklameral., 1989;Pompeiero)., 1991).

Finalmente,los enterococosse han aisladode numerososalimentos,entrelos que se
incluyenla lechey los productoslácteos(McKay, 1990;VlaemynckeraL, 1994;OlasupoeraL,

1994;TorriTarellieraL, 1994;FaríaseraL, 1996),los embutidoscrudoscurados(Genigeorgis
eraL, 1976;GarrigaeraL, 1993a;SameliseraL, 1994;CintaseraL, 1995, 1998a;Devrieseer

aL, 1995; Aymerich,1996), los vegetalesy los ensilados(McKay eraL, 1990;Villani eral.,
1993;Torri Tarelli er aL, 1994),las aceitunasnegras(FranzeraL, 1996) y el pescado(Ben
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EmbarekeraL, 1994).

11.2.4. Actividad antimicrobianade las bacteriaslácticas

Las bacteriaslácticascontribuyenfavorablementeen la conservaciónde los alimentosen

generaly de los productoscárnicosfermentadosen particulardebidoa sucapacidadde inhibirel
desarrollode un gran númerode microorganismospatógenosy/o alterantespresentesen la
materiaprimay conveNirse,por lo tanto,en la flora prédominantede estosprodutos.Los
principalesmecanismosde antagonismomicrobianoson la competenciapor los nutrientesdel
mediode cultivo o sustratoy la formaciónde ácidosorgánicos(ácidolácticoy acético),conel
consiguientedescensodel pH (Daeschel,1989; Lindgreny Dobrogosz,1990). Además,las
bacteriaslácticasproducenotras sustanciasantimicrobianascomo el etanol, el dióxido de
carbono,el diacetilo,el acetaldehído,el peróxidodehidrógenoy otrosmetabolitosdel oxigeno,
el benzoato,los isómerosD de los aminoácidos,la reuterinay otroscompuestosno proteicosde
pequeñotamañomoleculary, por último, sustanciasproteicasdenominadasbacteriocinas

(Lindgreny Dobrogosz,1990; Piard y Desmazeaud,1991; De Vuyst y Vandamme,1994b).
Debidoal crecienteinterés,tantode la comunidadcientíficacomode los sectoresindustriales,en
la investigaciónde las bacteriocinascomobioconservantesnaturalesde los alimentosformando
partede un sistemade barrerasmúltiples,asícomoaqueel objetivo fundamentalde estetrabajo
esla caracterizaciónbioquímicay genéticade nuevasbacteriocinasde interésen la industria
alimentaria,las característicasprincipalesde estassustanciasantimicrobianasse describirán
detalladamenteenlas secciones11.3 y 11.4. No obstante,acontinuaciónseexponenbrevemente
las característicasmás relevantesy los mecanismosde acción de otros compuestos
antimicrobianosproducidospor las bacteriaslácticasque tambiénpresentaninterésdesdeun
punto de vista tecnológicoe higiénico-sanitariopor su aplicacióncomo bioconservantesen la
mdustriaalimentaria.

11.2.4.1.Acidosorgánicosy etanol

Los ácidosorgánicos,una vez sintetizados,son liberadosal medio extracelulardonde,
ademásde contribuir a las característicasorganolépticasdel producto,inhiben o retardanel

desarrollode un gran númerode microorganismosalterantesy patógenos,entrelos que se

encuentranE. coli, Pseudomonasspp., Sa/monellaspp. y Closrridium spp. (Przybylskiy
Witter, 1979; Adamsy Halís. 1988).Tambiénsehadescritoquelos ácidosorgánicosinhibenla
germinaciónde las esporasde Bacillus cereus(B. cereus) (Wong y Chen, 1988) y Cl.

tyroburyricum (Blochery Busta, 1983) y, fundamentalmenteel ácido acético,el desarrollode
algunoshongosy levaduras(Baird-Paker,1980)..

El efectoantimicrobianonetode los ácidosorgánicosdébilesdependedela concentraciónde
susformasmoleculares(fracciónno disociada)y aumenta,por lo tanto, a valoresbajosde pH
(Rubin y Vaughan,1979;Baird-Paker,1980; Adamsy Halís, 1988).Las formasno disociadas
penetranen el interiorde lascélulas,interfiriendoconfuncionesmetabólicasesenciales,comola
translocaciónde protonesy sustratos,lafosforilaciónoxidativay lareduccióndelpH intracelular

(Baird-Parker,1980). Por otra parte, unaelevadaconcentraciónde protones(He) en el medio
extracelulardisminuyeconsiderablementesu pH, así comoel pH intracelular,lo cual tiene
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efectosperjudicialessobrela paredcelular,membranaplasmáticaexterna,espacioperiplásmicoy
membranacitoplasmáticainterna y contribuye,además,a la desnaturalizaciónde diversos
enzimasy a la desestabilizaciónde la permeabilidady de] potencialde lasmembranas(Booth y
Kroll, 1989).

11.2.4.2. Peróxidode hidróaenoy otrosmetabolitosdel oxlaeno

En condicionesde aerobiosislasbacteriaslácticassintetizanperóxidode hidrógenoa partir
de la forma reducidade la nicotinamida-adenin-dinucleótido,por acciónde una flavoproteina
NADH:H202 oxidasa(Condon, 1987). Asi mismo, estosmicroorganismospuedengenerar
peróxido de hidrógenoa partir de los anionessuperóxido(02-) endógenos,por acciónde la
enzimasuperóxidodismutasa(SOD) o por accióndel catiónmanganesopresentea elevadas
concentraciones(20-25 mmoIIL)en el citoplasmade lasbacteriaslácticasquecarecende SOD
(Archibaldy Fridovich, 1981). Por otra parte, en presenciadel peróxidode hidrógeno,los

anionessuperóxidopuedengenerarradicaleshidroxilo (-01W) (De Vuyst y Vandanime,1 994b).
El peróxidode hidrógenoformadoseacumulaenel mediode cultivo o en el sustrato,ya quelas
bacteriaslácticasno poseencatalasaen sentidoestricto,debidoasu incapacidadde sintetizar
hemoporfirinas;no obstante,estosmicroorganismosse autoprotegende los efectosnocivosde
su acumulaciónmedianteun controlde las accionesenzimáticasde la NADH:H202 oxidasa,la
NADH:H20 oxidasay la NADH peroxidasa,atravésde sus actividadespseudocataiásicaso por
su liberaciónal medioextracelular(Condon,1987).

El efectobactericidao bacteriostáticodelperóxidode hidrógeno,delos radicaleshidroxilo y
de los anionessuperóxidoes debido a su elevadopoderoxidante,que provoca(1) la
peroxidaciónde los lípidos de membrana,incrementandodeestemodola permeabilidadcelular,
y (u) la inactivaciónde coenzimas(ej. coenzimaA) y enzimascomo, entreotras, la
gliceraldehldo-3fosfato-deshidrogenasa,la lactatodeshidrogenasay la alcoholdeshidrogenasa,
debidoala oxidaciónde susgrupossult’hidrilo (Kong y Davidson,1980). La elevadatoxicidad
de estoscompuestostambiénesdebidaasucapacidadde destruirestructurasbásicasmoleculares
de lasproteínascelularesy de producirdañosen el materialgenético,comola roturade enlaces
intra e intercatenariosdel ADN, la alteraciónde basesnitrogenadasy la inhibición de la
ícplicacióncromosémica(Piard y Desmazaud,1991).

Debido al potenteefectoantimicrobianodelperóxidodehidrógeno,seha sugeridoel empleo
comocultivos iniciadoresdebacteriaslácticasproductorasdelmismo,principalmentedelgénero
Lacrobacillus. En estesentido,Gilliland y Speck(1977) comprobaronque la producciónde
peróxidode hidrógenopor Lb. acidophíluseraparcialmenteresponsablede la inhibición del
desarrollode microorganismospatógenosde origenalimentariocomo,entreotros, St. aureus.

Finalmente,el peróxido de hidrógenopuedeejercersu efectoantimicrobianode forma
indirectaal reaccionarcon otrassustanciaspresentesen el sustratoy originar compuestos
antimicrobianosadicionales.Concretamenteenla lechecruda,el peróxidodehidrógenoactivael
sistemaantimicrobianolactoperoxidasa(SLP) ya que oxida el tiocianato,en una reacción
catalizadaporla lactoperoxidasa,produciéndosecompuestosantimicrobianoscomo, entreotros,
el hipotiocianatoy el tiocianógeno(Thomas,1985).La toxicidaddeestoscompuestospareceser
debidaa su capacidadde oxidar los grupos sulfhidrilo de proteínasestructuralesy enzimas
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metabólicosvitales para los microorganismos,como la aldolasa,la hexoquinasay la
gliceraldehldo-3fosfato-deshidrogenasa(Bjórck, 1985). Las bacteriaslácticasson capacesde
activar el sistemaantimicrobianolactoperoxidasacuandose desarrollanen condicionesde
aerobiosisy resultanminimamenteafectadaspor el mismo (Carlssonet aL, 1983). Por el
contrario,el SLP es un potenteinhibidordel desarrollode un grannúmerode bacteriasGram-
positivas,como Ls. monocyrogenesy Sr. aureus, y Gram-negativas,como Pseudomonas

aureaginosa(Ps.aureaginosa),E. coli y £ zyphimurium(Pruitt y Reiter, 1985).

11.2.4.3.Dióxido de carbono.diacetiloy acetaldehido

Las bacteriaslácticasheterofermentativasproducendióxido de carbonocomo metabolito
final de lafermentaciónde lashexosas.Asimismo,algunasbacteriaslácticashomofermentativas
son capacesde producireste compuestoa partir del malatoy del citrato (London, 1990). La
producciónde dióxido de carbonoesmuy importantedesdeun punto de vista tecnológicoen la
industrialáctea,ya queesresponsablede la formaciónde los “ojos~~ característicosde algunos
tipos de quesos.Por otraparte,el dióxido decarbonoejerceunaaccciónantiniicrobianafrentea
diversosmicroorganismos,ya quecreacondicionesde anaerobiosisen el sustratoen el quese
produce,contribuyeala disminucióndelpH extraeintracelulary seacumulaenla bicapalipídica
de las membranascelularesprovocandosu desestabilización(Eklund, 1984). La actividad
antiniicrobianadeldióxido decarbonoesespecialmenteimportanteen la conservaciónde carnes,
pescados,frutas, verdurasy hortalizas refrigeradaspara inhibir el crecimientode
microorganismospsicrótrofos,y en la fermentaciónde vegetalesy ensiladosparaprevenirel
desarrollode mohos(Lindgreny Dobrogosz,1990).

Algunasbacteriaslácticasproducendiacetilo,acetoinay 2-3 butanodiola partirdel piruvato
(Condon, 1987). La cantidadde diacetiloformadoapartir de la fermentacióndelas hexosases
pequeña;no obstante,en presenciade citratoy otra fuentedeenergíametabolizable(hexosas)se
producencantidadessignificativasde estecompuesto,ya que el citratoes degradado,via
píruvato,a diacetio(Starrenburg,1991). Éste,unavezsintetizado,seliberaal medioexocelular
donde,ademásde contribuir al desarrollodel aromade los productosfermentados,comola
mantequillay algunostiposde quesos,ejerceunaacciónantiniicrobianafrenteaun grannúmero
de bacteriasGrani-negativascomo, entreotras, Enrerobacreraerogenes,E. coli, Pseudomonas

spp. y Salmonellaspp. (Jack, 1982a),hongosy levaduras(JayeraL, 1983)y en menormedida
bacteriasGram-positivascomo Sr. aureus(Jack, 1982b). Respectoal mecanismode acción
antimicrobiano,lay (1986) sugierequeel diacetiloreaccionacon la argininade los enzimas
microbianos,inactivándolosporel bloqueoo modificaciónde suscentroscatalíticos.Además,el
diacetiloinactivala proteínade unión de la argininade lasbacteriasgram-negativasy de este
modointerfiereen la utilizacióndeestafuentede nitrógeno.

El acetaldehidoes otro de los metabolitosproducidospor las bacteriaslácticas
heterofermentativasa partirde los hidratosde carbono.Estecompuestoes reducidoa etanolpor
acciónde la NAD-alcoholdependientedeshidrogenasa,por lo quela ausenciao represiónde este
enzimase traduceen la secrecióny acumulaciónde acetaldehídoen el medio extracelular.
Asimismo,algunasbacteriaslácticascontienenuna aldolasaque metabolizala treoninaen
acetaldehidoy glicina. Las bacteriaslácticasempleadascomo cultivos iniciadoresen la
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elaboracióndel yogur (Lb. delbruecldi subesp.bulgaricus y 5. rhermophi/us)no contienenel
enzimaNAD-alcoholdependientedeshidrogenasay producenacetaldehidoa partir de la treonina
(DeVuysty Vandamme,1994b),lo queconfiereel aromacaracterísticoaesteproducto.Por otra
parte, Kulshresthay Marth (1974a; 1974b; 1974c) han demostradoqueconcentracionesde
acetaldehídoentre10-100ppm inhibenel crecinjientodemicroorganismosalterantesy patógenos
de la leche,comoSt aureus,5. ryphimuriumy E. ccli. Considerandoestosresultados,y dadala
concentraciónde acetaldehídoen el yogur (25 ppm), seríainteresantela obtención,mediante
técnicasde ingenieríagenética,de cepashiperproductorasde estasustancia,con el fin de
incrementarsueficaciacomoantagonistasdeldesarrollodemicroorganismosno deseables.

11.2.4.4.R~uIedna
Lb. reuteri es una bacterialáctica heterofermentativaque predominaen el tracto

gastrointestinaldel hombrey de los animalesy quefue aisladapor primeravez por Lerchey
Reuter(1962).Axelsoneral. (1989)comprobaronquecuandoLb. reureri sedesarrollababajo
condicionesde anaerobiosisen presenciade glicerol producíauna sustancia,denominada
reuterina,con un tamañomolecularde 200 dáltones(Da) y resistentea la acciónde enzimas
proteolíticos(Axelsoner al., 1989). Posteriormente,la reuterinaseaisló, purificó e identificó
comounamezclaen equilibrio de monómeros,monómeroshidratadosy dímeroscíclicosdel
compuesto¡3-hidroxipropionaldehido(Talarico et aL, 1988; Talarico y Dobrogosz, 1989),
producidoduranteel metabolismoanaerobiodelglicerolenunareaccióncatalizadapor la glicerol
deshidratasadependientede la coenzimavitaminaB12 (Talaricoel al., 1988; Chung eí al.,
1989). Asimismo, el 13-hidroxipropionaldehídopuedeser reducidoa 1-3 propanodiolpor la
accidnde un enzimaoxidoreductasadependienteNAD+ producidopor Lb. reureri (Talaricoel
al., 1990). Estosdosenzimasformanpartede unaruta metabólicaenla cualseutiliza el glicerol
comoaceptorde hidrógenoduranteel metabolismofermentativode los hidratosde carbono.Lb.

reureri producemás~hidroxipropionaldehidodelquees reducidopor lo queexcretasuexcesoal
mediodondeejercerásu acciónantimicrobiana.El mecanismode acciónde la reuterinapuede
consistir en la inactivaciónde los enzimasque poseengrupossulfhidrilo, talescomo la
ribonucleátidoreductasa,un enzimauniversalquecatalizala primeraetapade la biosíntesisdel
ADN (Talaricoy Dobrogosz,1989).

La reuterinaposseeun amplioy potenteespectrode accióne inhibeel desarrollode diversas
bacteriasGram-negativasy Gram-positivas,hongos,levadurasy protozoos(Axelsoner al.,

1989;Chunger cd., 1989).En los últimosañosse hanpublicadovariostrabajossobrela posible
utilizaciónde Lb. reurerí y/o de la reuterinacomobioconservantesen la industriaalimentaria.
Daeschel(1989) observóque tras la adiciónde reuterinaa la carnefrescade vacadisminuía
considerablementeel número de coliformes. Asimismo, Lindgren y Dobrogosz(1990)
propusieronla adiciónde Lb. reifler y glicerol paraextenderla vida útil de productosfrescos
perecederos,como los pescadosrefrigerados,ya quedisminuyela tasa de microorganismos
Gran-negativosquepresentandeforma natural.
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11.3. BACTERIOCINAS DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS

La primeravez que establecióla asociaciónentrela actividadantimicrobianade un
microorganismoy la producciónde una sustanciafue en 1925, cuandoGratiaobservóquetras
cultivarunacepadeE. coli Ven medioliquidoéstaproducíaunasustanciadializabley estableal
calorqueinhibía el desarrollode E. coli, a lacualdenominócolicina V (actualmentemicrocina,
Faitheral., 1992). Posteriormente,comoresultadode las investigacionesde Fredericq(1948),
sedescribieronnuevascolicinasproducidaspor miembrosde lafamiliaEnterobacteriaceaequese
clasificaronen 20 tipos segúnsu adsorciónespecíficaa determinadosreceptores.Estemismo
investigadorobservóquealgunosestafilococosproducíansustanciasdel tipo de las colicinasque
inhibíanel desarrollode otros microorganismosde su mismogéneroy de otrasbacteriasGram-
positivasperono el de bacteriasGram-negativas(Fredericq,1946).

En 1928, Rogersdescribiópor primeravezla producciónde proteínasantimicrobianaspor
bacteriaslácticas,concretamentepor las especiesSrreptococcuslacris (actualmenteL. lacds

subesp.lacris) y Lactobacillusbulgaricus (actualmenteLb. delbrueckiisubesp.bulgaricus).
Posteriormente,Maticky Hirsch (1947) observaronquediversascepasde estreptococosdel
grupo N de Lancefieldproducíanun compuestoantimicrobianoy lo denominaronnisina (del
inglésnisin, GroupN Jnhibirory Subsrancey la terminación-in, empleadacomúnmentepara
designarlosantibióticos).Asimismo,Whitehead(1933)describióla producciónde unasustancia
antimicrobianapor diversascepasde L. lacris subesp.cremoris de origen lácteo, a la cual
denominó diplococcina,debido a la ordenacióndiplococalque mostrabanlas bacterias
productoras.

11.3.1. Definición y nomenclaturade las bacteriocinas

El término“bacteriocinas”fue propuestopor primeravez por Jacober aL (1953)conel
objeto de englobarlas diferentessustanciasproteicasconactividadantimicrobianaproducidas
por bacteriasGrarn-negativasy Gram-positivas.Lasbacteriocinasse definieroncomoun grupo
de sustanciasantimicrobianasde origenbacterianodeltipo de lascolicinas,caracterizadaspor(i)
su adsorcióna receptoresde membranaespecíficos;(u) su actividadintraespecíficay, (iii) su
biosíntesisletal (Hardy, 1975). Estudiosposterioresacercade las colicinasevidenciaronque
estas sustanciasse caracterizaban,además,por (iv) poseerun componenteproteico
biológicamenteactivo; (y) ejercerun modo de acciónbactericiday, (vi) por la localización
plasmidicade losdeterminantesgenéticosquecodificansuproduccióne inmunidad.

En la revisiónde las bacteilocinasde lasbacteriasGram-positivasde TaggeraL (1976) se
consideraquelos seiscriteriosmencionadosanteriormenteson válidosparalas bacteriocinas
prototipoo colicinaspero que, sin embargo,las bacteriocinasde las bacteriasgram-positivas
muestrandiscrepanciasconalgunosdeellos,concretamenteelespectrode acción,lapresenciade
receptoresespecíficos,la localizaciónde los determinantesgenéticosy la biosíntesisletal. Por
este motivo, Tagger al. sugirieronquese debíanconsiderarbacteriocinasa todasaquellas
sustanciasantimicrobianasbacterianasque, al menos, cumpliesenlos criterios (iv) y (y)

(presenciade un componenteproteicobiologicainenteactivoy un modode acciónbactericida).
En los últimosañosse ha producidoun extraordinarioavanceen la investigaciónde las

bacteriocinasdelasbacteriasGram-positivas,y principalmentedelasbacteriaslácticas,lo queha
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permitidodeterminarsu estructuray sus característicasfísico-químicas,asícomoelucidarsu
mododeacción,la localizaciónde susdeterminatesgenéticosy los mecanismosimplicadosen su
biosíntesis,procesamiento,transportey en laregulaciónde su producción.Comoconsecuencia
de los conocimientosgeneradostras estasinvestigaciones,en la última revisiónde las
bacteriocínasdelas bacteriasGram-positivas,JackeraL (1995) proponenunanuevay más
amplia definición de las bacteriocinasbasadaen criterios diferentesa los empleados
tradicionalmente.Así, pues,estosautoresdefinenlasbacteriocinascomoun grupo heterogéneo
de sustanciasantimicrobianasbacterianasde síntesisribosomalque se secretanal medio
exocelularcono sin modificacionesposttraduccionalesy que poseenun espectrode acción
antimicrobianoque puedeser reducidoy limitado, al menos, a algunascepasde su misma
especie;por otra parte, el microorganismoproductordebeposeeralgúnmecanismoque le
confierainmunidadasupropiabacteriocina.

Paraunificarla nomenclaturade lasbacteriocinas,Taggeral. (1976) propusieronemplear
los mismoscriteriosquepara los antibióticos;es decir, añadirpreferentementeel sufijo -cinaal
nombregenéricodel microorganismoproductor(ej. enterocinas,bacteriocinasproducidaspor
microorganismosdelgéneroEnrerococcus)o, en sucaso,alnombrede la especie(ej. curvacina,
bacteriocinaproducidapor Lb. cun’atus).Paradiferenciarlasbacteriocinasproducidasporcepas
de la mismaespeciesugirieronañadiracualquierade los términosanterioresletrasconsecutivas
del abecedarioo bien el nombrearbitrarioasignadoa la cepaproductora.No obstante,se han
originadosituacionesconfusasya queestoscriterios no se han aplicadoen muchasde las
bacteriocinasidentificadasposteriormentey seha asignadoel término bacteriocinaa sustancias
poco caracterizadas.Así, por ejemplo, se han empleadolos términoscarnobacteriocina,
carnocina,piscicolinay piscicocinaparadenominarlas bacteriocinasproducidaspor distintas
cepasde laespecieCarnobacreriumpiscícola.Asimismo,sehanutilizadolos nombrespediocina
A y pediocinaPA-1 paradenominarlas bacteriocinasproducidaspor P. penrosaceusFBB61 y
P. acidilacricí PAC 1.0, respectivamente.

Por otra parte, se han asignadonombresdiferentesa bacteriocinasque, una vez
caracterizadas,resultaronser idénticasa otrasdescritaspreviamente(ej. pediocinasAcH, PC,
JO, 347, SJ-1, UL5 y P02,igualesquela pediocinaPA- 1; sakacina674y bavaricinaA, iguales
quelasakacinaP).Paraevitarestassituaciones,Jack eraL (1995)hansugeridoqueno seasigne
un nombreespecíficoa unabacteriocinapresumiblementenuevahastaqueno seconozcasu
secuenciaaminoacidicay la secuencianucleotidicade su gen estructuraly, hastaentonces,
proponenemplearparasu denominaciónel términoBLIS (delinglés, BacteriocinLike Inhibirory

Substance)acompañadodelnombreasignadoa la cepaproductora(ej. BLIS HLl, bacteriocina
producidaporP. acidilacácí HL 1). Unavez confirmadoquese tratade unanuevabacteriocina,
proponendenominarlaempleandoel nombredel géneroo de la especiedel microorganismo
productory elsufijo -cina (ej. pediocinaHLlo acidilacticinaHLl). Por otraparte,sugierenque
las bacteriocinasque tienenla mismaestructuraprimaria(ej. pediocinasPAl/AcM, sakacinaA/
curvacinaA, diplococcina/lactococcinaA), deberíanadquirirel nombrequeoriginariamentese
asignóala primeraquesemencionóen la bibliografía.En cuantoa la denominacióndelos genes
que codificanla síntesisde lasbacteriocinasy sus genesasociados,estosautoresproponen
emplearla misma nomenclaturaque la adoptadaen el caso de la nisina. Así, pues, para
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denominarlos genesestructuralesse debenemplearlas tres primerasletrasdel nombrede la
bacteriocinacorrespondienteseguidode la letraA (ej. nLsA, genestructuralde la nisina);en el
casode bacteriocinasquerequierenla presenciasimultáneade dos péptidosparasu ejercersu
actividadbiológicasedebenañadirnúmerosconsecutivosa la letracorrespondiente(ej. Al y
A2). Para denominarlos genes que codifican la proteínade inmunidad,la proteasade
procesamientoy lasproteínasimplicadasen su transporte,modificacionesposttraduccionalesy
regulaciónproponenañadira lastres primerasletrasdelnombrelas letras¡ (nisl, inmunidad);P
(nisP, proteasa);T, E, F, G (nisT, transporte);B, C, D (nisB, modificaciones)y R, K, Q (nisR,
reguladores).En cuantoa los genesquecodificanproductosde función desconocidasugieren
denominarlosconel términomarcode lecturaabiertou orf (del inglés, OpenReadingFrame),

seguidode númerosconsecutivosdependiendodel orden que ocupenen el operón
correspondiente(ej. offl y orf2).

11.3.2. Bacteriocinogenicidadde las bacteriaslácticas

La bacteriocinogenicidad,o capacidadde producir bacteriocinas,es un fenotipo muy
extendidoentrelasbacteriaslácticas,comolo demuestrael queen laactualidadsehayandescrito
bacteriocinasde todos los génerosmáscomúnmenteasociadoscon los alimentos:Lactococcus,
Lacrobacillus, Srreprococcus,Pediococcus,Leuconosroc,Carnobacreriumy Enrerococcus(De
Vuyst y Vandanime,1994b;Cintas,1995).

Desdequeen 1988K]aenhamn,errevisóporprimeravezlasbacteriocinasproducidaspor las
bacteriaslácticashanaparecidoen la literaturaotrosexcelentestrabajosderevisiónenlos quese
recopilanlas principalescaracterísticasbioquímicasy genéticasde este grupo de sustancias
antimicrobianas(Schillinger, 1990; Stiles y Hastings, 1991; Daeschel,1992; Piard y
Desmazeaud,1992; Klaenhammer,1993; Nettles y Barefoot,1993; Dodd y Gasson,1994;
Cintas,1995;Jackeral., 1995; SaNeral., 1995; Nesy Tagg,1996;Neseral., 1996).

A continuación,se ofreceunarevisióndetalladade todaslas bacteriocinas,caracterizadaso
no, producidaspor bacteriasdelgéneroEnrerococcus.Asimismo,serecopilan lasbacteriocinas
quesedescribieronpor primeravezen los restantesgénerosy las queactualmenteestánmejor
caracterizadasa nivelbioquímicoy genético(Cintas,1995; JackeraL, 1995;Nesy Tagg,1996;
Neseral., 1996).

11.3.2.1. Bacteriocinasdel eéneroEnterococcus

La capacidadbacteriocinogénicade las especiesdel géneroEnrerococcus se conocedesde
hacetiempo(Kjems, 1955; Brocka aL, 1963); no obstante,no se tuvieron pruebascerteras
hasta 1975, cuandoKramer y Brandis purificaron y caracterizaronparcialmentedos
bacteriocinas,lasenterocinasE1Ay E1B, producidaspor cepasde E. faecium,activasfrentea
otrosenterococosy algunasespeciesdelgéneroLisreria. En la actualidadsehandescritomásde
40 bacteriocinasproducidaspor lasespeciesE. faecium,E. faecalisy E. hirae, si bienaúnno se
hacompletadola caracterizaciónde la mayoríadeellas(Tablas11.5 y 11.6). Unagranpartede los
enterococosbacteriocinogénicosde origen alimentariose han aisladode productoslácteos
(McKay, 1990;VillanieraL, 1993;OlasupoeraL, 1994;TorriTarellieíaL, 1994;Vlaemyncket
al., 1994).No obstante,McKay (1990)aislóde ensiladosvegetalesvariascepasde E. faecium
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productorasde bacteriocinasy, a su vez, Ben Embareker aL (1994) y Franzer cd. (1996)
aislaron,respectivamente,cepasbacteriocinogénicasde E. faeciumde filetesde pescadodel tipo
sous-videy de aceitunasnegras.Por otra parte,Cintaseral. (1995, 1998a)y Aymericheral.
(1996)aislaroncepasbacteriocinogénicasdeE. faeciumdeembutidoscrudoscuradosespañoles.
Tambiénsehan aisladoenterococosproductoresde bacteriocinasde hecesde ternerossanos,
concretamentecepasde E. hirae (Siragusa,1992) y E. faecium(Laukováer aL, 1993). Las
bacteriocinassintetizadaspor lasdistintasespeciesdelgéneroEnterococcusson muy interesantes
en la industriaalimentariaya que son compuestostermoestablesy toleranun amplio rangode
pHs, si bien sonmásactivasavaloresácidos;asimismo,la mayoríadeestassustanciassonmuy
activasfrente a Lisreria spp., por lo que, una vez caracterizadas,podríanemplearsecomo
bioconservantesen la prevenciónde brotesde listeriosisde origenalimentario(Parentey Hill,
1992b; 1992c;Siragusa,1992;Giraffa, 1995).

Las enterocinasmejor caracterizadasbioquímicay genéticamentehastala fechason la
enterocina1146, producidapor E. faeciumDPC1146 (Parentey Hill, 1992a;1992b; 1992c;
ParenteyRicciardi, 1994);laenterocinaA,producidaporE. faeciumCTC492(Aymerich,1996;
Aymerichel aL, 1996) y las enterocinasLSOAy L5OB, producidasporE. faeciumL50 (Cintas,
1995; Cintas el aL, 1995; 1998a; 1998b). Asimismo, recientementese ha descrito la
caracterizaciónanivelgenéticodela bacteriocina31, producidaporE. faecalisY! 17, aunqueaún
no seha caracterizadobioquimicamente(romitaeraL, 1996).

11.3.2.2.Bacteriocinasdelos géneros¡lactococcus.Pediococcus.Srreprococcus y Leuconosroc

Klaenhammer(1993) propusoclasificarlas bacteriocinasdel géneroLactococcusen 4
grupos,atendiendoala presenciade aminoácidosmodificadosposttraducionalinente,estabilidad
térmicay espectrodeacción:los lantibióticos,lasdiplococcinas(Daveyy Richardson,1981), las
lactococcinas(Van Bellcumeral., 1989; 1991a;1992)y las lactostrepcinas(Kozak eral., 1978).
En la actualidadsehandescritomásde 50 bacteriocinaslactococales,producidaspor las dos
subespeciesde mayorimportanciaenla industrialáctea,L. lactisy L. cremoris,lo queconvierte
aestegéneroenel másprolífico de las bacteriaslácticas,juntoconel géneroLacrobacillus,en lo
querespectaa la producciónde bacteriocinas.

En el grupo de los lantibióticosse incluyenbacteriocinascon aminoácidosmodificados
posttraduccionalinentequepresentanun amplio espectrode acciónfrente a bacteriasGram-
positivas.El lantibióticonisinaA, producidopor diversascepasde L. lacús, es la bacteriocina
mejorcaracterizadaanivelbioquímicoy genético(De Vuysty Vandanime,1994c;Siegerseral,
1995;Raeícd., 1996) y la únicaaceptadainternacionalmentecomobioconservantealimentario
(FoodandDrugAdministration,1988;Delves-Broughton,1990).La nisinaA poseeunespectro
de acciónbactericidamuy amplio, que incluyela mayoríade las bacteriasGram-positivas,
incluidosmicroorganismosalterantesy patógenos(Hurst, 1981;Harris etaL, 1992). Mulderser
cd. (1991)aislarone identificaronunavariantenaturalde lanisinaA, la nisinaZ, producidapor
otrascepasde L. lacris, quesediferenciasolamenteen el residuoanúnoacídicoen posiciÓn27
(asparraginaen la nisinaZ ehistidinaen la nisinaA) y enqueesalgomásactiva(Mulderseral.,

1991; De Vos eral., 1993). Otros lantibióticosproducidospor L. lactis son la lacticina481
(Piard el aL, 1992) y la lactococcinaDR(Dufour er aL, 1991). Recientemente,se han

36 Pilar Cosaus Lara



II.
Introducción

eno.’

-.4

0
4

0
4

~‘—
>

0
~

.

~
II

oO
’

o

a
~

a‘a
~O

c
a

to

‘aiii
tul

F
¾

~

&o0
1

0

.E
O

~
E

cn

—
a

aau
,e‘a

-J

en•1
enEn

oA¿&o—
c

04—
2

0
4

0
4

Ee
‘a4Co

.4
-,

ttoC
o

‘-4

Q
Q

en
Z

Z
E

E
E

Co1
ji

u

•1oe
n

‘a

~enu
—

-,
-,

u
E

E
E

E

‘-=
-=

-,
“~

en•1

os11

tnr-.o
’

4
--u
,

1
o1

E

u

¡u
E.

Eo
E-

—

a

FiE
->

..

11a

o
.

t
0

4
t

u
,

~
o

~~
.~

‘-4

E

4
—

1
~

~
,

1..
la1~

osCg,

o6osuo6u03ct

37
P

ilar
Casaus

Lara



IL
Introducción

‘aCo

‘a
-J

Co

Co
‘a

~
~

-4CoE4>.5

.nhr~

en
0

0
0

Ñ‘o0
.

y—
‘O

,
E‘o

xO
s

O
s

u,0>

e
n

ECo
Co

.4
-,.,-,

oO4
0

4
uo0

4
0

—
—

-0Irtz

u
,

~
1

.0o‘OS
S

04
C

o

-J
I-a

lo
to

8

O4>

aflo

4>O4>

‘.4
-

tE-

o
s
s

—
—

g
v
v
Bn

.E
E

.E
Q

Q
Q

o1
8E

enosos0>

ao—
’

ituo~
0.

ti-,

‘0
0

.

o¿¿rlO
s

&o.6~
E

0
4

E
x

‘0
0

.

‘o‘OO
s

04•1
or-.‘otO

s

Os
E~

0
.

tiE
->

..

ti

Osu
,

‘a

~
~

.
~

Co
—

.

‘aC
o

.

E
’~

~‘a
~

Co
<~‘

~
—

.2~
~

1..

8E

ozECo0>SS
‘ocaoau

‘ouE.4
-.

ESS

18Oa

oE8

38
P

ilarCasaus
Lara



fi.Introducción

‘Oos

~
a

~‘~L1e
n

o00tuo04E0
.0

.

‘a
u,

0
.

Co
‘a

ca
Co

~~¡3E
E

Co
Co

~
-.~

u1 1a

0>NEuo—
C

‘O
x

—
0

.

aiOa4>4>4~
aCJo5M.0atjoE8oa4>oaitd4>4>

o~0-aE.0‘O4>Eo.4oao>4
O

’

4
>

0
’

o8
.5

—
lo

o
—

o
.

¡
a

.-
0

0

o
’—

a
o

~
.5

.4
.9

¡a
8.

O

E
->

..1i

0
.

u,eCC

‘a

•0
>

a
to

O
s
E.4

E

u
,’-

‘a
0>
4..

ECo0>

.4-.

a‘OaOuu

39
P

ilar
C

asaw
Jan



II.
Introducción

‘O

os
.

os
4

—
‘o

—
‘-4

.
‘O

—
en

os
‘‘~

t...
—

.~
—

—
~0>

‘-4
.

Sa
4

—
0>

~
-4

¡
.

4
-

4
-

0>
.4

-4
.—

‘4
4

-
‘4

4>
a

4
-

¡0
>

~0>
0>

E
¡

e
e-<

0>u,
=

s~
~

la

ti
.~

E
-E

‘/
00

‘0

C04
‘O‘o

6
0

.
c.~

o
.

t
&

O
-

&
~C

.
~

tU
o

-:
os

.
a

-
e-

E
‘O

E
‘O

E
—

o
E

tj
E

->
..

O
s

—
laU

‘a
‘a

C
o

.
E

0>
~o.

O
s

.
C

.C
.

C
.o

o
0

.0
>

0>
‘-.~

.
~

‘
&

&
C

~
0

.
ca

O
s
to

te
.

‘a
.~

~
6

‘a
C

o
~

~C
oE

•..0
,C

o
~S

O
s

—
¡

‘a

8
LsO

s
‘a

•
‘a

CC
-J

C
C

-J
-~

-~
i

-J
-4

-J
C

.n
’->

C
C

~
.~

’-J’J
</2u

—
—

—
—

—
—

0
00

6
t

0
.

.1
.4

-,
.4

-..
SS

O6
<

..~
C

.

ca~
Q

u

¿
>

4
~

4
.

~
‘‘

*
——

~
~

.~
~

E
8

fl
<4

0

40
P

ilar
Casaus

Lan.



II.
Introducción

‘O5—
,

04

0>n
00

oE-
c~i

0
’

O
’4>

‘o
u

u
-J

2<

1
j.

.~

00

‘4
,

O
s
~

d
.

~
~.

4
-,

K
fl~

o
C

C
.a

£
t2

a
4

o10
0

.‘I.
e

,,

e
-

a
0

.
‘o

--5
.~

.0

‘o
O

~u~
oO‘4>

oo
.4

4
..-

4>
4

-
O

—
O

—
A

i
e

u
~

41
P

ilar
Casaus

L
ira



JI. ¡ntroduccidn

caracterizadomolecularmentelos genesque codifican su síntesis,lo que ha evidenciadola
identidadde ambassustancias(Piard era], 1993;Rinceeta]., 1994).

Las lactococcinasson las otrasbacteriocinasmejor caracterizadasdelgéneroy sediferencian
de los lantibióticosporque no contienenaminoácidosmodificadosy poseenun espectrode
acción mucho más reducido,generalmentelimitado a microorganismosfilogenéúcamente
próximosa la cepao a la especieproductora.Entre ellasse encuentranla lactococcinaA
producidapor L. cremoris(Van Bellcum eraL, 1989; Holo eral., 1991), la lactococcinaB
producidapor las especiesL. cremoris y L. lacris (Van Belkumer al., 1992; Venemael al.,

1993), lalactococcinaM producidapor L. cremons(VanBeikumeral.. 1991a) y la lactococcina
G producidapor L. lactis (Nissen-MeyeretaL, 1992).La lactococcinaM(Van Bellcum eraL,

1991a;Venema,1995) y la lactococcinaO (Nissen-Meyerel al., 1992) se diferenciandel resto
de las lactococcinasporque su actividadbiológicarequierela presenciasimultáneade dos
péptidosdiferentes.Recientementese ha descritoque la lactococcinaA y la diplococcina
presentanla mismaestructuraprimaria(Venema,1995; Neseta!., 1995).

En lo querespectaal géneroPediococcus,las especiesP. acidilacricí y P. penrosaceusson
las quepresentanmayorcapacidadbacteriocinogénica,caracterizándosesusbacteriocinaspor la
ausenciade aminoácidosmodificadosposttraduccionalmentey por mostrarampliosespectrosde
acciónfrente a bacteriasGram-positivas.La primerabacteriocinadescritafue la pediocinaA,
producidapor P. pentosaceasFBBÓ1 aisladode pepinillosen salmuera(Fleminga al., 1975;
Daesehely Klaenhanimer,1985; Piva y Headon,1994). Posteriormente,Gonzálezy Kunlca
(1987) identificaronla pediocinaPA-1, producidapor P. ¿ZC¡dIIaCáC¿ PAC-1.0aisladode carne
(Nieto-Lozanoel cd., 1992; Hendersoneral., 1992). En esemismoaño, BhuniaeraL (1987)
aislaronde un embutidocrudo curadocomercial,la cepaP. acidilacrici H, queproducíauna
bacteriocina,denominadapediocinaAcH (Bhunia er aL, 1988). Posteriormentese han
caracterizadomolecularmentelos genesquecodificanla síntesisde la pediocinaPA- 1 (Maruggel
aL, 1992) y de la pediocinaAcH (Motlagheral., 1992; Motlagh eral., 1994; VenemaelaL,

1995)evidenciandoqueambassustanciassonen realidadla mismabacteriocina.Recientemente
seha identificadounacepadeLb. plantarum, aisladade quesoMunsrer, quetambiénproducela
pediocinaPA-1/AcH(Ennaharel al., 1996). La pediocinaPA-l/AcH es, junto a la nisina, la
bacteriocinamejor caracterizaday la únicaempleadaactualmentecomo bioconservanteen la
industriaalimentaria(Vandenberg,1993; Rayy Hoover, 1993).

La únicaespeciede interésalimentariodel géneroSireprococcuses5. rhermophilus.Este
microorganismose empleacomo cultivo iniciadoren una gran variedadde quesosy,
conjuntamentecon Lb. bulgaricus, en la elaboracióndel yogur (Smith y Palumbo, 1981).
Asimismo,Villani er al. (1995) aislaronde yogur comercialla cepa5. rhennophilus347
productorade termofilina 347, una bacteriocinacon una potente actividadanti-tistería.

Recientementeseha descritola producciónde termofilina13, unabacteriocinaconun amplio
espectrode acción,por 5. rermophilusSFil3 (MarcisetyMollet, 1993; Marcisetel al., 1997).
En cuantoa las demásespeciesde este género,las bacteriocinasmejor caracterizadasson la
estzrptococcinaA-FF22producidapor5. pyogenesFF22 (Taggy Wannamaker,1978;Hynesel

al., 1993)y la salivaricinaA producidapor8. salivarius20P3(RosseraL, 1993).
La mayoríade las especiesproductorasde bacteriocinasdel géneroLeuconosrocse han
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aisladode productoscárnicosenvasadosal vacío, de diversosproductoslácteosy de bebidas
alcohólicas(vino y sherry) (Hastingsy Stiles, 1991;1-lécharderal., 1992). Hastael momentose
han descritomásde 14 bacteriocinasen estegénero,siendolas mejorescaracterizadasa nivel
bioquímicoy genéticola leucocinaA-UALIS7 producidaporLc. gelidumA-UAL1S7 (Hastings
y Stiles, 1991), la mesentericinaYl05producidapor Lc. mesenreroidesY105 (Hécharderal.,
1992; Fremauxeral., 1995)y la leucocinaB-Tallaproducidapor Lc. canwsumTalla(Felix er

al., 1994). Por otraparte, la leucocina5, producidapor U. parainesenreroidesOX, presentaun
amplioespectrode acción,aunqueaúnno se ha caracterizadoadecuadamente(Lewuser al.,
1992).Asimismo,es interesantedestacarqueRevol-Junelleser al. (1996)aislaronla cepaLc.

inesenreroidesFR52queproducelasmesentericinas52B y 52k estaúltimacon unasecuencia
aminoacídícaidénticaa la mesentericinaY105.

11.3.2.3.Bacteriocinasde los génerosLacrobacWusy Carnchacreriwn

Las primerasreferenciasbibliográficassobrela producciónde bacteriocinaspor el género
Lacrobacillus datande los años60, cuandoDe Klerk y Coetzee(1961) analizaron189 cepasde
lactobaciloshornoy heterofermentativosy observaronque, aproximadamente,el 6% producían
sustanciasbactericidasfrentea otrosmiembrosdela familia Lacrobacillaceae.Desdeentoncesse
han identificadomásde 40 bacteriocinas,producidaspor especieshomofermentativasobligadas
(Lb. acidophilus, Lb. johnsonñ, Lb. amy¡ovorus y Lb. helveticus), heterofemientativas
facultativas(Lb. casel,Lb. planrarum, Lb. curvarusy Lb. sake)y heterofermentativasobligadas
(Lb. fermenrum),muchasde ellasaisladasde productoscárnicos,encurtidosy bebidas.La
lactacinaB(Barefooty Klaenhammer,1983), la acidocinaB (TenBrink el al., 1994; Van der
Vosseneral., 1994), laacidocinaA(KanatanieraL, 1995) y laacidocinajll32(Taharaera!.,
1996) estánproducidaspor diversascepasde Lb. acidophilus; la lactacinaF (Murianay
Klaenhammer,199la) por Lb. johnsonii(Fujisawael al., 1992); la lactobinaA producidapor
Lb. amylovorus(Contreraselal., 1997); la helveticinaj (Joergery Klaenhanimer,1986) y la
lactocina27 (Upreti y Hinsdill, 1975) porLb. helvericus;la caseicina80 (Rammelsbergelal.,

1990) y la caseicinaLHS (Dicks el al., 1992) porLb. casei; la curvacinaA (Tichaczekel al.,

1992) por Lb. cun’atus; las plantaricinasS y T (Jiménez-Díazel al., 1993;Jiniénez-Díazelal.,
1995)y laplantaricinaC(Gonzálezel aL, 1994) porLb. planrarum; lasakacinaA(Schillingery
LOcke, 1989; Holck eral., 1992), la salcacinaP (Tichaczekerci., 1992), la bavaricinaMN
(Kaisery Montville, 1996) y ellantibiótico lactocina5 (Mortvedty Nes, 1990; Mortvedtel al.,

1991; Skaugeneral., 1994) por Lb. sakey, por último, la fermenticina466de Lb. fermenrum
(De Klerk y Smit, 1967). Recientemente,se han caracterizadomolecularmentelos genesque
codificanla síntesisde las sakacinasP y 674, producidaspor Lb. salce LTH673 y 674,
respectivamente,evidenciandoqueambassustanciasson la misma bacteriocina(Holck a al.,

1994a;Tichaczeka ci., 1994). Por otra parte, la bavaricinaA, producidapor Lb. bavaricas

M1401 (Larsenel al., 1993), presentaunasecuenciaaniinoacfdicaidénticaa la de la sakacina
P/674.Asimismo,Tichaczekeral. (1993)y Axelssoneral. (1993)handemostradola identidad
de la curvacinaA y la sakacinaA, producidaspor Lb. curvatusLTH1 174 y Lb. sa/ce Lb7O6,
repectivaniente.En 1990, Daeseheler al. describieronel aislamientoy la capacidad
bacteriocinogénicade Lb. planrarumCli y, posteriormente,Nissen-Meyerel al. (1993a)
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purificaronla bacteriocina,denominándolaplantaricinaA, y sugirieronque se tratabade un
sistemade dospéptidos;sin embargo,estudiosrecienteshandemostradoque la plantaricinaA es
la proteínaresponsablede la inducción de la síntesisde las plantaricinasEF, JK y N de Lb.
planrarumCli (Diep eraL, 1995; 1996;AndersseneraL, 1998).

Respectoal géneroCarnobacreriunz,Ahn y Stiles (1990a)y Schillingery Holzapfel (1990)
fueronlosprimerosen describirla producciónde bacteriocinaspor diversascepasdelasespecies
C. piscicola, C. divergensy C. gallinarum. Ahn y Stiles (1990b) aislaronuna cepade C.
piscicola de carneenvasadaal vacío, identificadacomoC. piscicola LV 17, quemostrabauna
intensacapacidadbacteriocinogénicaasociadaa la presenciade dos plásmidos,denominados
pCP4Oy pCP49.Posteriormente,estosautoresrealizaronensayosde curaciónconestacepay
aislarondos mutantes,quedenominaronLVl7A(plásmidopCP49)y LVl7B (plásmidopCP4o)
(Mm y Stiles, 1992). La cepamutanteLVl7Aproducela carnobacteriocinaA (Woroboeral.,

1994)y la cepamutanteLVl7B producelascarnobacteriocinasBML y B2 (QuadrieraL, 1994).
Por otra parte, Schillinger y Holzapfel (1990) aislaron 18 cepasde unacolecciónde 37
Carnobacreriumspp. quemostrabanactividadinhibidorafrentea otrascarnobacterias.De ellas,
destacala cepaC. piscicola LV61, que producela piscicolina61 y es activaademásfrente a
Enierococcusspp. y Listeria spp. Estudiosanivel molecular,hanevidenciadoque la piscicolina
61 y la carnobacteriocinaA sonla mismasustancia(Holck etal., 1994b).Otrasbacteriocinasde
estegéneroson la carnocinaU149, producidaporC. piscicok¿U149 aisladode filetesde pescado
(Stoffelseral., 1992a;1992b),la piscicolina126, producidapor C. piscicola JG126aisladode
productoscárnicos(Jack er aL, 1996), las piscicocinasVIa y VIb, producidaspor
CarnobacreriumpiscicolaVI aisladode filetesde pescado(Pilet et ci., 1995)y, por último, la
divergicinaA, producidaporC. divergensLV13 aisladode carneenvasadaal vacío(Worobo er
aL, 1995). Estudiosa nivel molecularrealizadosrecientementepusieronde manifiestoque la
piscicocinaVIb esidénticaalacarnobacteriocinaBMI (Bhugaloo-Vialeral., 1996).

11.3.3. Clasificación de las bacteriocinasde las bacteriaslácticas

Klaenhammer(1993)propusoclasificarlasbacteriocinasdelasbacteriaslácticasen4 clases,
atendiendoa su estructuray naturalezaquímica, tamañomolecular,presenciade aminoácidos
modificados,estabilidadtérmicay modode acción:
Clase 1: lantibióticos,bacteriocinasde pequeñotamañomolecular(c5KDa) que contienen
aminoácidospocousualesy modificadosposttraduccionalmente.
ClaseJI: bacteriocinasde pequeñotamañomolecular(<10 KDa), termoestables,que no
contienenaminoácidosmodificadosy que actúana nivel de la membranacitoplasmática.Las
bacteriocinasde la claseII sedividen, a su vez,en lossiguientesgrupos:

(lía) péptidos que presentanen su extremo N-terminal la secuenciaYGNGV
(donde,Y, tirosina;G, glkina; N, asparraginay y, valina), denominadasecuencia
consenso,y quemuestranunapotenteactividadinhibidorafrenteaLisreria spp.

(lib) bacteriocinasque requierenparaser activasla presenciasimultáneade dos péptidos
diferentesy que actúanmedianteun mecanismode formación de poros en la
membranacitoplasmática.

(lic) bacteriocinastiol-activadaso péptidosque paraejercersu actividadantimicrobiana
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requierenla presenciade residuosdecisteinareducidos,representadasúnicamentepor
la lactococcinaB (Venemaeral., 1993).

Clase1111: bacteriocinasdeelevadotamañomolecular(>30 KDa) y termolábiles(se inactivancon
tratamientostérmicosde 60-1000Cdurante10-15 mm). La mayoríade estasbacteriocinasson
producidasporespeciesdel géneroLacrobacillus (Fremauxy Klaenhammer,1993).
ClaseIV: bacteriocinascomplejas,constituidaspor unaparte proteicay una o másfracciones
lipídicasy/o glucídicasnecesariasparasu actividadbiológica.

Durante los últimos años se han caracterizadobioquímicay genéticamentenuevas
bacteriocinasde lasbacteriaslácticas,la mayoríade ellaspertenecientesa la claseII, lo queha
dado lugar a la modificación de la clasificaciónestablecidapor Klaenhammer(1993).
Recientemente,Nes er aL (1996) han propuestounanuevaclasificaciónde las bacteriocinas
(Tabla11.7) enla cualse mantienenlas clasesí,II y III establecidasporKlaenhainmer(1993) y
se sugierequesedebecompletarla caracterizaciónbioquímicade lasbacteriocinasconstituidas
aparentementepor unaparteproteicay unao másfraccioneslipídicasy/o glucidicas(claseIV)
antesde reconocerlascomounaclasede bacteriocinas.En lo querespectaa lasbacteriocinasde
la claseII, por una parte,seexcluyeel grupo de las bacteriocinastiol-activadas(grupo LIc;
Klaenhammer,1993), yaquelos trabajosrealizadospor Venemaa aL (1996a)han puestode
manifiestoqueni la presenciani el estadoreducidodelos residuosde cisteinade la lactococcina
B sonesencialesparasu actividadbiológica.Por otraparte, estosautoresproponenagruparlas
bacteriocinasde la claseLI en los siguientesgrupos:

(lía) Bacteriocinasdel tipo pediocinao péptidosque contienenla secuenciaconsenso
(YGNGV) en su extremoN terminaly quemuestranuna potenteactividadanti-
Listeria

(lib) Bacteriocinasque requierenparaser activasla presenciasimultáneade dos péptidos
diferentes.

(lIc) Bacteriocinassecretadasa travésde la ruta generalde secreción(GSP, del inglés
General SecretoryPa:hway) dependientede un péptido señal (sistemasec-
dependiente).

Atendiendoa esta clasificación,algunas bacteriocinasdescritas recientementey
caracterizadaspor ser bacteriocinasno lantibióticos de pequeño tamaño molecular y
termoestables(claseII), entreellasla lactococcinaB(Van Belkumad.,199la; VenemaeraL,

1995), la lactococcinaA (VanBellcumaaL, 1991a;Holo eral., 1991;Stoddardel al., 1992),la
carnobacteriocinaA/Piscicolina61 (Woroboeral., 1994;Holck eraL, 1994b)y lasenterocinas
L5OA y LSOB (Cintasel aL, 1998b) no se puedenclasificaren ninguno de los grupos
establecidos.Por otra parte, labacteriocina31 (Tomitaeral., 1996)esunabacteriocinadeltipo
pediocinaquesesecretapor el sistemasec-dependiente,por lo que podríaclasificarsetantoenel
grupoITa comoen el grupolIc (Tabla11.7).

Lasbacteriocinaspertenecientesalasclases1 y II sonlasmásextendidasentrelasbacterias
lácticasy, por lo tanto, las quehansidomejorcaracterizadasdurantelos últimosaños.Por otra
parte,debidoasuscaracterísticasfisico-quimicas,sonexcelentescandidatosparaserempleados
comobioconservadoresen la industriaalimentaria.Lasbacteriocinasde ambasclasesdifieren
claramenteen lo querespectaa su estructuraprimariay ala maquinarianecesariaparasusíntesis
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Tabla 11.7. Clasificación de las bacteriocinas de las bacterias lácticas

Bacteriocinas Microorganismoproductor Referencias

CLASE 1 (lantibiéticos)

Nisina A

NisinaZ

SalivaricinaA
EstreptococcinaA-FF22

Lacticina481 (i~

LactococcinaDR (1)

Carnocina11149

LactocinaS

L. ladis

L. lacás

£ salivadas20P3

£ pyogenesFF22

L ladisCNRZ4S1

L ladis ADRLAL8SLOSO

C. piscicola0149

Lb. sakeMS

DeVuyst y Vandamme(1994c)

De Vuyst y Vandamme(1994c)

Rossel aL (1993)

Jackela). (1994)

Pianl eral. (1992)

Dufonreral. (1991)

Stoffelseral. (1992b)

Moitvedtelal. (1991)

Grupo lía (tipo pediocina)

PediocinaPAl (2)

PediocinaAdil (2)

LeucocinaA.UAL 187

MesenteicinaY1OS

SakacinaA (3)

CurvacinaA (3)

SakacinaP (4)

Sakacina674 (4)

BavaricinaA (4)

AcidocinaA

CarnobacteriocinaEMI

CarnobacteriocinaB2

EntemcinaA

1’. acidllactici PAC.1.O

P. acidilactici H

Le. gelidumUAL1S7

Le. mesenteroidesYIOS
Lb. sakeLBíOá

Lb. curvaíusLTH1174

Lb. sakeLTh673

Lb. sake LB674

Lb. bavaricusM1401

Lb. acidophilus1K9201

C. piscicolaLV17B

C. piscícolaLVI7B

E.faeciumCTC492

1-lendersonel al. (1992)

Bhuniael al. (1988)
l-lastingsel al. (1991)

l-1écbaxii eral. (1992)

Holck eta!. (1992)
Tichaczekel al? (1992)

Ticbaczekel al. (1992)

Holck el al. (1994a)

Larsenel al. (1993)

Kanatani el al. (1995)

Quadúel al. (1994)

Quadrietal. (1994)

AymerichetaL (1996)

Grupo ¡Ib (sistemasde dosp¿ptidos)

LactococcinaM (M/N)

LactococcinaO (Qa/O¡3)

LactacinaF (FaIFx)
PlantaricinaS (aig)

Tennofihina13 (ThmA/TlnniB)

PlantaxicinasEFy 1K

Acidocina11132(aI¡3)

L. cremoris984

L. ladis LMG2OS1

Lb. johnsoniiVP111088

Lb. planíarumLCPO10

S. íhennophilusSFi13
Lb.planrarutn Cli

Lb. acidophilusJCM1132

Van Be¡kumeral. (1991a)

Nissen-Meyereral. (1992)

Allison el al. (1994)

Jiménez-Dft¡zel al. (1995)

Marciseteta).(1991)

Diep el aL (1996)

Tabamel aL (1996)

CLASE II
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Tabla 11.7. (continuación)

Bactedocinas Microorganismoproductor Referencias

Grupo lIc (sec.dependientes)

Acidocina8 Lb. acidophilusM46 Leerel aL (1995)

DivergicinaA C. divergensLV13 Woroboetal? (1995)

Bacteriocina31~ E.faecalisYll7 TomUael aL (19%)

Otras hacteriocinasb

LactococcinasA y 8 L. crenio iis 984
L. lacris WM4
L. crernorisLMG2130

‘Van Belkumel al? (1991a)
Stoddardel al? (1992)
Holo el al. (1991)

CaniobacreñocinaA(s) C. piscícolaLV17A Womboel aL (1994)

Piscicolina61(5> C. piscicolaLV6l Ho]ck el al (1994b)
EnterocinasL5OA y L5OB E. faeciumL50 Cintasel al. (199819

CLASE III

Helveticina1 Lb. helvezicus481 Joergery Klaenbammer(1986)

Caseicina8<) Lb. casel880 Rammelsberge:aL (1990)

Las bacteriocinascon elmismo númeroentre paréntesistienen idéntica secuenciaamirioacídica; an5~bacteriocina puede

incluirse también en el grupo fla; bRacteriocinasde la claseII que no sepueden incluir en ningun grupo.
Fuente Neseral. (1996).
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y procesamiento;no obstante,sehan descritoalgunasbacteriocinasde la clase1 (lantibióticos),

entrelasqueseincluyenla salivaricinaA(Rosseral., 1993),laestreptococcinaA-FF22 (Hynes
eral., 1993) y la lacticina48l/ lactococcinaDR(Piarder aL, 1993; Rince eraL, 1994),cuya
secrecióndependede los mismosmecanismosde procesamientoy transportequelos de las
bacteriocinasdela claseII (Havarsteineral., 1994;HavarsteineraL, 1995a).

11.4. CARACTERÍSTICAS DE LAS BACTERIOCINAS DE LAS BACTERIAS

LÁCTICAS

Las bacteriocinasde lasbacteriaslácticasconstituyenun grupo heterogéneode sustancias
antimicrobianasde síntesisribosomal,la mayoríadeellasaúnno bien caracterizadas,por lo que
establecerunascaracterísticascomunesa todasellasesunatareacasiimposible.No obstante,a

continuaciónse resumensus principalespropiedadesfísico-químicas(naturaleza,tamaño
molecular,composiciónaminoacídicay estructuraquimica,termorresistencia,estabilidadaJpH,

etc...), espectroantimicrobianoy modo de acción. Asimismo,se revisan los mecanismos
bioquímicosresponsablesdesu inmunidad,biosíntesis,procesamiento,transportey regulación

de su producción,asi como, la organizaciónmoleculary la caracterizaciónde los determinantes
genéticosimplicadosen estosprocesos.

11.4.1. Propiedadesfísico-químicasde las bacteriocinas

Aunquepordefiniciónlasbacteriocinassonsustanciasdenaturalezaproteica,sehandescrito
algunasque presentanen su moléculacomponentesglucídicosy/o lipídicos, ademásde una
fracciónproteica.Así, porejemplo,laleucocinaS(Lewuseral., 1992) y la lactocina27 (Upreti,

1994) son glicoproteinas;la mesenterocina52 (Sudirmanet aL, 1994) es de naturaleza
lipoproteicay la fermenticina(De Klerk y Smit, 1967)esun complejoglucolipoproteico. No
obstante,estasconclusionesseobtuvieronempleandobacteriocinasparcialmentepurificadaspor

lo que,hastaqueestasbacteriocinassepurifiquenahomogeneidad,nosepuedeasegurarque su

actividadbiológicarequierala presenciade las fraccionesglucídicasy/o lipídicas.En este

contexto,Jiménez-Dlazeral. (1993)sugirieronla presenciadeuna fracciónglucolipídicaenla
plantaricinaS;sin embargo,estosautoresdescartaronposteriormenteestahipótesisal purificara
homogeneidadestabacteriocinaporcromatografíade fasereversay obtenerdos péptidosque
manteníansuactividadbiológica(Jiménez-Díazeta]., 1995).

Los ¡antibióticosconstituyenunaclaseespecialde bacteriocinascaracterizadasporpresentar
en su composiciónaminoácidospoco usualesy modificadosposttraducionalmente,como la

dehidroalanina(Dha), ¡a dehidrobutirina(Dhb), la lantionina o la Wmetil-lantionina.Los
aminoácidosDhay Dhbprocedendela deshidratacióndela sernay la treonina,respectivamente.

La condensacióndeDhao Dhb con residuosde cisteina,medianteenlacestioéter,originalos
aminoácidoslantioninay ~-metil-lantionina,respectivamente.Dentrode estegruposeincluyen,

entreotras,lanisinaAy Z (De Vuysty Vandanime,1994c),la lacticina48l(PiarderaL, 1992;
1993),la estreptococcinaA-FF22 (Jackej aL, 1994),la salivaricinaA (Rossej aL, 1993), la

lactocinaS(Skaugen,1994SkaugeneraL, 1997),lacarnocinaUl49 (Stoffelseral., 1992b)y,
probablemente,la plantaricinaC (Gonzálezeral., 1994).

El resto de las bacteriocinasde las bacteriaslácticascarecende aminoácidosmodificados
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posttraduccionalmente,por lo que, de forma general,se denominanbacteriocinasno
lantibióticos.Atendiendoal contenidoen cisteinaquepresentanensucomposiciónaminoacfdica,

se puedenestablecerestablecerlos siguientesgrupos: (i) cistibióticos,bacteriocinasque
presentandos o más residuos de cisteinaentrelos quese establecenpuentesdisulfuro y que
incluyenlapediocinaPA-l/AcH, con dospuentesdisulfuro establecidosentrelasposiciones9-
14 y 24-44 (Hendersoner al., 1992;Motlagheral., 1992; Nieto-Lozanoel aL, 1992; Chenel

ti., 1997) y la leucocinaA-UAL1S7,con un puentedisulfuro entrelas posiciones9 y 14
(Hastingsel al., 1991);otras bacteriocinascon posibidadde formarpuentesdisulfuro son la
mesentericinaY105, lassakacinasA y P, la lactacinaF, lascarnobacteriocinasA, BMl y B2
(Jacker al., 1995) y la enterocinaA (Aymerich, 1996); (u) tiolbióticos,bacteriocinasque
contienenun solo residuo de cisteinay queparaseractivasrequierenqueestéen su forma
reducida(en estegrupo seincluyó inicialmentelalactococcinaB (Venemaeíti., 1993; 1996a)y
(iii) bacteriocinasque carecende residuosde cisteina,entre las que se encuentranlas
lactococcinasA, M y O (Van Bellcumer aL, 199la; Nissen-Meyerer ci., 1992). Jack el al.
(1995)propusieronemplearelcontenidoencisteinacomoun criterioparadiferenciarel espectro
de acciónde lasbacteriocinas,basándoseen el hechode queel enlacetiol establecidoentrelos
residuosdecisteinapodríatenerun papelsimilarala activaci6nde los gruposbolde las toxinas
de lasbacteriasGram-negativas;así,pues,diferenciaronun espectrode acciónamplioparalas
bacteriocinascon dos puentesdisulfuro, intermedioparalas bacteriocinasque contienendos
residuosde cisteinay reducidoparaaquéllasque carecende cisteinao contienenun uinico
residuo.Por otra parte,dentro de las bacteriocinasno lantibióticos,se puedenestablecerotro
grupo, constituidopor aquellasque paraseractivasrequierenla presenciasimultáneade dos
péptidos,como, entreotras,la lactococcinaM(Van Belkum er ci., 1991a), la lactococcinaO
(Nissen-MeyereraL, 1992), la lactacinaF (Allisonerci., 1994), laplantaricina5 (Jiménez-Díaz
eral., 1995), la acidocinaJí132 (Taharaer ti., 1996), las plantaricinasEF y JK (Diep eral.,
1996;Anderssenejo]., 1998), lalactobinaA(secuenciasinúlaralalactacinaF)(ContreraseraL,

1997), la termofilina13 (Marciseteral., 1997) y lasenterocinasL5OA y L5OB (Cintaseral.,
1 998b). La actividadantimicrobianade la lactococcinaO y de la lactococcinaM requierela

presenciasimultáneade ambospéptidos(Ga-GI3 y M-N, respectivamente),ya queningunode
ellosposeeactividadantimicrobianapor símismo;sin embargo,en el casodela lactacinaF, la
lactobinaA, la plantaricina5, lasplantaricinasEF y JK, la termofuina13 y las enterocinasL5OA
y L5OB, uno o los dos péptidos del sistemaposee actividadantimicrobianade forma

independiente,si bien la presenciasimultáneade ambosproduceun efecto sinérgicoen la
actividadantinuicrobiana.

En lo que respectaal tamañomolecularde las bacteriocinas,los lantibióticosson péptidos
pequeñosque contienenentre 19 y 37 residuosaminoacídicos,es decirentre1.959 y 4.000

dáltones(Da), aproximadamente.La carnocinaU149, con una tamaflomolecularde 4.635 Da
(Stoffelsetci., 1 992a),esel lantibióticodemayortamaflocaracterizadohastael momento(Nesy
Tagg,1996).Por otraparte,dentrode las bacteriocinasno lantibióticossepuedenestablecerdos

grupos(Klaenhammer,1993;De Vuysty Vandamme,1994b): (i) péptidospequeños,con un
tamañomolecularinferior a 10.000Da, entrelos que se incluyen la diplococcina(Daveyy
Richardson,1981), lalactococcinaA(Molo eral., 1991;VanBelkum eral., 199la), lalactocina
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27 (Upreti, 1994), la lactacinaF (Murianay Klaenhammer,1991a; 1991b), la sakacina
A/curvacinaA (Holck el aL, 1992;Tichaczeker ci., 1992), la sakacinaP/á74fbavaricinaA
(Tichaczekel al., 1992; Larsenej aL, 1993; Holck er ci., 1994a;Tichaczekeral., 1994), la
pediocinaAcH/PA-I (Bhuniaeral., 1987; 1988; Motlagheral., 1992;Hendersoner aL, 1992;
Nieto Lozanoer ci., 1992), la leucocinaA-UALl87 (Hastingsel ci., 1991), la enterocinaA
(Aymerich,1996, las camobacteriocinasA.BM1 y B2 (Quadrier al., 1994;Worobo ej al.,
1994) y las enterocinasL5OA y LSOB (Cintaser ci., 1998b)y (u) proteínascon un tamaño
molecularsuperiora 30.000Da, como,por ejemplo,la helveticinaJ (Joergery Klaenhanimer

1986; 1990)y la caseicina80 (Rammelsbergeral.,1990).
La mayoríade las bacteriocinasde pequeñotamañomolecularson catiónicas(a pH 7),

hidrófobasy presentanun elevadopunto isoeléctrico(Jacker ci., 1995). Otra característica
observadaentrenumerosasbacteriocinasno lantibióticosde pequeñotamañomolecularesla
presenciaen su extremoN terminalde la secuenciaconsensoYGNGV (Nieto-Lozanoel al.,
1992; Quadrier o]., 1994;Bhugaloo-Vialel aL, 1996). Las bacteriocinasque presentanesta

secuenciasedenominanbacteriocinasdel tipo pediocina,por ser la pediocinaPA-1/AcH la
primeradescritay la mejorcaracterizada,y destacanpor ejercerunagran actividadanti-Liste&i
(Nes ej aL, 1996). Entre las bacteriocinasdel tipo pediocinamejorcaracterizadashastael
momentoseincluyen,ademásdela pediocinaAcH/PA-l (BhuniaeraL, 1987; 1988; Motlaghel
ci., 1992; Hendersoneral., 1992; NietoLozanoej ci., 1992; Maruggej aL, 1992), la leucocina
A-UAL187 (Hastingy Stiles, 1991), la mesentericinaYl05(Hécharderal., 1992), la sakacina
A/curvacinaA (Holck er rL, 1992; Tichaczeker al., 1992), la sakacinaP/674/bavaricinaA
(Tíchaczekej aL, 1992; Larsener al., 1993; Holck el al., 1994a;Tíchaczekej al., 1992), la
acidocinaA(Kanatanietak, 1995), lascamobacteriocinasBMly 82 (Quadrietal., 1994), la
enterocinaA (Aymerich, 1996)y la bacteriocina31 (Tomita e: al., 1996) (Tabla11.7). Otras
bacteriocinasdel tipo pediocinason las piscicocinasVía y Vlb, estaúltima idénticaa la
carnobacteriocinaBMl(Bhugaloo-Vialercl., 1996), la piscicolina126 (Jackej aL, 1996), la
bavaricinaMN (Kaisery Montville, 1996)y laenterocinaCRL3S (Faríaseral., 1996).

Las bacteriocinasproducidaspor lasbacteriaslácticasse caracterizanpor ser generalmente
establesavaloresdepH ácidoso próximosala neutralidad,lo queindicala adaptaciónde estas
sustanciasa lascondicionesambientalesde los sustratosen los quesedesarrollanlasbacterias
productoras(Cintas, 1995). La nisina y las lactostrepcinasson, sin embargo,extremadamente
sensiblesa esteparámetro;la solubilidady estabilidadde la nisinadecrecedeun pH óptimode
2,0 a un pH de 6,0, inactivándosereversiblementea pH 7,0 (Hurst, 1981);las lactostrepcinas

son establesy activasa valoresde pH entre4,2 y 5.0 y se inactivanreversiblementeapH 7.0y

8,0 (KozakeraL, 1978).Resultadossimilaressehandescritoparala plantaricinaC(Gonzálezer
al., 1994), leucocinaA-UAL-87(Hastingser aL, 1991) y enterocina1146 (Parentey Hill,
1992b). Porotra parte, la mayoríade lasbacteriocinasdescritassonactivasen un amplio rango
de pH (Cintas, 1995), generalmenteentrevaloresde 3,0- 9,0, como, por ejemplo,la lacticina
481 (Piard er aL, 1990), la caseicina80 (Rammelsbergy Radíer, 1990), las enterocinas
JBLlO6l, JBL1O83y JBLl351 (AriharaeraL,1993), lacarnocinaUl49(Stoffelseta!., 1992a)
y lapediocinaPA-1/AcH(BhuniaeraL, 1988).Latoleranciaavaloresde pH aúnmásextremos,
entre 1,0-2,0 y 10,0-11,0, se ha descritopara la acidocinaB(TenBrinker aL, 1994) y la
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bavaricinaA (LarseneraL, 1993>.
La termorresistenciaes una característicamuy extendidaentrelas bacteriocinasde las

bacteriaslácticas,si bien, dependedeuna seriede factorescomo, entreotros, el grado de
purificacióndelas bacteriocinas,la presenciademoléculastermoprotectorasy el pH (Taggejal.,
1976).La resistenciade la actividadantimicrobianade lasbacteriocinasal autoclavadoy alos
tratamientosa 100 y a 1210Cempleandosobrenadanteslibresdecélulasesunacaracterísticamuy

generalizada(Cintas,1995).No obstante,la termoestabiidaddisminuyecuandolos tratamientos
térmicosse realizanconlasbacteriocinaspurificadasparcialmenteo ahomogeneidad,comoseha
comprobadoconlalactacinaB(BarefootyKlaenhammer,1984), lacarnocinaU-149(Stoffelser
aL, 1992a) y la sakacinaP (Tichaczekej al., 1992), entreotras. La nisinapurificada,sin
embargo,secaracterizapor su elevadatermoestabiidada un pH de 2,0, permaneciendoactiva
trassu calentamientoa 1000Cdurante10 mm. (Hurst, 1981).En la bibliografíase handescrito
algunasbacteriocinas,en su mayor parte producidaspor lactobacilos,muy inestablesa los
tratamientostérmicos, aún sin estarpurificadas,como es el caso de la caseicina80

(Rammelsbergy Radler, 1990), la helveticinaJ (Joergery Klaenhammer,1986) y la enterocina
01 (OlasupoeraL, 1994).La termoestabiidaddelas bacteriocinas,al igual quesucedeconotras
proteínas,está íntimamenterelacionadacon el pH; así, pues, se han descritonumerosas

bacteriocinasque son mástermorresistentesa pH ácido, como,por ejemplo, la leucocinaA-

UAL-187 (HastingsetaL, 1991), ]a mesentericinaY05(Héchardetal., 1992), lasenterocinas
L5OA y L5OB (Cintas,1995;Cintaseral., 1995)y la enterocina1146(Parentey Hill, 1992b).

11.4.2. Purificación de las bacteriocinas

Lasbacteriocinassonsustanciasqueseliberanal medioexocelularpor lo que,generalmente,
el primerpasoparasu purificaciónconsisteen la obtencióny concentracióndel sobrenadante
librede células(Murianay Luchansky,1993; Venemaeral., 1997). Algunasbacteriocinasse
encuentranen su estadonativo en forma de complejosmacromoleculareso agregados
inespecíficosde elevadotamañomolecular(30-300 KDa) que puedenenmascarartotal o
parcialmentesu actividadantimicrobianaduranteel procesode purificación,asícomoinducira
erroresen la determinaciónde su tamañomolecular;concretamente,lasbacteriocinasde pequeño
tamaño moleculary naturalezaaltamenteapolar interaccionanfácilmentecon el material
extracelularde las célulaslisadas(fragmentosde la paredcelulary micelasde los ácidos
lipoteicos)o conotroscomponentesapolaresdelmedio decultivo (ej. lípidosy ácidosgrasosdel
agentetensoactivono iónico Tween80) (MurianayKlaenhammer,1991a;MortvedteraL, 1991;
Contreraser al., 1997). En estoscasos,los complejosmacromolecularessepuedendisgregar
medianteel empleode agentesdisociantescomo la ureao el SDS (Murianay Klaenhammer,
1991a;GonzálezeraL, 1994),por ultratiltración(MurianayKlaenhammer,1987) o eliminando
el materiallipídicomedianteextraccionesconmetanol-cloroformoo etanol-dieriil¿ter(Contrerasa
aL, 1997). Unavez recuperadaslasbacteriocinasdel sobrenadante,éstassepuedenconcentrar
mediantetécnicasquepermitanla separacióndelas diversasfraccionesen funcióndesu tamaño
y/o naturalezaquímica,siendolasmásempleadas(i) la filtraciónmediantediálisis(Schi]lingery

Lticke, 1989;Pairntey Hill, 1992)0ultrafiltración(MurianayKlaenhammer,1991a;Ten Brink
er ci., 1994); (u) la precipitaciónde las proteínasempleandosales,comoel sulfatoamónico
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(Holo elal., 1991), o ácidos(Hastingsel al. 1991) y (iii) la extracciónde las proteínascon
solventesorgánicos,como el butanol y el etanol (Piva y Headon, 1994). Asimismo, la
concentraciónse puederealizarmediantedesecacióna vacioo liofilización; no obstante,esta
técnicano elimina los componentesdel medio de cultivo ni aquéllosque puedaninterferir

posterionnentelapurificación(SchillingeryLúcke, 1989).El procesode concentración,aunque
esnecesarioparareducirelvolumeninicial detrabajoy recuperarlasbacteriocinasdelmedio de
cultivo, noesmuyselectivo,por lo queparaobtenerbacteriocinascon un alto gradode pureza,
las muestrasse hande sometera otras técnicasquepermitansepararlas bacteriocinasde las
restantesfraccionesproteicasenbaseasuspropiedadesy característicasfísico-químicas.

Considerandoquela mayoríade las bacteriocinasde las bacteriaslácticasson péptidosde
pequeñotamañomolecular,catiónicos(a pH 7,0) e hidrófobos,el grupode investigadoresdel
Laboratoriode TecnologíaGenéticaMicrobiana(LMG) de la UniversidadAgrícola de Noruega
(NLH, Aas, Noruega)diseñó.bajo la direccióndel Prof. Dr. Ingolf F. Nes, e] siguiente
protocoloparasu purificacióna homogeneidad:(i) precipitaciónde las proteínascon sulfato

amónico, (ji) cromatografíade intercambiocatónico, (iii) cromatografíade interacción
hidrofóbicay(iv) cromatografíade fasereversaenun sistemade FPLC (delinglés,FasrProrein

Liquid Chromarography).Posteriormente,esteprotocolo ha sido aplicadocon éxito parala
purificacióna homogeneidadde un gran númerode bacteriocinascomo, entre otras, la
lactococcinaG (Nissen-Meyereí ci., 1992), la pediocinaPA-1 (Nieto-Lozanoel ci., 1992;

Cintas,1995;CintaseraL, 1998a),lasakacinaPy lacurvacinaA(TichaczekeraL,1992), la
bavaricinaA (Larseneral., 1993), lasenterocinasL5OAy L5OB (Cintaseral., 1998a,b)y los
lantibióticosnisina A (Cintas, 1995; Cintas ej aL, 1998a)y carnocinaU149 (Stoffels er aL,

1992b).Un protocolosimilarenel quese incluyela cromatografíadefiltración en geleshasido
empleadoexitosamenteparala purificacióndel lantibiótico lactocina5 (Mortvedter al., 1990;

Cintas,1995; Cintaseral., 1998a)y de sistemasde dospéptidos,como la lactacinaF(Muriana
y Klaenhammer,1991a)y la plantaricina5 (Jiménez-DíazeraL, 1995).Hastingseta!. (1991)

propusieronun protocolosimilarqueincluye(i) precipitaciónde las proteínascon HCL 12N, (ji)
cromatografíade interacciónhidrofóbica, (iii) cromatografíade filtración en gel y (iv)

cromatografíade fasereversaen un sistemade HPLC (del inglés,High PressureLiquid

Chroniarography). Estosautoresobservaronque el empleode cromatografíade intercambio
catiónicoy diálisis, así como de condicionesde alcalinidad,reducíanconsiderablementela

actividadduranteelprocesode purificaciónde la leucocinaA-UALI87. El grupodirigido porel
Prof. Gerald Venema(Groningen, PaisesBajos> propusoun protocolode purificación
empleandounametodologíaqueexcluyeel usode columnascromatográficasyqueserealizaen

trespasos:(i) precipitaciónde las bacteriocinascon etanolenfriado,(u) isoelectroenfoquey (iii)
ultrafiltración.Venemaeral. (1997 purificaronla lactococcinaAy la pediocinaPA-1coneste
protocoloy lograronunarecuperacióndel 41 y 30%, respectivamente.

Por otraparte,Yang eral. (1992) desarrollaronunametodologíabasadaen la capacidadde
las bacteriocinasde adsorberseinespecífícamentea otrasbacteriasGrani-positivas,incluidoslos
microorganismosproductores.La adsorciónde las bacteriocinasseproduceeficientementeen
célulasinactivadaspor calory esmáximaa valoresde pH cercanosa la neutralidad(6,0).
consiguiéndosesu liberacióna pH 2,0. Unavez obtenidala suspensióncon lasbacteriocinas,
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éstasedializa.seconcentrapor liofilizacióny seaplica a unacolumnade fasereversaen un
sistemadeHPLC. Yangeral. (1992)purificaronlapediocinaPA-1,la leucocinaLcml,lanisina

y lasakacinaA, obteniendounarecuperaciónal final del procesode 106,96,2, 93,3y 44,3%,
respectivamente.Posteriormente,otros autores han empleadoesta metodologíapara la
purificaciónde la pediocinaUL5 (idénticaa la pediocinaPA-1/AcH) (Dabaeral., 1994), las
mesentericinass2A(idénticaa la mesentericinaYl0s)y 52B (Revol-Junelleseral., 1996) y la

pediocinaAcM (Elegadoer cl., 1997), aunquesus rendimientosfueron menoresque los
obtenidospor Yang eral. (1992).

11.4.3. Espectro de acción de las bacteriocinas

La heterogeneidadenel espectroantimicrobianode lasbacteriocinasde lasbacteriaslácticas
permiteclasificarlasen tresgrupos:(i) bacteriocinasconespectrodeacciónreducidoy limitadoa
otrascepasde la especiedel microorganismoproductor,comola lactococcinaA(Holo er aL,
1991) olacaseicina80(Rammelsbergeral., 1990), o bienaotrasespeciesde sumismogénero,
corno la lactocina27 (Upreti, 1994) y la lactacinaB (Barefooty Klaenhammer,1983); (II)
bacteriocinascon espectrosde acción intermediosque inhiben ademása otros génerosde
bacteriaslácticasy a bacteriasGram-positivascomo, entreotras, especiesde los géneros
Lisreria, Sraphylococcusy Closrridium. En estegrupo seencuentranla lactacinaF (Murianay
Kjaenhammer,1987), la lacticina481 (Piard et rL, 1990), la plantaricinaC (Gonzálezetal.,
1994) y lasplantaricinasSy T (Jiménez-Díazeral., 1993), entreotras,y (iii) bacteriocinasde
amplioespectrode acciónqueinhibena un gran númerode bacteriasGram-positivasentrelas
queseincluyen,ademásde las anteriores,especiesde losgénerosPropionibacreriumy Bacillus.
Enestegrupose incluyenla nisinaA y Z, quetambiéninhibenla germinacióndelas esporasde
Closrridlum spp. y Bacillus spp. (Hurst, 1981; Harris er al., 1992; Vandenbergh,1993), la
pediocinaAcHfPA-1(BhuniaeraL, 1987;1988;Hendersoneral., 1992), la leucocinaS(Lewus
eral., 1991) y lasenterocinasL5OA y L5OB (CintaseraL, 1995; 1998a).Lasbacteriocinasde
las bacteriaslácticaspurificadasahomogeneidadno inhibenel desanollode las bacteriasGram-

negativasbajo condicionesnormales;es decir, sin la presenciade agentesquímicoso
condicionesde pH que dañenla integridadde la paredcelular(Kalchayanander ci., 1992;
Stevenseta]., 1991).

En los últimos añosse ha observadoquelas bacteriocinasdel tipo pediocinase caracterizan
por su potenteactividadantimicrobianafrente a bacteriasdel géneroLisreria. Entre estas

bacteriocinasanti-Ltsrerkzdestacanla pediocinaPA-l/AcH (Bhuniaeral., 1987; 1988; Puccier
ci, 1988; Hendersoneral., 1992),producidapor diversascepasde P. acidilacfici; la leucocina
A-UAL187 (Hastingy Stiles, 1991) y lamesentericinaYl05(Hécharderal., 1992),producidas
porLeuconosicespp.;la sakacinaA(Holckerak,1992),la sakacinaP(Tichaczekeral., 1994)
y la acidocinaA(Kanataniercl., 1995)producidasporLactobadlllusspp.;lascarnobacteriocinas
BM1y B2 producidaspor Carnobacreriumspp. (Quadri et aL, 1994) y la enterocinaA

(Aymerich, 1996),producidaporEnrerococcusfaeciumCTC492.

11.4.4. Modo de acción de las bacteriocinas

La mayoríade lasbacteriocinasde lasbacteriaslácticasactúande modobactericidafrentea
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los microorganismossensibles,aunquesehan descritoalgunas,comola lactocina27 (Upreti y
Hinsdill, 1975), la leucocinaA-UALI87(Hastingsy Stiles, 1991) y la leucocinaS (Lewusej
ci., 1992) que ejercenun modo de acciónbacteriostático.La actividadbactericidade las

bacteriocinaspuedeir acompaiíadade la lisis celulardel microorganismosensible(bacteriocinas
bacteriolíticas),como sucedecon la nisina A (Bierbaumy Sahl, 1991), la plantaricinaC
(Gonzálezer it, 1994) y la enterocinaEFS2 (Maisnier-Patin,1996). Las bacteriocinascuya
acciónbactericidano causalisis celularson las másnumerosas,incluyéndoseentreellaslas
lactostrepcinas(Kozakej aL, 1978), lalacticina481 (Piarderal., 1990),la lactococcinaA(Van
Belkumetal., 1991b),la lactacinaR(Barefooty Klaenhamer,1983), la acidocinaB(TenBrink
et aL, 1994), la plantaricinaS (Jiniénez-Díaz ej aL, 1993), la helveticinaJ (Joergery

Klaenhammer,1986), lasakacinaP (SchillingeryLticke, 1989), laenterocina22éNWC(Villani
er aL, 1993), las 3 bacteriocinasproducidaspor E. faeciumJBL1061,JBLI0S3 y JiBLI3SI
(AriharaeraL, 1993),la enterocina900(FranzeraL, 1996)y laenterocinaA (Aymerich, 1996).

La pared celular de las bacteriasGram-positivaspermite la entradade moléculas
relativamentegrandes,demodo que parecepocoprobableque las bacteriocinasnecesitenla
presenciade receptoresespecíficosanálogosalos receptoresde las colicinas.localizadosen la
membranaexternade las bacteriasGram-negativas(Jacker aL, 1995). Pareceser que el
mecanismoinicial decontactode las bacteriocinascon lascélulassensiblesseproduceatravésde

una interaccióninespecíficacon los polímerossuperficialesaniónicos(ácidosteicoicoso
lipoteitoicos)presentesde forma generalen la paredcelularde las bacteriasGram-positivas

(BhuniaeraL, 1991; Abee, 1995;Jack eral., 1995).Algunosautorespostulanquetras este
primercontactoelectrostáticono específicolas bacteriocinasno lantibióticos,concretamentela
lactococcinaA, requierenla presenciade receptoresespecíficosen la membranacitoplasmática
(Van Belkumej al., 1991b). Por el contrario,ensayosrealizadoscon la pediocinaPA-lsobre
liposomasde Ls. manocyrogenesy célulassensiblesde estemicroorganismo,asícomootros
experimentossimilaresrealizadoscon la mesentericinaY105y la termofilina 13, hanpuestode
manifiestoque,al igual quesucedeenel casodelos lantibióticos,no esnecesariala presenciade
receptoresespecíficos(KordeleraL, 1989;Jackeral., 1995;MaftaheraL, 1993;Marcisetejal.,

1997;Chen eta]., 1997).
Las bacteriocinasdelasbacteriasGram-negativas,concretamentelascolicinas,actúansobre

lascélulassensiblesestableciendola formaciónde canalesjónicos yio ejerciendounaactividad
nucleásica(Pugsley,1984b). Diversosestudiosde membranay transporteactivorealizadoscon
bacteriocinasde lasbacteriaslácticas,asícomoestudiospredictivostopológicosa partirdesus
secuenciasaminoacidicas,concretamenteconla lactococcinaA (VanBellcum er al., 199ib), la
lactococcinaB (VenemaeraL, 1993), lalactococcinaO (Nissen-Meyereral., 1992), la lactacina
F (Abee eral., 1994b), la acidocinaJí 132 (Taharaeral., 1996), laacidocinaJ1229(Taharay
Kanatani,1996), la bavaricinaMN (Kaisery Montville, 1996),la terinofulina13 (Marciseteral.,

1997), la pediocinaPA-1(Bhuniaeral., 1991; Chikindaseral., 1993; Cheneral., 1997) y la

nisina A/Z (Gao er al., 1991; García-Garceráer al., 1993; Abee er ci, 1994a) permiten
hipotetizarquelas bacteriocinassonproteínasactivasa nivel de membranacuyo mecanismode

acciónprimarioesla formacióndeporoso canalesiónicos en la membranacitoplasmáticade las

célulassensibles(Abee, 1995). La composicióny disposiciónde los fosfolipidosde membrana
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(ej. composición de las cabezas polares y de las cadenashidrocarbonadas) influye
significativamenteen la eficaciade la asociaciónde las bacteriocinascon la membrana

citoplasmática,en su inserciónen la mismay en la consiguienteformacióndel poro (Abee,
1995). En estecontexto,seha demostradoque lanisinaA de L. lactis seasociaa fosfolipidos

cargadosnegativamentey a liposomasno energizadosque los contienen,lo que indicaque la
interacciónelectrostáticaentrelos tres residuoscatiónicosde lisina de la bacteriocinay los
fosfolipidos aniónicos,comoel fosfatidilglicerol(PG) y/o el difosfatidilglicerol (cardiolipina),
contribuyen,junto con las interaccioneshidrofóbicas,a la unión de la nisinaa la membrana
citoplasmática(García-GarceráeraL, 1993;Abee,1995; Driesseneral., 1995). Por estarazón,
la eficaciade la nisinaA en la formaciónde poros disminuyeen presenciade cationesdi- y
trivalentes(ej. Mg.2, Ca.2 y Gd+3), ya queéstos neutralizanla carganegativade las cabezas
polaresde los fosfolípidosaniónicos,lo que induce,a su vez, las condensaciónde los

fosfolípidosy, por tanto, un aumentode la rigidez de la membranacitoplasmática.Resultados
similaressehanobtenidoconlalactacinaFdeLb. johnsoniiVP111088(Abeeerat,1994b).Por
otraparte,la disposiciónde las cadenashidrocarbonadasde los fosfolípidosinfluyeen la fluidez
de la membranacitoplasmáticay, por tanto,enla eficaciadeestasbacteriocinasenla formación
de los poros (Abeeet aL, 1994a,b; Abee, 1995).En estecontexto,se ha demostradoque la
eficaciaantimicrobianade la lactacinaF frentea E. faecalisdisminuyealdescenderla temperatura

ya queaumentala ordenación,y por tanto la rigidez, de la membranacitoplasmática,lo que
dificultaríala inserciónde las moléculasde bacteriocinay, por consiguiente,disminuiríala

probabilidadde formacióndelos poros(Abeeeta!., 1994b).
Las bacteriocinasposeensecuenciasaminoacídicasquepermitenla formaciónde láminasl~ y

hélicesa, estructurassecundariascaracterísticasde proteínasqueestableceninteraccionescon la

membranacitoplasmática.El modelode prediccióntopolégicapropuestopor Ocjius y Young
(1991) consisteen la formaciónde estructurasanfifílicasmultiméricasen forma de barril
constituidaspor un númeroindeterminadode bacteriocinasintegradasy estabilizadasen la
membranápor sus hélicesa transmembrana.En primerlugar seintegranen la membranalas
estructurashelicoidalestransmembranadecadaunade las moléculaspeptídicas(monómeros)y,

seguidamente,agregany se formael barril, en el quelas paneshidrofílicasseexponenhaciael
interior y las hidrofóbicashaciala membranacelular. Cuandose han agregadosuficientes
péptidos,la repulsiónelectrostáticaque secreaentresuscargaspositivaspareceserla fuerza
impulsoradelaaperturadelporoo canal.En el modelopropuestoporDriesseneraL (1995)para

la nisina, los monómerosseasocianprimeroen la superficiede la membranacitoplasmáticay,

seguidamente,se insertanen la bicapalipidica formandoel poro; debidoa las atracciones
electrostáticasentrelas cabezasaniónicasde los fosfolípidos y los aminoácidoscatiónicosde la
bacteriocina,aqúellasse introducentambiény rodeanexternamentealporoen todasu longitud.

La formaciónde los canalesiónicos,con la consiguientedesestabilizaciónde la integridadde la
membrana,provocaun flujo pasivode pequeñasmoléculas,talescomoiones(potasio,fosfato),

aminoácidosy ATP, a travésdesubicapalipidica, conlo queseproduceademásunareducción
o disipacióndelpotencialde membrana(Sahí,1991).Los bajosnivelesdeATP intracelulary la

carenciade ionesy cofactoresproducenla inhibición de lasíntesisdemacromoléculastalescomo
el ADN, el ARN, las proteínasy los polisacáridos,loque unido ala imposibilidadde mantener
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el transporteactivo de nutrientesconllevaríaal cesedel crecimientobacterianoy, en ultima
instancia,a la muertecelular(Koninsky, 1982). Algunosautoressugierenque la lisis de los

microorganismossensiblesproducidapor las bacteriocinasbacterioliticaspodríadebersea la
liberaciónde enzimasautolíticosqueencondicionesnormalesestánligadoselectrostáticanientea
los polímerossuperficialesaniónicos(ácidosteicoicoso lipoteitoicos)de laparedcelular(Jacker
eL, 1995;Bíermany Sahí, 1991).Alternativamente,los canalespuedenprovocarla entradade
aguaen el interiorcelulary, consecuentemente,la lisis porchoqueosmótico(Ocjiusy Young,
1991).Los lantibióticosnecesitanun mínimode energíaparala formaciónde los canales(Jackej

al., 1995; Abeeej ci., 1994a;Abee, 1995); lanisina,porejemplo,requiereparaseractivaque
las membranasde lascélulassensiblestenganun potencialdemembrananegativoen el interior

celulary/oqueexistaun gradientede pH (alcalinoen el interiorcelular)(Ruhr y Sahí, 1985;Gao
eraL, 1991;García-Garceráer ci., 1993;Abee eral., 1994a). Por el contrario,las bacteriocinas
no lantibióticos,entreellas,la IactococcinaA(Van Bellcum ej aL,1991b),la lactococcinaB
(Venemaer aL, 1993), la leuconocina5 (Bruno y Montville, 1993), la mesentericinaY105
(Maftah,ej eL, 1993), la pediocinaPA-1 (Bhuniaer aL, 1991;Chilcindasero]., 1993;Yuhuana
cl., 1997) y la lactacina F (Abee er al., 1994b) ejercensu acción antiniicrobiana
independientementedel potencialde membrana.

11.4.5. Inmunidad y resistencia

Lasbacteriaslácticasproductorasde bacteriocinasposeenun mecanismoespecialde defensa
(inmunidad)que les protegede la toxicidadde suspropiasbacteriocinas(Tagg er al., 1976;

Klaenhamrner,1993;JackereL, 1995).Estemecanismodependeprincipalmentede unaproteína
de inmunidadespecíficade cadabacteriocina,lacualseexpresaconcomitantementea la misma
perono requiereel sistemade procesamientoy transportenecesarioparala liberaciónal medio
exocelulardela bacteriocina(Nesel al., 1996). No obstante,sehasugeridoquela inmunidad

podríaestarmediadatambiénpor la acciónde proteasasintracelularesque inactivaríanla

bacteriocinaen lascélulasproductoras(Abee, 1995;Jacker al., 1995;Allison y Klaenhammer,
1996)

El análisisgenéticodelashipotéticasproteínasdeinmunidaddescritashastala fechapermite
generalizarquesetratadepéptidospequeños,constituidosaproximadamentepor 51-154aa,con

un elevadopuntoisoeléctrico(pI) y que poseengeneralmentedominioshidrofóbicos,lo que
sugieresu localizaciónen la membranaplasmática(Fremauxel aL, 1993). Las proteínasde

inmunidadasociadasa lasbacteriocinasconstituidaspor un sistemade dos péptidoscontienen
110-154aay presentanentre3 y 5 hélicesa transmembrana(Fremauxeral., 1993;VanBellcum
el eL, 1991a),mientrasquelasdelrestode las bacteriocinassonmenores(51-113aa)y poseen
únicamente1-2 hélicesa transmembranao carecende ellas(Maruggero]., 1992; Nissen-Meyer
eral., 1993b;VanBellcumeral.,1992;Axelssony Holck, 1995;Quadrieral., 1995a;Quadrier
ci., 1995b; Diep, 1996;Tomita eral., 1996; Quadri eraL, 1997b).Hastala fecha,lasproteínas
de inmunidadasociadasa la lactococcinaA (LciA) y a la camobacteriocina132 (CbiB2) son las
únicasque hasido purificadasa homogeneidady caracterizadasgenéticamente(Van Belkum er
al., 1991a;Stoddarderal., 1992; Nissen-Meyererit, 1993b;Quadrieral., 1994;Venemaer
aL, 1994; Quadrieral., 1995a;Quadrieral., 1997b).En 1995, Abeepropusoque lasproteínas
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de inmunidadinteraccionancon lasmoléculasde bacteriocinalibres en el medioextracelular,
impidiendode estemodosuadsorciónala superficiecelulary elconsiguienteestablecimientode
los poros;no obstante,experimentosbioquímicosrealizadoscon las proteínasde inmunidadde
la lactococcinaA (Venemaej aL, 1994;Venema,1995) y de la camobacteriocinaB2(Quadrier
ci., 1995a)permitendescartarestamodeloya que estasproteínasno actúandesdeel exterior
celular.La LciA estáconstituidapor 98 aa,no presentamodificacionesposttraduccionalesy se
localizatanto en la membranacelularcomo intracelularmente.El análisisinformático de su
secuenciaaminoacídicareveló que la regióncomprendidaentrelos residuos29 y 47 es muy
hidrófobay puedeconstituirunahélicea transmembrana.De acuerdocon el modelo propuesto
por Venemaer al. (1994), esta hélice a interaccionacon una proteínatransmembrana
(posiblementeel receptorde la lactococcinaA) y se insertaen la membranacicoplasmática,
quedandoel extremoN-terminalde la LcIA en el citoplasmay su extremoC-tenninalen el
exterior.Mediantesu uniónal receptor,la LcIA previenela inserciónde lalactococcinaA en la
membranay, por tanto,impidequela bacteriocinaejerzasu acciónantimicrobiana.La fracción
de LciA localizadaen el interiorcelularconstituidaun reservoriodesdeel quelas moléculasse
dirigirían a la membranaal tenerlugar la síntesisde nuevasmoléculasdelreceptor(Venema,
1995).No obstante,el modelopropuestoesmeramenteteóricoyaqueaúnno sehanidentificado
los receptoresespecíficosdela lactococcinaA (NeseraL, 1996).Otrosmodelossugierenquelas
proteínasde inmunidadinteraccionancon las moléculasde bacteriocinaque se encuentran
formandolos poros,por lo queestossedesestabilizany/o sellan(Abee, 1995).

El conceptode inmunidadcomoun sistemaquepermitealascélulasproductorassobrevivir
enpresenciade supropiabacteriocinasedebediferenciardelconceptoderesistenciao tolerancia
de un microorganismoa unabacteriocinadeterminada.Elmecanismode resistenciabacterianaa
las bacteriocinasno seha elucidadoaún, peropuededeberseala pérdidao modificaciónde los
receptoresespecíficosde dicha bacteriocina,a variacionesen la fluidez de la membrana

citoplasmáticao a la síntesisde unaproteínade resistencia(Klaenhammer,1993). En este
contexto,seha descritoquemutantesespontáneosde Ls. monocyrogenesresistentesa la nisina
contienenun elevadoporcentajede cadenashidrocarbonadaslinealesy muy pocascadenas
ramificadas,lo quedalugaraunamenorfluidez dela membranacitoplasmáticay, por lo tanto,a
una menor eficaciaantimicrobianade la bacteriocina(Abee er aL, 1994a; Abee, 1995).
Asimismo,seha observadolacapacidadde diversosmicroorganismosresistentesala nisinade
smtetizarun enzimareductasa,denominadonisinasa,que destruyea estabacteriocina(Harris a
al., 1992).

11.4.6. Biosíntesis de las bacteriocinas

Las bacteriocinasse sintetizanen los ribosomasen forma deprepropéptidosbiológicamente
inactivos(preprobacteriocinas)(Jacketal., 1995; Nesetal., 1996).Estosprecursorescontienen
un dominiopropéptidicoC-terminal (probacteriocina)el cualesliberado,trasel procesaniinento
de la preprobacteriocinaen un punto característicode su extensiónN-terminal(punto de
procesamiento),y, concomitantemente,secretadoal medioexocelular,cono sin modificaciones
posttraduccionales,enformadepéptidoactivoo bacteriocinamadura(SchnellejaL, 1988;Holo
er it, 1991; Freundy Jung, 1992; Van Belkum er eL, 1997). Las extensionesN-terminales
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(secuenciaslíder del tipo dobleglicina o péptidosselíal)desempeñanun papelmuy importante
en el reconocimientoy procesamientode las preprobacteriocinasy determinanel tipo de
mecanismoimplicadoen el transportede la probacteriocinacorrespondiente.Asimismo, las
extensionesN-terminalesmantieneninactivasbiológicamentelas bacteriocinasen el interior
celulary, por lo tanto,protegenal microorganismoproductorde susefectostóxicos(JackejaL,
1995; Nes er aL. 1996). En lo que respectaa las modificacionesposttraduccionalesde las
probacteriocinas(establecimientode anillos tioéteren los lantibióticosy de puentesdisulfuroen
las bacteriocinasdel tipo pediocina,porejemplo),seha sugeridoqueposiblementetenganlugar
despuésde la transiocaciónya que la presenciade estasestructurascíclicaso plegamientos
dificultadaconsiderablementela translocaciónde la bacteriocinaa travesde la membrana
citoplasmática(Jackej aL, 1995).

En los últimos añosseha determinadola secuenciaaminoacídicade un gran númerode
preprobacteriocinascomparandola secuenciaaminoacídicaobtenidapor degradaciónde Edman

de las bacteriocinaspurificadascon la deducidaa partir de la secuencianucleotídicadel gen
estructuralcorrespondiente.En la Tabla11.8 se muestrala secuenciaaminoacídicade las
preprobacteriocinasmejor caracterizadashastael momento;asimismo,se indica la secuencia
correspondientea sus extensionesN-terminalesy a sus dominiospropéptidicosC-terminales
(probacteriocina)y el puntode procesamientodeestaspreprobacteriocinas.

Diversosestudiosrealizadospor Fremauxet al. (1993)y Havarsteinerd. (1994) pusieron
demanifiestola homologíaexistenteentrelaextensiónN-terminaldelacolicinaV, producidapor

E. coil, y lasextensionesN-termina.lesde la mayoríade lasbacteriocinasno lantibióticosy de
algunoslantibióticos.Así, pues,estosautoresestablecieronel siguientepatrónconsenso:(i) dos
residuosde glicinaconsecutivos(posiciones-1 y -2 respectoal punto de procesamiento);(u)
residuoshidrófobosen las posiciones-4, -7, -12 y -15; (iii) residuospolarescon cargaen las
posiciones-8 (Havarsteiner aL, 1994), -9 y -10 (Fremauxe:aL, 1994)y (iv) un residuode
sernaen la posición -11. El residuo de glicina en la posición -2 (G[-2J) está altamente
conservado,mientrasquela posición-1 (G[- 1]) estásujetaa unamayorvariabilidad,habiéndose
descritoen algunascasosla presenciaalaninay/o sernaen estaposición(A/S[-1]). Por otra

parte, Havarsteinej al. (1995a)demostraronque el punto de procesamientode estas
preprobacteriocinasse sitúa inmediatamentedespuésde los dos residuosde glicina en las
posiciones-1 y -2, porlo quepropusierondenominara estetipo deextensiónN-terminalcomo
secuencialíderdeltipo dobleglicina.

Entrelas bacteriocinasno lantibióticosconsecuencialíderdeltipo dobleglicinase incluyen
la mayoríade lasdescritashastael momento;entreotras,lapediocinaAcHIPA- 1 (MotlaghetaL,

1992; Motlagh eraL, 1994; Hendersoner cd., 1992; Marugg er aL, 1992), la leucocinaA-
UAL187 (Hastingy Stiles, 1991), la mesentericinaY105 (Héchardej ci., 1992), la sakacina
A/curvacinaA (Holck er ci., 1992;Tichaczekej cd., 1992),la sakacinaP/674(Tichaczekeral.,
1992;Holck er rL, 1994a;Tichaczekerci., 1994), la acidocinaA(Kanatanier aL, 1995), las
caniobacteriocinasBMl y 132 (Quadri er ci., 1994), la enterocinaA (Aymerich, 1996), la
carnobacteriocinaA/piscicolina6l (Worobo ejal., 1994; HolckeréL, 1994b);las lactococcinas
A, B (Holo eral., 1991;Van Belkum et rL, 1992a;1992) y sistemasde dos péptidos,comola
lactacinaF(Murianay Klaenhammer,1991b;Fremauxeral., 1993), las lactococcinasOy M
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(Havarsteiner <t, 1993;VanBellcum er éL, 1991a)y la termofilina 13 (Marciseteral., 1997).
Recientemente,CintaseraL (1998b) handemostrado,medianteexperimentosde expresiónde
proteínasin vivo e in virro, quelas enterocinasL5OA y LSOB carecendeextensiónN-terminal
(secuencialídero péptidoseñal)y sesintetizany secretancomopéptidosactivos.
Los lantibióticoscon secuencialíder del tipo dobleglicinaincluyenla salivaricinaA (Rosser
rL, 1993). la estreptococcinaA-FF22(Hynes e: éL, 1993), la lactocinaS (Skaugen, 1994;
Skaugeneral., 1997) y la lacticina48l/lactococcinaDR (PiardetaL, 1993; Rinceeral., 1994).
En lo que respectaa lasnisinasA y Z, estudiosrealizadospor Van derMeereral. (1993) han

demostradoque su extensiónN-terminalno estárelacionadacon la de la mayoríade las
preprobacteriocinasdescritas.Así, pues,sus preprolantibióticoscorrespondientescontienenuna

extensiónN-terminalconunasecuenciaconsensoen elpunto deprocesamientocaracterizadapor
la presenciade un aminoácidopolary concarga(argininao glutaniina)en la posición-1 y un
residuode prolinaen la posición-2 (Jackeral., 1995).

Hasta fechas muy recientes,todas las hacteriocinasno ¡antibióticoscaracterizadas
presentabansecuenciaslíderdel tipo dobleglicina. No obstante,en los ultimos añosse ha

descritoque la bacteriocina31 (Tomitae: ci., 1996), la acidocinaB (Leer e: al., 1995) y la

divergicinaA (Woroboercí, 1995) poseenunaextensiónN-terminaldiferenteque actúade
péptidoseñal(Tabla11.8). Von Heijne(1986)analiz6lospéptidosseñalde numerosasproteínas
de microorganismoseucariotasy procariotasy concluyóque todos poseentres regioneso
dominios característicos:(i) una regiónhidrofílicaen el extremoN-terminal, denominada

dominioN, concarganetapositivay constituidapor 1-5 aminoácidos;a continuación,(u) una
regiónde aproximadamente7-15 aminoácidosque constituyeel nucleocentralhidrofóbicoo

dominio H y, finalmente,(iii) una región menos hidrófoba en el extremo C-terminal,
denominadadominio C, con característicasmuy peculiaresy constituidapor 5-6 residuos

aminoacídicos.El puntodeprocesamientode los prepropéptidosquecontienenpéptidosseñalse
sitúainmediatamentedespuésdel dominioC desu extremoC-terminal,representandoel primer
aminoácidédel péptidomadurolaposición+ 1. Estaregióncumplela denominada“regla del-3-

1” (Von Heijne, 1984), querequiere la presenciade un residuo aminoacídicode pequeñotamaño
moleculary neutro(alanina,serna,glicina, cisteinao treonina)o, excepcionalmente,glutamina
en la posición-1 (respectoal punto de procesamiento),así comoque el aminoácidode la
posición-3 no seani aromático(triptófano,fenilalanina,tirosinao histidina),ni cargado(ácido

aspártico,ácidoglutámico,lisina o arginina),ni grandepolar(asparraginao glutamina).Por otra
parte,el residuoqueocupalaposición-2 sueleserun aminoácidoaromático,concargao grande
polar; la glicina sueleocuparlas posisiciones-4 y -1 y la prolina nuncaestápresenteen las

posiciones-3, -2, -1 6 +1 pero, porel contrario,seencuentrafecuentementeen la posición-5
(PerImany Halvorson,1983; Von Heijne, 1984).

11.4.7. Procesamiento y transporte de las bacteriocinas

Desdehacetiempo seconocequelos péptidosquese sintetizancomo prepropéptidoscon
unaextensiónN-terminaldel tipo péptidoseñalson secretadosa travésde la RutaGeneralde
Secreciónde Proteínas(GSP,del inglésGeneralSecreroryParhway)o sistemawc-dependiente,
enel que intervienenlos productosde los genessecy las peptidasasde señal(Pugsley,1993;
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Schatzy Beckwith,1990). En los últimos añosestesistemade transportehasido ampliamente
revisadopordiversosautores (Pugsley,1993; Gierasch,1989;Wandersman,1992). Hastala

fecha, las únicasbacteriocinasdescritasque se procesany secretana travésdel GSP son la
bacteriocina3l (Tomitaeral., 1996), la acidocinaB (Leer er al., 1995) y la divergicinaA
(Woroboerad., 1995).

Otros mecanismosde transportede proteínasy péptidosson los sistemasde secreción
independientesde un péptidoseñalo sistemassec-independientes,caracterizadosprincipalmente
enlasbacteriasGram-negativas,y queincluyen,entreotros: (i) la familiade los transportadores
ABC (delinglésATP-Bindíng-Cassetre)y (u) la familia de los transportadoresde las sustancias
tipo pululanasa(Fath y Kolter, 1993; Higgins, 1992; Salmondy Reeves,1993). Mediante
transportadoresABC los microorganismossecretanal medioexocelulardiversossustancias
como, entreotras,antibióticos,compuestosno proteicos(ej. drogaslipófilas y polisacáridos),
péptidosque se sintetizancomo prepéptidoscon una extensiónN-terminal (ej. el factor de
competenciade 5. pnewnoniae,la colicinaV de E. coli y la mayoríade las bacteriocinas)y

péptidos que carecende extensiónN-terminal (ej. la a-hemolisinade E. colí y las
metaloproteasasBy C de Serraríaniarcences)(Wagnereral., 1983; Gilson er ci., 1990;
Higgins, 1992; Fathy Kolter, 1993; Hui eral., 1995;Nes e: ci., 1996). Los transportadores
ABC contienengeneralmente:(i) un dominio C-terminalAlPásicode aproximadamente200 aa
localizadoenlacarainternade la membranacitoplasmáticay con dossecuenciasconservadasque

constituyenellugar de fijación de unamoléculadeATt’ y (u) un dominioN-terminalhidrófobo

integradoen la membranaque contienegeneralmenteseissegmentostransmembranay que es
responsabledel reconocimientoy translocaciónde los sustratosa travésde la membrana

citoplasmática(Higgins, 1992;Havarsteineral., 1995a).Ambosdominiossepuedenexpresar
comodospolipéptidosindependienteso comounaúnicacadenapolipeptídica,comosucedeenla

mayoríadelos transportadoresABC bacterianos(Hyde eraL, 1990). Los transportadoresABC
activosson homodimerosque requierenla hidrólisis de ATP paraobtenerla energíanecesaria
parala transiocacióndelsustrato(Mimmackerad., 1989).

Lasbacteriocinasconsecuencialíderdel tipo dobleglicina,son procesadasy transportadas,
medianteun sistemaintegrado,al menos, por: (i) una proteínatransmembranaespecífica

pertenecientea la familia de los transportadoresABC y responsabledel procesamientoy
translocaciónde los sustratosa travésde la membranainterna(Gilson er al., 1987; 1990;
Marugge: aL, 1992; Stoddarde:aL, 1992; Havarsteinet al., 1995a) y (u) una proteínade

funci6n desconocida,denominadaproteínaaccesoria,necesariapara la liberaci6nde la
bacteriocinaalexterior (StoddarderaL, 1992;Frankee:al., 1996;VanBe]kum eraL, 1997).

La comparaciónde las secuenciasaminoacídicasde transportadoresABC de diferentes
sustratos,entrelosque seincluyeron los transportadoresde las lactococcinasA, B y M (LcnC)

(Stoddarder al., 1992) y de la pediocinaPA-1 (PedD) (Marugger aL, 1992), los hipotéticos
transportadoresABC dela lactococcinaG(LagD) (Havarsteine:aL, 1995a)y de la lactococcina
DR (LcnDR3) (Rincee: al., 1994), así comoel del factorde competenciade5. pneun-zoniae

(ComA)(HavarsteineraL 1995b),el dela colicinaV de E. colí (CvaiB) (Fathy Kolter, 1993)y

el de la a-hemolisinade E. coli (HlyB), reveló una significativahomologíaentreellos
(Havarsteiner aL, 1995a). Así, pues,se observóque todos presentan,ademásde los dos
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dominiosdescritosanteriormente,un tercerdominioconstituidopor los 150 aadel extremoN-
terminaly localizadoen la carainterna de la membranaplasmática(Figura 2.2A). Los
transportadoresde lossustratoscon secuenciaslíderdeltipo doble glicinase distinguenporque
estedominiopresentadossecuenciasaltamenteconservadas:QX4D/ECX2AX3MX4Y/FGX4I/L
y HY/FY/VVX10I/LXDP (donde,Q, glutamina;D, ácido aspártico;E, ácido glutámico;C,
cisteina;A, alanina;M, metionina;Y, tirosina;F, fenilalanina;G, glicina; 1, isoleucina;L,
leucina;H, histidina;y, valina;P, prolina;X~, númerode residuosno conservados)(Havarstein
eraL, 1995a).LasproteínastransportadorasABC de lasbacteriocinascon secuenciaslíderdel
tipo dobleglicinaestánconstituidaspor 700 aminoácidos,aproximadamente,mientrasquela del
lantibiéticonisina,contiene100-200aminoácidosmenos,ya quecarecedeestetercerdominio
N-tenninal(Havarsteineral., 1994;Nes eral.. 1996).Con objetode estudiarelpapelbiológico
del tercerdominio N-terminal de estasproteínastransportadoras,Havarsteinej aL (1995a)
donarony expresaronlos 150 aadelextremoN-terminalde la proteínaABC transportadorade
la lactococcinaG(LagD) (Nissen-Meyereral., 1992; Havarsteiner ci., 1993) en un vectorde
donacióny, trassu purificación,demostraronin virro queel dominiopurificadoactuabasobrela
preprolactococcinaGenelpuntode procesamientoconsenso,esdecir,en el extremoC-tenninal
de la secuencialíder, inmediatamentedespuésde los dos residuosde glicina (0 [-2] y G [-1])
produciendola liberaciónde su extensiónN-terminaly, concomitantemente,dela lactococcinaO
biológicamenteactiva, Estosresultadosdemuestranqueel dominioN-terininalcaracterísticode
estegrupo de transportadoresABC poseecapacidadproteolitica,por lo que se denomina
dominioN-terminalproteolitico(Havarsteiner ci, 1995a);asimismo,estosautoresobservaron
que los residuosde cisteinae histidinapresentesen la primeray en la segundasecuencia
conservadadel dominioN-terminal proteolítico(secuenciascisteinae histidina,respectivamente)
sonesencialesparaque tengalugarel procesamientode las preprobacteriocinas.Venemaer aL

(1995) obtuvieronresultadossimilaresrealizandoun estudioiii vivo conel transportadorABC
de la pediocinaPA-1 (PedD) (Gonzálezy lCunka, 1987; Nieto-Lozanoetci., 1992; Henderson
ej ci., 1992). Estosautoresdonaronen E. colí el genestructuralde la prepropediocinaPA-1
(pedA) junto con el dominio N-terminalde PedD, observandola presenciaintracelularde
bacteriocinaactiva,lo quedemuestraqueel dominioN-terminal es responsablede la liberación
de la secuencialíder (procesamiento)y queesteprocesono estáacopladoal transportede la
bacteriocinaactiva al exterior. Basándoseen sus resultados,Havarsteine: ci. (1995a)
propusieronel siguientemodeloparael procesamientoy transportede las bacteriocinascon
secuencialíderdel tipo dobleglicina: (i) el transportadorABC homodiméricose localizaen la
membranacitoplasmáticade formaque los docesegmentoshidrófobostransmembranaquedan
integradosenellay los dominiosC y N-terminalse localizanenel citoplasma(Figura2.2B), (ji)

cadadominio proteoliticodel extremoN-terminal fija unamoléculade preprobacteriocina,(iii)
paralelamente,cadadominioC-terminalfija una moléculade ATP, cuyahidrólisissuministrala
energíanecesariapara que se produzcaun cambio confonnacionalen la estructuradel
transportador,que se traduceconcomitantementeen el procesamientoy translocacióno
transporteal exteriordelasdosbacteriocinassimultáneamente.

Stoddarderal. (1992)identificaronenel sistemadela lactococcinaA un segundogen, lcnD,

contiguoal gende la proteínaABC transportadorade 716 aa(LcnC),quecodificaunaproteína
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Figura 2.2. Representaciónesquemáticadel modelo propuesto para
los transportadores ABC de las bacteriocinascon secuenciaslíder del
tipo doble glicina. Organización de los dominios peptídicos del
transportador (A) y localización en la membrana plasmática (B).
Fuente; Havaistein es al. (1995)y Neses aL (1996).
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de 474 aa(LcnD) que presentaunagranhomologíacon un grupo de proteínasasociadasa los
procesosde transiocaciónde sustratosa travésde transportadoresABC, entre las que se

encuentranlas proteínasComB del factordecompetenciade Sr. pneumoniae(Havarsteiner aL
19951;Hui er al., 1995)y HlyD de laa-hemolisinade E. cok (Wagneretal.,1983). El papelde

estasproteínas,denominadasproteínasaccesorias,sedesconoceperosesabequesonesenciales

para quetengalugar la liberaciónde los sustratosalexterior(Nesetal.,1996).Enestecontexto,
Venemaeral. (1995),donaronel gen estructuraldela prepropediocinaPA-1 (pedA)y el de la
proteínaABC transportadorade 724 aa(pedD) en unacepade E. colí y detectaronúnicamente

prepropediocinay pediocinamaduraintracelulares;sin embargo,cuandodonaronademásel gen
pedC, que codificauna proteínade 174 aa (PedC) similar a la proteínaaccesoriaLcnD,
observaronlapresenciaextracelularde bacteriocinaactiva,concluyendoque ambasproteínas,la

ABC transportadora(PedD)y laaccesoria(PedC),sonnecesariasparasu transporteal medio

extracelular.
En los últimos añosse ha descritola presenciade proteínasABC específicasy proteínas

accesoriasinvolucradasen los sistemasde transportede numerosasbacteriocinasde la claseII,
entrelasque seencuentran,ademásde las anteriores,la pediocinaAcH (Bukhtiyarovaet aL,

1994),la leucocinaA-UAL1 87 (VanBellcumy Stiles,1995),la mesentericinaY 105(Fremauxe:

ci., 1995),la sakacinaA (Axelssony Holck, 1995), la sakacinaP (Tichaczeker al., 1994;
Huhneeral., 1996), carnobacteriocinaB2(Quadrierci, 1995b;1997b)y las plantaricinasEF,
JK y N (Diep eraL, 1996).

11.4.8. Regulación de la producciónde bacteriocinas

La mayorpartede la investigaciónsobrela regulaciónde la producciónde bacteriocinasse
ha realizadocon lascolicinasde E. colí, las cuales,salvo algunasexcepciones(ej. colicinaV),
son inducidasporel sistemaSOS, cuyarespuestaes desencadenadaporuna acumulaciónde
dañosen elADN debidosaagentescomola luz ultravioletay la mitomicinaC (LazdunskieraL,
1988; Pugsley, 1984a).La regulaciónde la producciónde lasbacteriocinasde las bacterias
lácticasaúnno seha evaluadoadecuadamente;no obstante,seha descritoquelaproducciónde

fermenticinaporLb. fermentí466 (De Klerk y Smit, 1967) y de lactocina27porLb. helvericus
SB22 (Upreti y Hinsdill, 1973) no resultainducidapor el tratamientode los cultivoscon luz
ultravioletao conmitomicinaC. Por el contrario,Rammelsbergeral. (1990)obsevaronqueel
tratamientode los cultivosde Lb. caseiB80 con mitomicinaCpermitíaaumentarentre5 y 7
vecesla produccióndecaseicina80. Por otraparte,Hughesy Barefoot(1990) describieronque
la inducción,o al menosla estimulación,de la producciónde lactacinaB por Lb. acidophihesN2

esdebidaa lapresenciaenel mediodecultivo de,al menos, 106 ufc de Lb. lactís ATCC4797-

un microorganismosensiblea la bacteriocina.Recientemente,estos autorespurificaron y
secuenciaronparcialmenteunaproteínade 58 KDa, denominada“factor de inducción”(FI),
producidapor Lb. lacris ATCC4797y responsablede la inducciónde la síntesisdelactacinaB
(Barefooter aL, 1994). Asimismo,se han identificadolos mecanismosde la inducciónde la
produccióndelantibióticos (Clase1) comola nisina(KuiperseraL, 1995)y de bacteriocinasno
lantibióticosde pequeñotamañomoleculary termoestables(ClaseII) comola sakacinaA deLb.

sakeLb706 (AxelssonyHolck, 1995), la sakacinaPde Lb. sa/ceLTH673(EijsinkeraL, 1996;
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Brurberga ci., 1997), las carnobacteriocinasA,B2 y BM1 de Cb. piscícolaLVl7 y LVl7B
(Sauciere:aL, 1995; Quadrierat,1997a; 1997b; Sauciererat,1997) y las plantaricinasEF,
JK y N de Lb. planrarum Cli (Diep eraL, 1995; Anderssenet aL, 1998).En estecontexto,
KuiperseraL (1995), Raa al., (1996) y De Ruyter a al. (1996) demostraronque la nisina,

ademásde ejerceractividadantimicrobiana,actúacomofactorde inducciónde la transcripciónde
los genesasociadosa susíntesis.Por otraparte,la produccióndelasbacteriocinasde la claseII
mencionadasanteriormentedesaparecíacuando la cepa productora(de fenotipo Bac~) se

inoculabaenel mediodecultivoa nivelesigualeso inferioresa iO’ ufc/ml. El nuevofenotipode
los cultivos (Bac) se manteníadurantelas sucesivastransferenciasde los cultivos,
independientementedel tamañode los inóculos,peropodíarevertirsea Bac~ si se adicionabaa
los cultivos un pequeñovolumen(O,0l-1%[v/v]) de un sobrenadantelibre de célulasdel
correspondientecultivo Raes lo que indicabaqueésteconteníael factor de inducciónde la
producióndeestasbacteriocinas.Recientemente,se hanpurificadoa homogeneidadel factor de

induccióndel fenotipoBac~de Lb. plonrarum Cli (productorde lasplantaricinasEF, JK y N)

(Diep e:aL,1995 y Anderssener t, 1998) y de Lb. sakeLTH673 (productorde sakacinaP)
(EijsinkeraL, 1996), denominados,respectivamente,plantaricinaAy Orf1. La plantaricinaAy
el Orf1 son péptidossimilaresa las bacteriocinas,ya queson catiónicos,de pequeñotamaño
molecular(26 y 19 aminoácidos,respectivamente)y adoptan,posiblemente,unaestructurade a-
héliceanfifffica. Recientemente,Anderssener ci. (1998) hanrealizadodiversosensayosen los
queseponedemanifiestoqueel factordeinducciónPInAejerceactividadantimicrobianafrentea
diversasbacteriaslácticas.Estamismadualidaden la función biológicaseha descritotambién
paraalgunasbacteriocinasde la claseII comolas carnobacteriocinasde Cb. piscícola LV17
(SauciereraL, 1995; Sauciere: ci., 1997)y la carnobacteriocinaB2de GbpiscícolaLV17B
(Quadrieral., 1997a).No obstante,Quadrie:al. (1997b)obtuvieronposteriormentela secuencia

genéticadeunaproteínaque actúacomofactor de inducciónde la transcripciónde los genes
asociadosala producciónde lacarnobacteriocinaB2.El análisisgenéticode la plantaricinaA, de
Orf1 y de otrosposiblesfactoresde inducciónha puestode manifiestoquesesintetizan-al igual
que lasbacteriocinascuyasíntesisinducen-en forma de prepéptidoquecontieneunasecuencia
líder del tipo doble glicina, lo que sugiereque probablementese secretanpor el mismo

mecanismo(sección11.4.7) (Diep et aL, 1996; Eijsink a aL, 1996; Brurberg e: al., 1997;
Kleerebezemeral., 1997;Quadri eraL, 1997b).

La regulaciónde la producciónde las bacteriocinasde las bacteriaslácticasy de otras
bacteriasGran-positivaspareceatendera un esquemacomúnen el cual la moléculaseñalo
feromona-el factor de inducción-esun péptidoque seprocesa,y a vecesmodifica, post-
traduccionaimentey quesesecretaporun transportadorABC especifico.Estepéptido secretado
actúacomoseñalde entrada(inpur signal) de un sistemade transducciónde señal(signal-

rransducrionsysrem). Este sistemade regulaciónse empleageneralmenteen la respuesta
bacterianaa los cambiosmedioambientales(Bourrete: al., 1991; Hoch y Silhavy, 1995) y
consta,generalmente,de dos componentes:(i) unaproteínahistidín-quinasa(PHQ)que actúa
comoun sensorambientalqueregistraseñal(es)específica(s)y (u) unaproteínaqueactúacomo
reguladorde la respuesta(RR) (ourpu:signaD, la cualestáa suvezmoduladapor la PHQ(Diep,
1996; Kleerebezeme: aL, 1997). La comunicaciónentrela PHQ y el RR implica reacciones
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acopladasde fosforilación y defosforilación.Entre los sistemasde regulaciónde dos
componentesmejor estudiadosse encuentranel sistemaagr de Sr. aureus(Balabany Novick,
1995)y el sistemacomdeS.pneumoniae(Havarsteinerci.,1995b;Pestovaerci., 1996). En la
Figura 2.3 se ilustra el modelo propuestoparael sistemade transducciónde señalde dos
componentesresponsablede la regulaciónde la producciónde lashacteriocina.sde la clase111
(Nesej aL, 1996; Kleerebezemej aL, 1997). El extremoN-terminal de la PHQ incluye un
dominio deentradaquefuncionacomoun sensory queselocalizaen el lado periplásmicode la
membranacitoplasmática;por el contrario,el extremoC-terminal,queactúade transmisor,se
encuentraen el ladocitoplasmáticoy poseeactividadautoquinásicay un residuoconservadode
hisúdinacomositio defosforilación.El dominio deentraday el transmisorestánconectadospor

un dominio de membranaconstituidopor 6 hélicestransmembrana(PTH). Por otra parte,el
reguladorde respuesta(RR) estáintegradopor un dominoN-terminalqueactúade receptor,y
quecontieneun residuoconservadode ácido aspárticocomo sitio de fosforilación.y por un
dominio C-terminalresponsabledirectamentede la respuestaadaptativa.La fosforilacióndel
dominio receptordel RR provocacambiosintramolecularesen el dominio de salida,el cualse
activay regulala transcripciónde los genesdiana.Estaregulacióntienelugar, probablemente,
por la unióndel RR activadoalugaresespecíficosdel ADN en la regióndel promotoro en sus
proximidades,lo queprovocala estimulacióno la inhibicióndela unióndela ARN polimerasaal
promotory, por tanto,de la síntesisdebacteriocina.Aunqueaúnsedesconocecomoseactivad
sistemade autoinducciónque induce la producciónde bacteriocinas,se han propuestodos
modelos:a) el factordeinducción(FI) seproduceconstitutivamenteencantidadesmuy pequeñas
y se acumulagradualmenteduranteel crecimientobacteriano;cuandola concentracióndel FI
superael umbralrequeridopara su autoinducciónse inicia la síntesisde bacteriocina.Este
modelosebasa,por tanto,en un mecanismodecontroldependientede la densidadcelulardelos
cultivos. Por el contrario, el modelo alternativob) propone que el FI se produce
constitutivamentea unaconcentraciónligeramenteinferior al umbralde activación.Debido a
modificacionesen las condicionesambientales(ej. variacionesde los nutrienteso de las
condicionesfísico-químicasde crecimiento)seproduceun aumentotransitoriode la síntesisdel
FI, lo queprovocala autoinducciónde su produccióny, consiguientemente,la síntesisde
bacteriocina(NeseraL, 1996).

11.4.9. Caracterización genética de las bacteriocinas

Los determinantesgenéticosasociadosa la producción de bacteriocinasactivas
biológicamenteson (i) el gen quecodificala preprobacteñocinacorrespondiente,denominado
gen estructural,(u) el gen quecodificala proteínaqueconfiereinmunidadal microorganismo
productorfrente a su propia bacteriocina,(iii) los genesresponsablesdel procesamientoy
transporteal medio exocelularde las bacteriocinasy, en algunoscasos,(iv) los genesque
codificanlos enzimasimplicadosen las modificacionesposttraduccionales.La producciónde
algunasbacteriocinasdela claseII estáreguladaatravésde un sistemade transducciónde señal
de dos componentes,por lo que las bacteriaslácticasproductorasposeen,ademásde los genes
mencionadosanteriormente,otrosdeterminantesgenéticosasociadosa dicharegulación:(i) el
genquecodificaelfactor deinduccióno moléculaseñal(FI), (u) el genquecodificala molécula
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queactúacomo sensorambiental(PHQ)y, (iii) uno o dos genesquecodificanproteínasque
actúancomoreguladoresanivel transcripcional(RR) (Neseral., 1996).

Los determinantesgenéticosasociadosa la producciónde bacteriociocinasse encuentran
localizadosen plásmidos(que puedenser o no conjugativos)o en el cromosoma(a veces

formandopartedeun transposóncompuesto)(Jacker ci.,1995).No obstante,en el casode la
carnobacteriocinaBM 1, producidapor C. piscícolaLV 17B, seha comprobadoque aunqueel

gen estructuralde la bacteriocinay el de su hipoteticaproteínade inmunidadse localizanen el
cromosoma,la apariciónde los fenotiposBac+Inm+ requierela presenciade un plásmidode 61
Kb (pCP4O) (Quadrier ci., 1994; Quadrier ci., 1995a;Quadri er al., 1997b;Saucierer al.,
1997).En loquewspectaalos lantibi6ticos,lasnisinasAyZ(Home:aL, 1991;DeVos etal.,

1993),la salivaricinaA, la estreptococcinaA-FF22 (Simpsony Tagg,1986)y lacarnocinaU149
(Nes y Tagg, 1996) presentanlos determinantesgenéticosasociadosa su producciónen el

cromosoma,mientrasquelos de lalacticina48l/lactococcinaDR(Piarderal., 1993;Rinceeral.,
1994) y la lactocina5 (Skaugen,1994; Skaugene:ci., 1997)selocalizanenplásmidosde 70 y

50 Kb, respectivamente.Por otraparte,dentrode las bacteriocinasno lantibióticosde pequeño
tamañomoleculary termoestables,la sakacinaP/674(Huhneeral., 1996; Holck eral., 1994a),
la enterocinaA(Aymeriche: ci., 1996),las bacteriocinasdeLb. plantarumCl1 (Dieper al.,
1996; Anderssenerci., 1998), lalactococcinaG(Havarsteineral., 1993;Neseral., 1995)y la
lactacinaF(Fremauxe: aL, 1993; Allison y Klaenhammer,1996)poseenlos determinantes

genéticosasociadosa su producciónen el cromosoma,mientrasqueenel casode la pediocina

PA-1/AcH (Venemaeral., 1995; Bukhtiyarovae: ci, 1994), la leucocinaA-UAL-187 (Van
Bellcumy Stiles, 1995), lamesentericinaY1OS (Fremauxeral., 1995), las lactococcinasA,B y

M (Holo e: al, 1991; Van Belkum e: al, 1991a; 1992; Stoddarder aL, 1992),la sakacina
AicurvacinaA (Axelssony Holck, 1995), la acidocinaA (Kanatanie: al.. 1995), las
carnobacteriocinasAyB2 (Woroboeral., 1994;Quadrieral., 1994),laacidocinaB(Leere:aL,
1995), la divergicinaA (Worobo et ci., 1995), lasenterocinasL5OAy LSOB (Cintas, 1995;

CintaseraL, 1998b)y la bacteriocina3l(TomitaeraL, 1996)se localizanenplásmidoscuyo
tamañooscilaentre3,4 Kb, en el casode la divergicinaA producidapor C. dívergensLVl3

(Worobo erci, 1995) y 131 Kb, en elcasode la lactococcinaA producidaporL. ladás WM4
(Stoddarde: al., 1992). Los determinantesgenéticosde las bacteriocinasde cepas

multiproductoraspuedenlocalizarseenel mismo plésmido,comosucedecon las lactococcinas

A, B y M, codificadasen un únicoplásmidode 60 Kb (p9B4-6)de L. lacrís 9B4(Van Belkum

e: al. 1991a; 1992) o de 72 Kb (pSM72) de L. lacrís DPC938 (Morganet aL, 1995); en
diferentesplásmidos,comosucedecon las carnobacteriocinasA y B2 producidaspor C.
piscicolaLVl7cuyosdeterminantesgenéticosselocalizanen los plásmidospCP49(74Kb) y

pCP4O(61 Kb), respectivamente;o bien,enel cromosomay en plásmidos,comoeselcasode

las carnobacteriocinasBMl, codificadaen el cromosoma,y las carnobacteriocinasAy B2
(Woroboeral., 1994;Quadrierat, 1994; 1995b;1997b).Por otraparte,VenemaeraL(1996b)
han descritoque los genesresponsablesdel procesamientoy transportede la lactococcinaA
(geneshomólogosa lcnC y lcnD del plásmidop9B4-6 de L. lactis 9B4) se localizanen el

cromosomade L lacás1L1403,microorganismono productorde lactococcinaA.
En los operonesde las bacteriocinascaracterizadoshastael momentocomo,entreotros, el
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de la pediocinaPA-1/AcH(Marugg er ci, 1992; Venemae: ci., 1995; Motlagher aL, 1994;
Bukbtiyarovaeral., 1994), la nisinaA(Siegersel ci., 1995;Raeral.. 1996), las lactococcinas
A, B y M (Holo er ci, 1991; Van Belkum el ci, 1991a; 1992; Stoddarder ci.. 1992), la
lactococcinaG (Havarsteineral., 1993),laacidocinaA (Kanatanietal., 1995), laleucocinaA-
UAL-187 (Van Bellcum y Stiles, 1995), la mesentericinaY105 (Fremauxel aL, 1995), la
lactacinaF(FremauxeraL, 1993; Allison y Klaenhammer,1996),la acidocinaA(Kanatanie:

aL, 1995), la sakacinaA/curvacinaA(Axelssony Holck, 1995),la salcacinaP (Huhnee:al.,
1996), la enterocinaA (Aymerichel aL, 1996), la divergicinaA (Worobo el aL, 1995), la
bacteriocina31 (Tomitaeral., 1996) y las camobacteriocinasBMl y B2 (Quadrieral., 1997b)
los genesquecodificanlahipotéticaproteínade inmunidadselocalizandetrásde (downsrream)y
conla mismapolaridadquelos genesestructuralesde la bacteriocina.Las únicasexcepciones
descritashastael momentoson la camobacteriocinaA y la acidocinaB, ya queinmediatamente
detrásde sus genes estructuralesse ha identificadoun terminadorr/zo-independientede la
transcripción(Woroboeral., 1994; Leereral., 1995).

Los determinantesgenéticosbásicosasociadosa la producciónde las bacteriocinasde la
claseII, estoes, el gen estructuralde la preprobacteriocina,el gen de la inmunidad,el genque
codificala proteínaABC transportadoray el genque codificala proteínaaccesoriase pueden
organizaren un operón,comosucedeen la pediocinaPA- 1 (Venemae: al., 1995),o en dos,

comoesel casode lalactococcinaA(Holo eral., 1991; VanBellcume:ci., 1991a;Stoddarder
ci., 1992; Nes el ci., 1995); no obstante,en todos los casos,el determinantegenéticode la

inmunidadforma partedel mismooperónqueel genestructuralde la bacteriocina(Nes e: al.,
1996). Sin embargo,Cintasel aL (1998b) han secuenciadoun fragmentode 3,5 Kb del
plásmidopCIZ1 (50 Kb) de E. faeciumL50 que contienelos genesestructuralesde las
enterocinasL5OA y L5OB (enrLSOAy enrLSOB)y hanpuestode manifiestolaausenciadeun

gen de inmunidado de cualquierotro relacionadocon la producciónde estassustancias;
asimismo, los análisisde transcripciónefectuadosdemostraronque enrLSOA y enrLYOB

constituyenpor sí solosun operóny setranscribenen una unidadde transcripciónpequeña,de
aproximadamente0,4 Kb (Cintasel aL, resultadosno publicados).

Con respectoa la localizaciónde los genesreguladores,enprimerlugarsesitúael gen que
codificael factordeinducción,seguidamente,el genquecodificala proteínahistidina-quinasay,

por último,el(los) gen(es)quecodifica(n)la proteínareguladora.Estosdeterminantesgenéticos
seorganizantantoen un operónindependiente,como en el caso de las plantaricinasEF y JK

(Diep elci., 1996), como formandopartede otro operónjunto a los determinantesgenéticos
asociadosal transporte,como en la carnobacteriocinaB2(Quadriel al., 1995b;Quadriel al.,

1997b)(Figura2.4E y 2.4D). Recientemente,Diep el ci. (1996)han descritola presenciade

secuenciasrepetidasdirectasen zonasdel ADN situadasen las regionesde lospromotoreso en

sus proximidadesy queposiblementeseanlos lugaresde unión de las proteínasreguladoras.
Estas secuencias,denominadascajas reguladoras,estánaltamenteconservadasen cada
microorganismo,lo quesugierequelos promotorescorrespondientesestánbajoel controldel
mismo mecanismode regulación(Neseral., 1996).

A continuaciónse describela organizaciónmolecularde clusrers génicosasociadosa la
producciónde los lantibióticos(clase1) nisinaA y Z y de diversasbacteriocinasde laclaseII, así
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comolos productoscodificadospordichosgenesy su funciónbiológica.

11.4.9.1. Localizacióny organizaciónmolecularde los determinantespenéticosasociadosa la

biosíntesisde la nisina

Desdehacetiemposeconocequelas bacteriaslácticasproductorasde nisinaA/Z (fenotipo
Nis4) poseenotros dos fenotiposgenéticamenteligados:la inmunidada la nisina (Inm+) y la

capacidadde fermentarla sacarosa(Sac4) (Hirsch y Grinstead.1951). En un principio se

consideróque los determinantesgenéticoscorrespondientesselocalizabanen un plásmidodc 45
Kb (Hirsch y Grinstead,1951; Le Blancke: ci., 1980);sin embargo,posteriormenteseha

demostradoquedichosgenesformanparte,juntoa otrosasociadosalaproducciónde nisina,de
un transposóno elementogenéticotransponiblede 70 Kb localizadoen el cromosoma(Figura

2.4A) (Dodd e: aL, 1990;Horn e: aL, 19991; Rauche: ci., 1994). Rauchy de Vos (1992)
analizaronla estructuradel transposónconjugativoTn5276de L. lacris NIZORS productorde
nisinaA. A diferenciade otros transposonesconjugativos,comoel TnJS4Sy el Tn916, que
muestranen susextremossecuenciasrepetidasinversas,Tn5276poseesecuenciasasimétricasy
sin homología.En su extremo5’, a unos250 pb en dirección3’, seencuentraun elementode
inserción,1S1068,similaral 15904 del transposónconjugativoTnS3Olde L. lacrís NCFBS94
(Horn etal., 1991;RaucheÉ aL, 1990) quemuestraunaorganizacióngenéticaidénticaa la de
Tn5276(Rauchy deVos, 1992). Diversosestudiosrealizadospor Rauchet al. (1994)indican
queestoselementosde inserciónno estánimplicadosenla transposiciónconjugativade TnS276
y TnS3OJ.Recientemente,Rauchy de Vos(1994) hanidentificadolos genesde transposición
xise ¡nr enel extremo3’ de TnS276. El genmtcodificaunaproteínade 379 aaquepresentauna
granhomologíaconvariasintegrasasdescritasy quepareceseresencialenel procesodeescisión
de los extremosde TnS276. Asimismo,el gen xis codificauna proteínacatiónicade pequeño
tamañoy función desconocida,pero cuya expresiónincrementala eficacia del procesode

transposición.Mediantesondasde ADN, obtenidasa partirde la secuenciaaminoacídicade la
nisinaA, sehan localizadolos determinantesgenéticosde estabacteriocinaen diversascepasde
L. lacrísy, posteriormente,sehandonadoen E. cok y secuenciado(Dodd eraL, 1990;Steen e:

aL, 1991; RauchydeVos, 1992; Engelkeeral.,1994; Immoneneral.,1995;SiegersyEntian,
1995; Ra e: al., 1996). La organizaciónmoleculardel cluster transmisiblede la nisinaA se
esquematizaen la Figura2.4A. Tras la secuenciade inserción151068 y en dirección3’, se
localizan los 11 determinantesgenéticosasociadosa la producciónde nisina (nís
(AIZ)BTCIPRKFEG)enunaregiónde 15 Kb y, a continuacióny con polaridadopuesta,se

situanlos genessac responsablesde la fermentaciónde la sacarosa(Siegersy Entian, 1995).
Recientemente,Ra eraL (1996) han demostrado,medianteanálisisde transcripción(Nor:hern

Río:) y la reacciónen cadenade la polimerasao PCR (del inglésPolymerciseChaira Reacdon)
empleandola transcriptasainversa(RT/PCR),que los genesnis de L. lacrís NS constituyen,al
menos,dosunidadesdetranscripciónindependientes,el operónnis(A/Z)BTCIPRKy el operón
nísFEO,transcritasapartir delos promotoresreguladosdenisAy nisF, loscualesmuestranuna
homologíadel 80%. El gen nisfi y los 6 genessituadosdownswea,n se expresan
aproximadamenteenla mismaproporciónqueel genestructuralnísA/Z. Estaobservación,unida
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ala ausenciadeun promotorinmediatamenteantesdenisB, sugierequela horquillaformadapor
la secuenciarepetidainversasituadaentrenisAiZ y nisBno actúacomouna señalterminadorade
la transcripción,comopropusieronSteeneral. (1991),sinoque, por el contrario,actúa,como
tambiénsugirieronKuiperser al. (1995), comounaseñalparael procesamientointerno del
transcritonis(AIZ)BTCJPRK.Asimismo,DeRuytcretal. (1996) confirmaronque, a diferencia
de los promotoresreguladosde nisA y nisF, el tercerpromotor,localizadoupsrreamdenisRK,

dirige la expresiónde dichosgenesde forma constitutiva.Por otra parte, el análisisy la
secuenciacióndel transcritocorrespondienteal operónnisFEG permitió a Ra e: aL (1996)
confirmarque el hipotético terminadorde la transcripciónsituadodownsrreamde nisK es
funcional,comoyasugirieronEngeilceeral. (1994)e Inimoneneral. (1995).

En lo querespectaala funciónespecíficadelos productosde los 11 genesdel cluster de la
nisinase conoceque el gen nisA, de 171 pb, codifica un péptido de 57 aminoácidos

(prepronisina),que incluyeunaextensiónN-terminalde 23 aay un dominio propéptidicoC-
terminalde 34 aa (pronisina);los genesnisB y nisC codificanproteínasde 993 y 414 aa,

respectivamente,posiblementeimplicadasen las modificacionesposttraduccionalesde la nisina,
talescomolas reaccionesde deshidratacióndelos residuosaminoacidicosy la formaciónde los
enlacestioéter (EngeilceeraL, 1992);el gennisPcodificaun proteasade 682 aaquepareceestar
implicadaen la liberaciónde la extensiónN-terminalde la prepronisina,es decir,en su
procesamiento(VanderMeereral., 1993);el gennisTcodificaunaproteínaABC transportadora
de 600aaresponsablede la translocacióny transportede la nisinaal exteriorcelular(Engeilcee:

ci., 1992);el gennisl codificauna lipoproteinade 245 aa queconfierea la cepaproductora
inmunidada la nisina (Kuipers e: al., 1993; Engelkee: al., 1994); los genesnisR y nisK

codifican,respectivamente,unaproteínareguladorade respuesta(RR) de 229 aay unaproteína
histidín-quinasa(PHQ)de 447 aa,quejuntasconstituyenun sistemade transducciónde señalde

doscomponentesqueintervieneen la regulaciónde la producciónde nisina(VanderMeereraL,
1993; Engelkee: aL, 1994;Immonenet ci, 1995); los genesnisF, nis E y nis G codifican
proteínasde 225, 247 y 214 aa, respectivamente,que parecenestarinvolucradasen el transporte
einmunidadde la nisina(Siegersy Entian, 1995).La proteínaNisFpresentados sitiosde unión
deATPy unaelevadahomologíaconlaproteínaABC transportadoraMcbFde la microcinaB 17,
por lo queestosautoressugierenque el dominio ATPásicopuedeformar un complejode
membranacon el dominio hidrofóbico de la proteínaE o O y constituirasí un sistemade
transporteABC. Por otra parte, la proteínaNis O presentaun perfil de hidrofobicidady una
configuraciónsimilarala de lasproteínasdeinmunidaddescritasen algunascolicinas,por lo que
podríaintervenir junto ala proteína1 enla inmunidadala nisina(Siegersy Entian, 1995).

11.4.9.2. Localizacióny organizaciónmolecularde los determinantesgenéticosasociadosa la

biosíntesisde la sakacinaP

Huhneeral. (1996)clonaronysecuenciaronun fragmentode 7,6 Kb delcromosomadeLb.
sakeLb674quecontienelos determinantesgenéticosasociadosalaproducciónde lasakacinaP.

Lasecuencianucleotídicacorrespondientecontiene7 marcosabiertosde lecuracompletosconla
misma polaridad,denominadosorfí, sppK, sppR, sppA, spiA, sppT, sppE, y un ORF
incompleto,denominadoorJ2, situadoimnediatarnentedetrásde sppEy con la mismapolaridad
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(Figura2.4B). El genaif] selocalizaen el extremoYdel fragmentosecuenciado;acontinuación
sesitúaelgensppKeinmediatamentedetrásseencuentrael codondeiniciaciónde la traducción
(UG) delgensppR. A tresparesdebasesdelcodondeterminacióndela traducciónde sppRse
localizaun hipotéticoterminadorsimplede la transcripción(terminadorrizo-independiente)con
unaenergíalibrede Gibbs(AO) de -18,4 KcalImol. A unadistanciade 147 pb en dirección3’
del gensppR se localizael gen estructuralde la sakacinaP, sppA, y, a continuación,el gen
spiA. DownsrreamdespM selocalizaotro hipotéticoterminadorrizo-independientecon unaAG
de -19,4Kcal/mol. SppTcomienzaa 350 ph downnreamdelgenspiA y estáseguidode sppE.

Delantede todoslos ORF se localizanhipotéticassecuenciasde unión al ribosoma(RBS, del
inglés, RibosomeBinding Site) o secuenciasShine-Dalgamo(S.D.). Upsrreamde los genes
orfl, sppA,sppTy orfl se hanidentificadohipotéticospromotoresporanalogíaconla secuencia
del promotorconsensode la ARN polimerasadeE. Cal:. (Rosenbergy Court, 1979;Hawley a
aL, 1983). Estos resultadospermitenhipotetizarquelos determinantesgenéticosdel cluster
asociadoa la producciónde la sakacinaP se organizanen tres operonespolicistrónicos,el
primeroconstituidopor aif], sppK y sppR, el segundoporsppA y spiA y el terceropor, a]
menos,sppTy sppE. Asimismo,en la regiónpróximaa las regiones-35 de los hipotéticos

promotoresdeorfl, sppA, sppTy o42 selocalizansecuenciasrepetidasdirectassimilaresa las
delas cajasreguladorasdescritasporDiep eral. (1996).

En lo querespectaala funciónespecíficade losproductosde estosgenesseconocequeel

genaif] codificaunpéptidode 36 aaquecontieneunasecuencialíderdel tipo dobleglicina de
17 aay un dominioC-terminalde19 aacuyasecuenciacorrespondeconla secuenciadel factor
de inducción(ORFí) dela sakacinaP purificado del mediode cultivo (Eijsinkeral, 1996); los
genessppKy sppR codifican,respectivamente,una proteínahistidina-quinasade 448 aay una
proteínareguladorade respuestade 248 aa;así,pues,los genesorfl. sppKy sppRconstituyen
el operón reguladorde la producciónde sakacinaP. Por otra parte,el gensppA codificaun
péptidode 61 aa(preprosakacina1>), quecontieneunasecuencialíderdeltipo dobleglicinade 18
aa y un dominiopropeptídicoC-terminalde 43 aa (prosakacinaA); el gen spiA codificauna
hipotéticaproteínade98 aaqueconfiereinmunidadala cepaproductorafrenteala sakacinaP. El
gensppTcodificauna proteínaABC transportadorade 718 aa y, por último, el gensppE
codificaunahipotéticaproteínaaccesoriade 248 aa(Huhneeral., 1996).

11.4.9.3. Localizacióny or2anizaciónmolecularde los determinantes2enéticosasociadosa la

biosíntesisde la sakacinaA

Axelssony Holck (1995) donarony secuenciaronun fragmentode 8,6 Kb del plásmido
pLSA6O(60 Kb) de Lb. sakeLb706quecontienelos determinantesgenéticosasociadosa la
producciónde la sakacinaA. La secuencianucleotídicacorrespondientecontienedos operones
policistrónicosde distinta polaridad(sapAsalAy orf4sapKRTE)separadospor un elementode
insercióndenominadoIS1]63, queno estáinvolucradoen la expresiónde los determinantes
genéticosasociadosa la producciónde sakacinaA (Figura 2.4C). Esteelementode inserción
pertenecea la familia ISY pero, a diferenciade otros miembrosdel grupo, las secuencias
repetidasinversasquepresentase localizanen susextremosy no formandopartedel mismo.El
primeroperóndel cLister, locaiizadoenla cadena3’-?, condenedosORFs, denominadossapA
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y sojA, y el segundo,localizadoen la cadenacomplementaria,estáconstituidopor 5 ORFs,
denominadosofr4, sapK,sapR, sapTy sapE (Figura2.4C). El gensapAcodificala sakacinaA
en forma de preprosakacinaA con una secuencialíder del tipo dobleglicina de 18 aa y un
dominiopropeptídicoC-terminalde 41 aa(prosakacinaA). El gensalA codificaunahipotética
proteínade inmunidadde90 aa.El genorf4 codificaun péptido de45 aacon unasecuencialíder
del tipo dobleglicina de 22 aay un dominioC-terminalde 23 aa,quecorrespondeposiblemente
al factordeinducciónde la sakacinaA. Los genessapKy sapRcodifican, respectivamente,una
proteínahistidina-quinasade 428 aa y una proteínareguladorade respuestade 247 aa. El gen
sapTcodificaunaproteínaABC transportadorade 719 aay el gensopEcodificaunahipotética
proteínaaccesoriade 461 aa. En la región próximaa las secuencias-35 de los hipotéticos
promotoresde sapAy arf4 se localizansecuenciasrepetidasdirectassimilaresa lasde las cajas
reguladorasdescritaspor Diep er al. (1996). Axelssony Holck (1995) observaronque

mutacionesen los genessapT y sopE provocabanla aparicióndel fenotipo Bac- en los
hospedadorescorrespondientes,mientrasquemutacionesenlos genessapKo sapRprovocaban
ademásla aparicióndel fenotipomm-. Estosresultadosindicanqueel sistemade regulaciónde
dos componentesesesencialparaque tengalugarla expresiónde los dos operones,lo cual
permite,a su vez, sugerirquela proteínaSapRseael activadorde la transcripciónde ambos
operones.Downsrreamde saLA se localizaotro ORF, denominadoorfl, que codificauna
hipotéticaproteínade 87 aa,de funcióndesconocida,quecontieneunasecuencialíderdel tipo
dobleglicinade 22 aay un dominioC-tenninalde65 aaconcaracteitticassimilaresa lasde
otrasprobacteriocinasde la clase11.

11.4.9.4. Localizacióny organizaciónmolecularde los determinantesgenéticosasociadosa la

biosíntesisdela camobacteriocinasBMl y B2

Quadri a al. (1995b; 1997b) donarony secuenciaronun fragmentode 4,0 Kb del
cromosomay uno de 10,0 Kb del plásmidopCP4O (61 Kb) de C. piscícolaLVI7B que
contienenlos determinantesgenéticosasociadosala producciónde lascarnobacteriocinasBM 1 y
B2, respectivamente.El análisisde lasecuencianucleotídicadel fragmentocromosómicoreveló
la presenciade dosORFs, denominadoscbnBMJy cbiBMI, organizadosen un operón(Figura
2.4D). El ORF cbnBMI correspondeal genestructuralde la carnobacteriocinaBM 1 y codifica
un prepéptidode 61 aaquecontieneunasecuencialíder deltipo doble glicinade 18 aay un
dominioC-terminalde43 aa (procarnobacteriocinaBMl).Asimismo,el gencbiBMI codifica
unahipotéticaproteínadeinmunidadde 88 aa.

En lo querespectaala secuencianucleotídicadelfragmentoplasmídico,su análisispermitió
identificar9 ORFs, 7 de ellos organizadoscon la misma polaridaden dos operones
policistrónicos(cbnSKRTDy cbnB2cbiB2) y los 2 restantesorganizadosen un operón
localizadoupstreamy con distintapolaiidad(orfXYj (Figura2.4D). El primeroperóndelclusrer

contienelos ORFsdenominadoscbnS, cbnK, cbnR, cbnTy cbnD y el segundooperónestá
constituidopor cbnB2y cbifi2. Los genescbnS,cbnKy cbnRcodifican,respectivamente,un
prepéptidode 41 aa conunasecuencialíderdel tipo dobleglicina de 17 aa y un dominioO-
terminalde 24 aa, una proteínahistidina-quinasade 442 aa y una proteínareguladorade
respuestade 245 aa. La organizaciónde estostresgenes,asícomolas característicasde las
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proteínasque codifican,es análogaa la observadaen otros sistemasde regulaciónde dos
componentesdescritosparalas bacteriocinasdela claseII (Neseral., 1996). Downsrreandel
gencbnR se localizanlos genescbnT y cbnD que codifican,respectivamente,unaproteína
transportadorade 716 aay una proteínaaccesoriade 455 aa.El segundooperóncontieneel gen
estructuralde la carnobacteriocinaB2 (cbnB2>, quecodificala preprobacteriocinacon una
secuencialíder del tipo doble glicina de 18 aa y un dominio O-terminal de 48 aa
(procarnobacteriocinaB2), y el gen cbiB2, quecodificauna proteínade 111 aa queconfiere
inmunidadfrentea lacarnobacteriocínaB2 (Quadrieral, 1995a).Por otraparte, los ORFsorj’X

y orfY, localizadosupsrreamdelprimeroperón,codifican,respectivamente,prepéptidosde51 y
48 aade función desconociday quecontienensecuenciaslíderdel tipo dobleglicinasimilaresa
las de las bacteriocinasde la claseII y sus factoresde inducción.En la regiónpróximaa las
regiones-35 delos promotoresde los ORFscbnBMl,cbnS, cbnB2y cbnXse hanidentificado
secuenciasrepetidasdirectassimilaresa las de lascajasreguladorasdescritaspor Diep er al.

(1996).

11.4.9.5. Localizaciónvorpanizaciónmolecularde los determinantes2enéticosasociadosa la

biosíntesisde lasníantancinasEF y JK

Diep etal. (1996)donarony secuenciaronun fragmentode 16,5Kb delcromosomadeLb.

planrarum Cli que contienelos determinantesgenéticosasociadosa la producciónde las
plantaricinasEF, JK y N. Estefragmentocontieneun clusrer con22 ORF,deloscuales21 están
agrupadosen cinco operonespolicistrónicos(plnJKRL, plnMNOP, pInABCD, pInEFÍ y
pInGHSTUV)(Figura2.4E).Los operonesplniKRLyplnEFJse localizanen lacadena3’-? y
los operonesplnMNOP,pInABCD,pInGHSTUV,asícomoel orfl localizadoentrepInMNOPy
plnABCD, sesitúanen lacadenacomplementaria.En la regiónpniximaa las secuencias-35 de
los promotoresde los cincooperonessehanidentificadocajasreguladorasconstituidaspor dos
secuenciasrepetidasdirectasde 9 nucleótidosseparadasporun 12 nucleótidos.

PInABCDesel operónautorreguladordel sistemade las plantaricinas(Diep eral., 1994;
1995). El ORFpInAcodificaelfactorde inducciónenforma deun prepéptidode 48 aaconuna
secuencialíderdel tipo dobleglicinade 22 aay un dominioC-terminalde 26 aaquecorresponde
al factorde inducciónactivo (plantaricinaA, PInA) (DieperaL, 1995; Andersseneral., 1998).
Los OREspínE, plnC y plnD, situadosdownsrream depItiA, codificanunaproteínahistidina-
quinasade 442 aa(PInB) y dos proteínasreguladorasde respuestade 247 aacadauna (PlnC y
PlnD); estastres proteínasconstituyenun sistemade regulaciónde dos componentesy,
posiblemente,desempeñanun papelcrucial ya que, mediantelamodulaciónde la concentración
de factor de inducción,controlaríanla expresiónde los restantesoperonesasociadosa la
producciónde lasplantaricinas.

En los operonesdenominadosplnEFIy pInJKRLse localizanlos cuatrogenesestructurales
(pirrE, plnF, plnJ y plnK) que codificanlos dos sistemasde dos péptidosidentificadosen Lb.
plantarumCli, asícomolos genesplnL y plni que codifican sus hipotéticasproteínasde
inmunidad.PIrrE y pLnF codificanprepéptidosconsecuenciaslíderdel tipo dobleglicinade 23 y
18 aa, respectivamente,y con dominiosC-terminalesde 33 y 34 aa, respectivamente,cuyas
secuenciasaminoacídicasson idénticasalasobtenidastraspurificar delmediodecultivo lasdos
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bacteriocinasqueconstituyenel sistemade ]a plantaricinaE (PInEy PInF) (Anderssenet al.,
1998); asimismo,piní codificaunahipotéticaproteínade inmunidadde 257 aa. Por otra parte,
pitz.i y plnK codificanprepéptidoscon secuenciaslíder del tipo dobleglicina de 30 y 25 aa,
respectivamente,y condominiosC-tcrminalesde 25 y 32 aa,respectivamente,cuyassecuencias
aminoacídicasson idénticasa las obtenidastras purificar del medio de cultivo las dos
bacteriocinasque constituyenel sistemade la plantaricina1 (Píní y PInK) (Anderssener al.,
1998); pitiL codifica una hipotéticaproteínade inmunidadde 138 aa y plnR, situado
inmediatamentedownstreamdepitiL, codificaunaproteínade 50 aa de funci6ndesconocida
(Diep eraL, 1996).

En lo querespectaal operónpInMNOP, los ORFsplnM y pítiN codifican,respectivamente,
péptidosde 66 y 55 aa (PlnM y PInN) que, al igual quelas bacteriocinasde la claseJI, son
catiónicose hidrófobos;no obstante,únicamentePlnN se sintetizaen forma de prepéptidocon
unasecuencialíder deltipo dobleglicina de 25 aa. Recientemente,Anderssena ci. (1998) han
purificadoPlnN del mediode cultivo deLb. planmrwnCli y han comprobadoque el péptido
sintéticocarecede actividadantimicrobiana.Por otra parte,pinO y plnP codificanproteínasde
399 y 247 aa, respectivamente.Las hipotéticasPlnP y PlnM presentancaracterísticasfisico-
químicassimilaresa las dela proteínade inmunidadPíní(peptidoshidrófobosconelevadopI),
lo que sugierequepodríanestarinvolucradaen el mecanismode inmunidad;por el contrario,
PínOesunaproteínahidrofilica conbajo pI (5,27)y de funcióndesconocida(Dieperal., 1996).

Finalmente,en el operónpInGHSTUVse localizanlos determinantesgenéticosque
codifican la maquinariaresponsabledel procesamientoy transportede los 6 péptidoscon
secuenciaslíderdel tipo dobleglicinaproducidospor Lb. planrarumCl1 (PínA, PínE, PInF,
PInJ, PlnK, PInN). Los ORFsplnG y pítiR codifican, respectivamente,una proteínaABC
transportadorade 716aay unaproteínaaccesoriade 457 aa. En lo que respectaalos otros3
ORFscompletosplnS,plnT y plnU y al ORFincompletoplnV, situadosdownsrreamde plnG,
asícomoal ORForfl, localizadoentrepInMNOPyplnABCD,codificanlashipotéticasproteínas
de funcióndesconocidaPlnS (140 aa), PlnT (99 aa), PlnU (222 aa), PlnV (al menos44 aa)y
ORFí (62an), respectivamente(Diep etaL, 1996).
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III. Material y Métodos

111.1. MATERIAL

111.1.1. CEPAS BACTERIANAS

111.1.1.1. Bacterias lácticas productoras de bactei-iocinas

Lasbacteriaslácticasproductorasde bacteriocinascaracterizadasen estetrabajose aislaron
de embutidoscrudoscurados(chorizoscaseros)donadosaltruistamentepor particularesde
diversaslocalidadesde la geografíaEspañola.La elaboraciónde los embutidosserealizósegún
las costumbresgastronómicastípicasde los lugaresdeorigeny de modoartesanal,esdecir,sin
la adiciónintencionadadecultivosiniciadores,conservanteso aditivos,aexcepcióndela sal y de
las especias.

111.1.1.2. Microorganismos indicadores

Las cepasbacterianasempleadascomo microorganismosindicadorespara evaluarla
actividadantimicrobianadelasbacteriaslácticas,asícomosuorigeny lascondicionesempleadas
parasu incubación,se muestranen la Tabla111.1. La mayorpartede las cepasbacterianas
procedíande cultivos decolección,si bien, algunasde las bacteriaslácticashabíansidoaisladas
de embutidoscrudoscurados(chorizoscaseros)por otros investigadoresdel Departamentode
Nutrición y BromatologíaIII de la Facultadde Veterinariade la UniversidadComplutensede
Madrid (Moreira, 1993;Sobrinoeral., 1992; Sobrino, 1993; Cintas,1995).

111.1.1.3. Bacterias empleadas en las experiencias genéticas

LacepaE. coli DHSa empleadacomohospedadoren los experimentosde transformación
químicafue suministradapor el Dr. Ingolf F. Nes y forma partede la colecciónde cultivos

bacterianosdel Laboratoriode TecnologíaGenéticaMicrobianade la UniversidadAgrícolade
Noruega,en el quese realizaronalgunasde las experienciasbioquímicasy las de genética
microbianaexpuestasen estetrabajo.

LacepaE. faeciumCTC492,empleadaenalgunasexperienciasde la reacciónencadenade
la polimerasao PCR, fue aisladade un embutidocrudocurado (salchichón)y caracterizada
bioquímicay genéticamenteporTeresaAymerich(Aymerich, 1996; AymerichaaL, 1996).

111.1.2. ÁCi1X~S NUCLEICOS

111.1.2.1. Plásmidos

El fagémidopBluescriptII SK+, de 2.961 ph, derivadodel plásmidopUC19 (Vieira y
Messing, 1982) empleadocomovector de ligaciónfue suministradopor “Stratagene”.Este
fagémidocontieneel replicóndel plásmidoColE1, el origen de replicacióndel bacteriófago
filamentosofi, el factorderesistenciaa la anipicilinay un fragmentode ADNdelgen heZdeE.
cofl quecodificael fragmentoarnino-tenninalde la frgalactosidasa(inactivoenzimáticamente).
En el gen defectivo lacZ se encuentraintegradoun poliengarce(polillnker), es decir, un
fragmentocon 21 dianasde diferentesenzimasde restricción,queconstituyeel puntode
donacióndondeseinsertael fragmentode ADN exógeno.
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Tabla 111.1. Microorganismos indicadores empleados en este trabajo

Condiciones de incubación

Microorganismo indicador Cepa Origena Medio Temperatura

Bacterias Oram-nositivas

Lactobacillus acidophilus
Lactobacdlusbulgarícus (1)
Lactobacilluscasel
Lactobaciiluscap-gatas
1actobacillusfermentum
Lacrobacillushelveticas
Lactobacillusplantarum
Lactobadillus rearen
Laezobaciliussca/ce
Lactobacillussa/ce
lacrobacillussauivanius
Pediococcusacidilacticí
Pediococcuspentasaceus
Pediococcas penzosaceus
Pediococcus pentosaceas
Lactococcus cremonis(2)
Lactococcuslactis (3)
Lactococcuslacris
Lactococclis ladis
Leuconosroccremonis
Enterococdasfaeccilis
Enterococcusfaeciwn
Micmcoccusvaniana
Staphylococcus carnosas

Liste ría innocua
C(ostridiuvn sporogenes

tyrobutynicum
Clostridiuta tyrobutyricwn
Propionibacterium acidipropionici
Prnp¡oaibacreniumsp.
Propionibacteriam sp.

Bacillus cereus
Clostnid¡umpenfríng cas
ClosrrídiumboruUnum
Listería inonocyto genes
Listeria .nonocyíogenes

¡ Liste rin monccytogenes
Listería monocyto genes

¡ Listeria monocytogenes
¡ Staphytococcus careas

Staphy¿ococcusaureus
Staphylococcusaureas
Staphylococcuscareas
Staphylococcusaureus

4356
11842
334
2739
9338
15009
1193
20016
148
2714
2747
347
FBB61
FRB63
pci
CNRZI17
CNRZ 148
CNRZ15O
BB24
DB 1
a
£50
230
MCI

BL/8626
C22/10
3,5CT
1754
563
p4
P6

9139
376
551
7913
LI5sv1/2
5105
LII SV

4

ScottA
137
196E
349
361
472

MCC
MCC
ARE
NCFB
MCC
ARE
NCTXJ
DSM

Sobrino ci cal., (1992)
NCPB
NCPB

Moreira (1993)
nc
INO
nc
NRA
NRA
NRA

Cintas (1995)
nc
nc

Cintas a cd., (1995)
cia
nc
nc
nc
nc
NCLU
NC~
nc
nc
ATUC
cia
cia

FVM

FVM
FRI
FR!
FR!
FRS
FR!

MRS
MR5
MRS
MRS
MRS
MRS
MR5
MRS
MRS
MR5
MR5
MR5
MR5
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MR5
MPS
MR5
BR!

BR!
RCM
RCM
RCM
OVEL
GYEL
OYE’-

BR!
RCM
RCM
BR!
BR!
BR!
BR!
BR!
BR’
BR!
BR!
BR!
BR!

37
42
37
32
37
42
37
37
32
32
37
32
32
32
32
32
32
32
32
25
32
32
37
37

32
37(A)
37(A)
37(A)
32(A)
32(A)
32(A)

37
37(A)
37 (A)
32
32
32
32
32
37
37
37
37
37

Bacterias Gram-ne2ativas

Aeromonashydrophila
Enterobactercienogenes
Escherichiacolí
Pseudomonasfluorescens
Salmonella thyphimurium
Yersinia entemcolitica

398
684
731
2085
443
559

cia
cia
cia
cia
cia
ciar

BR!
BR!
BR!

BR!

31
37
37
37
37
37

aÁeviaw~, ATCC, AntricanTypeCultumeCollection tRocújile, USA); CECT,Colecei&~ Espar.olade CultÚ4oa Tipo (Buijnot. ‘¿alencia>;DSM.
DeutscheSammlungvon Mikroorganísmen und Zeil culturen (Braunschweug. Alemania); FR!, Feod ResearchInstitue (Madison. USA): FVM, Facultad
de Veterinaria de Madrid (Madrid); NRA~Station of reacarehen t.Mtierea (loo-en-JosasCede,, Francis); NCFB y NCDO, National Colleetion of Pood
Bacteria(Reading. 11K); NCTC, Nationel Collection of Type Cultures (London. UR); TNO, Nutrition and Food Resesrel,(Zeist. Holanda): (A)
incubacido Sajo condicionesde anaerobiosis.<1) Lacsobacillasdelbrueckii subesp.buI~aricus~ (2) Lactococcus/actissubesp. cremona (1. crenlonis);
(3) Loctococcuslecássubesp. lacha <1. lactú)
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111.1.2.2. Oligonucleótidos sintéticos (cebadores o primeros)

Losoligonucleátidosdegeneradoso específicosdiseñadosen estetrabajofueronconstruidos
en un sintetizadorautomáticopor la firma comercial“KEBO-Lab” (Celí & MolecularBiology,
Spanga,Sweden).Los cebadoresse recibíanpurificadosy disueltosen 1,5 ml de aguadestilada
y preparadosparaserempleadosdirectamenteen cualquierade lasmodalidadesde PCRy en las
reaccionesde secuenciación.En la Tabla 111.2 se muestranlos cebadoresutilizadosen este
trabajo.

111.1.2.3. Marcadoresde tamalio molecular

111.1.2.3.1. Escalerade fra2mentoscircularesdeADN (niásmidos’

>

Los patronesde tamañomolecularconocidoempleadosen las electroforesisdel ADN
plasmídicofueronsuministradospor la firma “Gibco-BRL” y consistíanen formas circulares
superenrolladasde ADN (ADNcc), con tamañosmolecularesde 16.210, 14174, 12.138,
10.102,8.066,7fl45, 6.030,5.012, 3.990,2.972y 2.067 pb. El contenidodelvial (25 ~xg)se
resuspendióen 100 gl de tampónde Tris-HCl lOmM pH 8,0, lmM EDTA y seconservóa -

200C.

111.1.2.3.2.Escaierade fra2mentoslinealesde ADN

Los marcadoresde referenciaempleadosenlaselectroforesisde fragmentoslinealesde ADN
fueronsuministradospor lascasascomerciales“Gibco-BRL” y “NEB”(New EnglandBiolabs).
Los marcadoresde “Gibco-BRL” consistíanen formas linealesde ADN con tamaños
molecularesde 12.216, 11.196, 10.190, 9.162, 8.140, 7.126, 6.106, 5.090, 4.072, 3.054,
2.036, 1.636, 1.018,506-517, 396, 344, 296, 220, 202, 156, 136 y 75 pb. Los marcadoresde
“NEB” consistíanen fragmentosde ADN lineal con tamañosmolecularesde 622, 527, 404,
307, 242, 217, 201, 190, 180, 160, 147, 123, 110, 90,76y 67 pb. El contenidode los viales
(25~tg)se. resuspendióen 1003.11de tampónTris-HCl IOmM, pH 7,5, NaCí50 mM, 0,lmM
EDTA y seconservarona-200C.

111.1.3. ENZIMAS Y PROTEÍNAS

Los enzimasempleadosparala caracterizaciónbioquímicade las bacteriocinasfueron los
siguientes:

Tripsina(EC 3.4.21.4)“Merck”, extraidade páncreasbovino.

- Papaína(EC 3.4.22.2)“Merck”, extraidade látex de papaya.
- Pepsina(EC 3.4.23.1)“Merck”, extraidade mucosaporcma.
- ProteasaII (EC 3.4.24.4)“Sigma”, producidaporAspergillusoryzae.
- ProteasaVI (EC 3.4.24.4)“Sigma”, producidaporSrrepromycesgriseus

- ProteasaXIV (EC 3.4.24.4)(PronasaE) “Sigma”, producidapor Srrepromycesgriseus.

- a-amilasa(EC 3.2.1.1)“Boehringer”,producidaporBadilasamyloliquefaciens.
- Lipasa1 (EC 3.1.1.3)“Sigma”, extraidade germende trigo.
- LipasaVII (EC 3.1.1.3)“Sigma”, producidaporCandidacylindracea.

La seroalbúminabovina fracción 5 (SAB) empleadacomo patrón para determinarla
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Tabla111.2. Oligonuclcótidos sintéticosempleadosen estetrabajo paralos
experimentos de PCR y de secuenciacióngenética

Nombre Empleo Secuencianuclenddica(5’- 3’) Tm (t)

ENTPI (d) PCRp
SEQ

ENTP2

ENTP3

ENTP4

ENTPS

PCR~
SEQ

PCRH,
SEQ

TCY TOO or AM TOO OCX CAR OC

GAT TtA rrA crr rrc ATA CTA T~A ATO TCC

CCA OCA flT Aa ATT AlT ACA ATA AAC ACC Arr ACC

SEQ CTC Arr TOT ATT CTT CGO OCA ATT AAT TCA ‘ITC C

PCRN
SEQ

ENTB1(d) PCREn

SEQ

crr ‘IrA ACA AAC TTC TAO AAT TAA CTO AAA CAO C

AAY CAY CAY MON ATO CC

ENTB2 (d) PCRE

Er{rB3 PCREH
SEQ

AAN ARN CCN CCN CCC AT

AGA CCT AAC AAC TTA TCT AAA O

PCR11 CCC ATT OCA OCA CCA CAT mo

PCR~n
SEQ

ENTAI

~ll10)

ENTA2

PCRER
SEQ

GTT OCA m ACA CTA TAC ATT TOC

CATTATGAAACATrrAAAAAT’ITTOTC

PCRE AAA ACC ACC TAT AGA CAT TCC TGC

SK2 (bio) PCR11N

SEQ

CCC CTC TAO AAC TAO RIO ATC

CTC ACr AAA 000AAC AAA AOC TOO AG

Abreviaturas: Tan (
0C), temperatura de fusión del ADN; (d), oligonuclcótido degenerado; (hio), oligonucje6tido

biotinizado; PCR, reacción en cadenade la polinierasa; la modalidad dePCR seindica con los subíndices: E, específico;
H, hemiespecífico;N, anidado; 5EQ, reacciones de secuenciación.Los desoxinucleátidoscon las diferentes bases
nitrogenadas del ADNse indican como: A. adenina, C, citosina, O, guanina. T, timina; Y(C, 1); R (A, G); M(C. A); N
(A. C, O, ‘1?); 1, baseuniversal inosila; Todos los oligonucícótidosutilizadosen este trabajofueron diseñadospor la
autora, a excepción del ENTAI (THIO) (Aynierich, 1996) y el THSy SK2, cuyas secuencias son específicas del vector
comercial pBluescript fl 5I<~-.

60,7

54,5

60,8

61,7

60,5

51,0

53,0

50,7

58,1

53,6

55,0

THS PCRN

SEQ

57,0

54,2

60,7
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concentraciónde bacteriocinaen las muestraspurificadasfue suministradapor “Pierce-
Chemicals”.

La lisozimay ARNasautilizadasen los procedimientosde aislamientode ADN bacteriano
procedíande las casascomerciales“Serva” y “Sigma”, respectivamente.Los enzimasde
restricciónempleadosparala digestióndel ADN y suscorrespondientestamponesse citan a
continuación:

- Dm1, producidoporDeinococcusradiophih.&s. Tampón4 (10x: acetatopotásico50 mM, Tris
acetato20 mM, pH 7,9, acetatode magnesio10 mM, DDT 1 mM). Ambosseadquirieronde
“NEB”.
- HincII, producidoporHaemophilusinfluenzae.TampónB (lOx: Tris-HCl lOmM, pH 7,4,
NaCí 5OmM, EDTA 0,lmM, ditiotritol (Dli?) lmM, 0,5 mg/mlBSA, 50% glicerol).
Suministradospor“Promega”.
- RsaI, producidopor Rhodopseudomonassphaeroides.TampónC (lOx: Tris-HCl lOmM,
pH 7,4, NaCí 5OmM, EDTA 0,ImM, DTT lmM, 0,5 mg/ml BSA, 50% glicerol).
Suministradospor “Promega”.
- SspI,producidopor unacepade E. cdi quetienedonadoel genSspI de Sphaerorilus sp
ATCC 13925.Tampón SspI (lOx: NaCí 50 mM, Tris-HCl lOOmM, MgCl2lO mM, 0,025%
Tritón X-100, pH 7,5). Suministradospor “NEB”.
- NaeI, producidopor unacepade E. cdl quetiene donadoel genNael de Nocardia
aerocoloniges.TampónI(lOx: Tris Propano-HCI10 mM, MgCl2 10 mM, DDT 1 mM, pH
7,0). Suministradospor “NEW’.
- FspI, producidapor unacepade E. coli que tienedonadoel genFspl de Fischerella sp.
Tampón4 (lOx: acetatopotasico50 mM, Tris acetato20 mM, acetatode magnesio10
mM, DDT 1 mM, pH7,5). Suministradospor“NEB”.
- StuI, producidoporSrrepromycestubercidicus.Tampón2 (lOx: NaCí50 mM, Tris-HCl 10
mM, MgCI2 10 mM, DDT 1 mM, pH 7,5).Suministradospor “NER”.
EcoRI, producidapor unacepadeE. cali quetienedonadoel genEcoR!de E. cali RYI3.

TampónNEBEcoRI(lOx: Tris -HCl 100mM, NaCí 50 mM, MgCl2 10 mM, 0,025% Triton
X-i00, pH 7,5). Suministradospor“NEW’.
El enzimaempleadoen las traccionesde amplificacióndel ADNmediantela técnicade PCR

fue la ADN polimerasaTaq, obtenidade la bacteriatermófilaThennussp. El enzimafue
suministradopor la casa“AdvancedBiotechnologiesLTD”.

Parala conversiónde los extremoscohesivosprotuberantesdelos fragmentoamplificados
por PCRenextremosplanos,seempleóel fragmentograndeo fragmentoKlenow de la ADN
polimerasa1 de E. cali, con su correspondientetampón 10x ( Tris-HCI 500 mM, pH 7,2,
MgSO4 100 mM, DDT 1 mM), suministradospor “Promega”.

Ladesfosforilacióndelos grupos5’ fosfatodelfagómidotratadocon enzimasderestricción
serealizóconel enzimafosfatasaalcalinadeintestinode terneroy el tampónC1P lOx (Tris-HCl
500 mM, pH 9,3, MgCl, 10 mM, ZnCl, 1 mM, espermidina10 mM), suministradospor

“Promega”.
En las experienciasde ligaciónseempleóel enzimaT4 ADN ligasay su correspondiente

tampón lOx (Tris-HCl 300 mM, pH 7,8, MgCl2 100 mM, DDT 100 mM y ATP 5 mM).
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suministradospor“Promega”.

Lasecuenciaciónde los ácidosnucléicossellevó acaboempleandounavariantemodificada

genéticamentedel enzimaADN polimerasadelbacteriófagoT7, el enzimaADN polimerasa177
Sequenasa2.0, y su correspondientetampónde diluciónSx (Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, DT~
5mM y BSA 0,5 mg/mí), incluidos ambos en el kir suministradopor “tnited States
Biochemicals”(“IJSB”).

111.1.4. MEDIOS DE CULTIVO

Los componentesminerales,azúcares,suplementos,aminoácidosy antibióticosempleados
en lapreparacióndelos mediosde cultivo procedíandelascasascomerciales“Oxoid”, “Merck”,

“Sigma~~, “Fluka” y “Panreac”

111.1.4.1. Medios de cultivo empleadosparael aislamientoy crecimientode las

bacteriaslácticas

111.1.4.1.1. Medio de mantenimiento(MM

)

Composiciónen g/l:
Bacto Peptona(“Difco”) 1,0
Clorurosédico 8,5

Preparación:

Se suspendenlos componentesen LOOO ml de aguadestiladay se calientaen una placa
calefactorahastasudisolución. El medioseesterilizaen autoclavea 1210Cdurante15 mm.

111.1.4.1.2.Caldonutritivo de Man.Ro~osay Sharpe(MRS. “Oxoid”~

Composiciónen g/l:
Peptona 10,00
Polvo “LabLemco” 8,00
Exlmcto de levadura 4,00
Glucosa 20,00
Acetatosédico(-3H

20) 5,00
Fosfatodipotásico 2,00
Citrato triannSnico 2,00
Sulfatomagnésico(-7H20) 0,20
Sulfatodemanganeso(.4H20) 0,05
Tween80 1,00 ml
pH 6,2

Preparación:

Pararehidratarel mediosesuspenden52 g en 1.000 ml de aguadestiladay secalientabastasu

disolución.Paraprepararlos correspondientesmediossemisólido(agarsemisólidoMRS) y
sólido (agarsólidoMRS)seadicionanademás7,5 y 15 g de agar bacteriológico(“Difco”),

respectivamente.La esterilizaciónseefectúaen autoclavea 121
0Cdurante15 mm.

111.1.4.1.3. CaldoMRS paralactobacios(MRS. “Difco”

)

Composiciónen g/l:

Bactopeptona 10,00
Hadoextractodecame 10,00
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Bactoextractodelevadura 5,00
Bactodextzusa 20,00
Acetatosédico(-3¡420) 5,00
Fosfatodisédico 2,00
Citratoamónico 2,00
Sulfatomagnésico(-7H20) 0,10
Sulfatode manganesa(-4H20) 0,05
Tween80 1,00
pH 6,5

Preparación:
Pararehidratarel mediosesuspenden55 g en 1.000 mlde aguadestiladay secalientahastasu

disolución.La esterilizaciónse efectuaenautoclavea 121
0Cdurante15 mm.

111.1.4.2. Medios de cultivo empleados para el crecimiento de los

microorganismos indicadores distintos a las bacteriaslácticas

III. 1.4.2.1.Caldo infusión de cerebroy corazón(BHI. “Oxoid”~

Composiciónen g/l:

Extractodecerebro 12,5
Extractodecorazón 5,0
Proteosa-peptona 5,0
Dextrosa 2,0
Clorurosédico 5,0
Fosfatodisddico 2,5
pH 7,4

Preparación:
Se suspenden37 g del mediodeshidratadoen 1.000 ml de aguadestiladay secalientahastasu
disolución.El medioseesterilizaenautoclavea 1210Cduranteis mm. Parala preparaciónde los

ágaressólidosy semisólidosBHI se procedede maneraanálogaa la descritaen la sección
111.1.4.1.2.

III. 1 .4.2.2.Medio reforzadoparaclostridios(RCM.“Oxoid”~

Composiciónen g/l:
Lab4emcoPowder 10,0
Peptona 10,0
Extractodelevadura 3,0
Glucosa 5,0
Almidón 1,0
Acetatosálico 3,0
C¡stelna-HCI 0,5
Clorurosálico 5,0
Agar 0,5
pH 6,7

Preparación:
Pararehidratarel mediosesuspenden38 g en 1.000 ml de aguadestilada,calentandohastasu

disolución.La esterilizaciónseefectúaen autoclavea 1210Cdurante15 mm. Los ágaressólidos

y semisólidosRCM sepreparande maneraanálogaala descritaen lasección111.1.4.1.2.
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III. 1.4.2.3.Caldode glucosay extractode levadura(GYEL.emco

)

Composiciónen g/l:
Lab-LemcoPowder(Oxoid) 10,0
Peptona 10,0
Extracto delevadura 3,0
Dextrosa 5,0
Clorurosódico 5,0
pH 7,0

Preparación:

Se suspendenlos componentesen 1.000 ml de aguadestilada,calentandohastasu completa
disolución.Una vezenfriadoel medioatemperaturaambienteseajustael pH con HCl lN. La

esterilizaciónseefectúaen autoclavea 1210Cdurante15 mm. Los ágaressólidosy semisólidos
GYELemcosepreparande maneraanálogaala descritaen la 111.1.2.1.2.

111.1.4.3. Medios empleadospara la conservaciónde las cepasbacterianas

111.1.4.3.1.Medios~licerinados

Los mediosglicerinadosson los caldosnutritivos descritosen las seccionesIII. 1.4.1 y
111.1.4.2, a los que, una vez que se han desarrolladoen ellos los microorganismos

correspondientes,se les adicionacomo agentecrioprotectorglicerol (15% y/y) (“Merck”)

esterilizadoenautoclavea 1210Cdurante20 min.

111.1.4.3.2.Litmus mi]k <“Oxoid”) al 10%(p/v~ (Medio de Lechedesnatada~

Composiciónen g/l:
Lechedesnatadaen polvo 100,0
Litmus trazas

Preparación:
Sedisuelven100 g delmedioen 1.000ml de aguadestiladay secalientahastasu disolución.La
soluciónseesterilizaenautoclavea 1210CduranteSmin.

111.1.4.4. Medios de cultivo y reactivos empleadospara la identificación y

caracterizaciónmicrobiológica y bioquímica de las bacteriaslácticas

III. 1.4.4.1. Reactivosempleadosparala tinción deGram

111.1.4.4.1.1.Soluciónde cristalvioleta

Contiene: g/íooml
Cristal violeta 2,0
Oxalato amónico 0,8
Alcohol etílico (95% y/y) 20,0 ml

Preparación:

Se suspendeel cristal violetaen el alcoholetflico y el oxalatoamónicoen 80 ml de agua
destilada.Unavez homogeneizadaslassoluciones,semezclan,dejándosereposardurante

24 horasantesdesuempleo.

111.1.4.4.1.2.Soluciónde yodo
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Condene: gibO ml

Yodo 1,0
Yoduropotásico 2,0

Preparación:
Setritura el yoduro potásicoen un mortero,añadiendodurantela operaciónuna pequeña

cantidadde agua.Unavezdisuelto,seadicionael yodo y lasoluciónsetrasvasaaun matraz

aforadoy seenrasahasta100ml con aguadestilada.

111.1.4.4.1.3.Colorantede contraste

Contiene: giiOoml

SafraninaO 0,25
Alcohol etílico (96% y/y) 10,00 ml

Preparación:

Sesuspendelasafraninaenel alcoholetílico y, unavez homogeneizada,seañaden90 ml de
aguadestilada.

111.1.4.4.2.Caldo MRS (“Oxoid”~

Ver sección111.1.4.1.2.

111.1.4.4.3.Caldo CS-T modificado y Agar bacteriológico(0.75% ¡,/v

)

111.1.4.4.3.1.Caldo CS-T modificado

Composicióneng/l:
Hidrolizadodecaseínas 5,00
Extractode levadura 5,00
Fosfatomonopotásico 0,60
Fosfatodipotásico 0,60
Sulfatomagnésico(.7H20) 0.20
Sulfato de manganeso(.1H20) 0,05
Sulfatoferroso 0,01
Cloruro sálico 0,01
Bromotimol azul 0,08
Hactoagar 2,50
Tween80 1,0 ml
pH 6,2

Preparación:
Sesuspendenloscomponentesen900ml deaguadestilada,secalientahastasudisolucióny

seesterilizaenautoclavea 121
0Cdurante15 mm. Separadamente,sepreparaunasolución

deglucosaal 10% (p/vt quese esterilizacon filtros de 0,22 i±mdediámetrodeporoy se
añadeal mediodecultivo enunaproporcióndel 10% (y/y).

111.1.4.4.3.2.Agarbacteriológico(0.75%p/v

)

Se suspenden7,5 g de agarbacteriológicoen 1.000 ml deaguadestiladay se calientala

soluciónhastala homogeneizacióndel agar. El medioseesterilizaen autoclavea 1210C

durante15 mm.
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111.1.4.4.4.CaldoMR-VP (“Difco”). solución de Rojo de metilo y solución de hidróxido

111.1.4.4.4.1.Caldo MR-VP

Composiciónen g/l:

Bactopeptona 7,0
Fosratodipotásico 5,0
Dextrosa 5,0
pH 6,9

Preparación:
Sesuspendenloscomponentesen 1.000 ml deaguadestilada;unavezdisueltos,seesteriuiza
el medio en autoclavea 1210Cdurante15 min.

111.1.4.4.4.2.SolucióndeRojo de metilo

Contiene:
Rojo demetilo
Alcohol etílico (95%y/Y)

Preparación:
Se suspendeel reactivoenel alcoholetílico y, una

aforadode 500ml y seenrasacon aguadestilada.

0,1 g

300,0 ml

vez disuelto,se trasvasaa un matraz

111.1.4.4.4.3.Solucióndehidróxidopotásicol.78M

Condene: g/íOOml

Hididxido potásico 10,0

Preparación:
Se suspendenlas lentejasdesosaen 80 ml de aguadesionizaday la soluciónresultantese

trasvasaaun matrazaforadode 100 ml y seenrasaconaguadesionizada.

111.1.4.4.5.Caldo Ar~inina y Reactivode Nessler

111.1.4.4.5.1.Caldo arginina

Composicióneng/l:
Peptona
Extractode levadura
Acetatosádico
Citratosádico
Fosfatodipotásico
Sulfatomagnésico
Sulfatodemanganeso
L-Arginina
Tween8o

Preparación:
Se disuelvenlos componentesen 1.000 ml de
disolución.El mediosedistribuyeen tubos de 10

durante15 min.

10,00
4.00
5,00
2,00
2,00
0,20
0,02
3,00
1,00 ml

aguadestiladay se calientahastasu
ml y seesterilizaenautoclavea 1210C
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111.1.4.4.5.2.Reactivode Nessler

Sepreparanlas siguientessoluciones:

a) SoluciónA

Contiene:
Yoduropotásico 7,0 g
Yoduro de mercurio 10,0 g
Aguadestilada 40,0 ml

b) SoluciónB

Contiene:
Hidréxido sádico 10,0 g
Aguadestilada 50,0 ml

Preparación:
Unavez atemperadala soluciónB semezcíaconla A y setrasvasaa un matrazaforadode
100 mí, enrasándosedespuésconaguadestilada.La soluciónresultantesedeja reposara
temperaturaambientehastaqueapairceun sedimentoy entoncessedecantael sobrenadante
y seesterilizaconfiltros de 0,22hm de diámetrode poro.

111.1.4.4.6.Medio basededescarboxilasadeMoeller (“Difco”

)

Composiciónen g/l:
Bacto peptona 5,00
Extrato de came 5,00
Dextmsa 0,50
Bromo ciesolpúrpura 0,01
Rojo cresol 0,005
Piridoxal 0,005
pH 6,0

Preparación:

Sesuspenden10,5 g del mediodeshidratadoen 1.000 mIdeaguadestilada,secalientahastasu
disolucióny, posteriormente,seañadenlOg de L-arginina.La soluciónseesterilizaenautoclave
al2l0Cdurantel0min.

111.1.4.4.7.CaldoMRS suplementadocondiversasconcentracionesde clorurosódico

SepreparacaldoMRS, comosedescribióenlasección111.1.4.1.2,peroañadiendoademás

un 6,5 o un 10%de clorurosódico.

111.1.4.4.8.Agarconhierro de Kli~ler (“Oxoid”

)

Composiciónen g/l:
Lab lemco 3,00
Extracto de levadura 3,00
Peptona 20,00
Clorurosádico 5,00
Lactosa 10,00
Dextrosa 1,00
Citrato férrico 0,30
Tiosulfatodesodio 0,30
Rojodefenol 0,05
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Agar
pH

12.00
7,4

Preparación:
Se suspenden55 g del mediodeshidratadoen 1.000 ml de aguadestiladay secalientahastasu
disolución.La esterilizaciónseefectúaenautoclavea 1210Cdurante15 mm. Los tubos sedejan

enfriaren posicióninclinadaconun fondo aproximadode 2,5cm.

111.1.4.4.9.Medio Api 50CHL y GaleríasApi 50 CH <“Biomérieux”

)

111.1.4.4.9.1.MedioMi 50 CHL

El medioApi 50 CHL fue suministradoen ampoííasde 10 ml.
Composicióneng/l:

Peptona 10,00
Extractodelevadura 5,00
Tween80 1,00 ml
Fosfatodipotásico 2,00
Acetatosádico(.31120> 5,00
Citratodiamónico 2,00
Sulfatomagnésico(•7H

20) 0,20
Sulfatodemanganeso(4H20> 0,05
Brumocxvsolpúrpura 0,17
Aguadestiladabasta 1.000 ml
pH 6,9-7,0

111.1.4.4.9.2.GaleríasApi 50 CH

Lasgaleríasestánformadaspor 50microlitosAPI distribuidosen 5 columnascon 10 filas
cadauna. El primer tubo (columna1, fila 0), sinprincipio activo, sirve comocontrolnegativoy
cadauno de los siguientescontienenun hidratodecarbonodiferente.

Columnan
0 1

Columnan0 2

Columnan03

Columnan0 4

Columnan0 5

(tubo/sustrato):0. control; 1. glicerol; 2. eritritol; 3. D-arabinosa;4. L-
arabinosa;5. ribosa;6. D-xilosa; 7. L-xilosa; 8. adonitoly 9. Wmetil-
xilósido.
(tubo/sustrato):10. galactosa;11. glucosa;12. fructosa; 13. manosa;14.
sorbosa;15. ramnosa;16. dulcitol; 17. inositol; 18. manitol y 19. sorbitol.
(tubo/sustrato):20. a-metil-D-manósido;21. a-metil-D-glucdsido;22. N-
acetil-glucosamina;23. amigdalina;24. arbutina;25. esculina;26. salicina;
27. celobiosa;28. maltosay 29. lactosa.
(tubo/sustrato>:30. melibiosa;31. sacarosa;32. trehalosa;33. inulina; 34.
melecitosa;35. rafinosa;36. almidón; 37. glucógeno;38. xilitol y 39.
gentibiosa.
(tubo/sustrato):40. D-íuranosa;41. D-lixosa;42. D-tagatosa;43. D-fucosa;
44. L-fucosa; 45. D-arabitol; 46. L-arabitol; 47. gluconato;48. 2-
cetogluconatoy 49. 5-cetogluconato.

Caldocon Mida sódicay VioletaEtílica (BactoEVA Bznth.“Difco”~

Composiciónen g/l:
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Triptosa 20,0
Dextrosa 5,0
Fosfatodipotisico 2,7
FosfatomonopotAsico 2,7
Cloruro sádico 5.0
Mida sádica 0,4
Violetaetílica 0,00083
pH 7,0

Preparación:
Sedisuelven35,8g delmediodeshidratadoen 1.000 ml deaguadestiladay secalientahastasu

disolución.El medio sedispensaen tubos de 10 ml y seesterilizaenautoclavea 1210C durante
15 mm.

111.1.4.4.11.A~armanitolsal (“Difco’9

Composiciónen g/l:
Proteasapeptona 10,00
Extractodecame 1,00
D-Manitol 10,00
Clorurosádico 75,00
Agar 15,00
Rojo de fenol 0,025
pH 7,4

Preparación:
Sesuspenden111 g delmediodeshidratadoen 1.000 mIde aguadestiladay secalientahastasu
disolución.El mediose esterilizaenautoclavea 1210Cdurante15 mm. Una vez enfriado(50-
550C)sepreparanplacasconaproximadamente20 ml deestemedio.

111.1.4.4.12.Caldoconverdebrillantey salesbiliares(2% p/v) (“Oxoid”

)

Composicióneng/l:
Peptona 10,0
Lactosa 10,0
Salesbiliares 20,0
Verdebrillante 0,0133
pH 7.4

Preparación:
Se disuelven40 g del mediodeshidratadoen 1.000 ml de aguadestiladay secalientahastasu

disolución.El mediosedistribuyeen tubosde 10 ml y seesterilizaenautoclavea 1210Cdurante

15 mm.

111.1.4.4.13.Asarsangrebase(“Difco”

)

Composiciónen g/l:
HIll 500,0
Bacto triptosa 10,0
Clorurosádico 5,0
Bactoagar 15,0
pH 6,8

Preparación:
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Se suspenden38 g del mediodeshidratadoen 950ml de aguadestiladay secalientahastasu
disolución.La soluciónseesterilizaenautoclavea 1210C durante15 mm y, seguidamente,se
mantieneen un bañode aguatermostatadoa 500C.Unavezatemperadoel agarsangrebase,se le
incorporan50 ml desangrede camerodesfibrinada(“Oxoid”) y se preparanplacasde Petricon
20 ml de estemedio.

111.1.4.4.14.UreaAgarBaseConcentradolOx (“Difco”’

>

Composicióneng/lOOml:
Bactoagar 1,5
Hadoureaagarbaseconcentrado 10,0 ml

Preparación:
Se suspenden1,5 g deBactoagaren 90 ml de aguadestiladacalentándosehastasu disolución.
Se esterilizaen autoclavea 1210Cdurante15 mm y unavez enfriadoa 50-550C,seañaden
asépticamentelos 10 ml que contienela ampollade Bacto urea agarbaseconcentrado.Se
dispensael medioen tubos con 10 ml y se dejanenfriaren posicióninclinadaconun fondo de
2,5 cm.

111.1.4.5. Medios de cultivo empleados para determinar el efecto de su

composición en la producción de actividad antimicrobianade las bacterias

lácticas

111.1.4.5.1.A~uadepeptonaC’Difco’”

)

Composiciónen g/l:
BactopepLona 10,0
pH 7,2

Preparación:
Sesuspenden10 g deBacto peptonaen 1.000 ml de aguadestilada,calentandola soluciónhasta
sudisolución.El medioseesterilizaen autoclavea 1210C durante15 min.

111.1.4.5.2.Medio base(MB

)

Composiciónen g/l:
Exhactodelevadura 5,00
Dextrosa 10,00
Citratoamdnico 2,00
Clorurosádico 2,00
Fosfatopotásicodiliidrogenado 1,00
Fosfato dipotásico 1,00
Sulfatomagnésico 0,20
Sulfatodemanganeso 0,05
Sulfato ferroso 0,01
Tween80 1,0 ml
pH 6,2

Preparación:
Sesuspendenlos componentesen 1.000 ml deaguadestiladay secalientahastasudisolución.A
continuación,el mediose dejaenfriary se ajustael pH con HCl 1 N. La esterilizaciónseefectua
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en autoclavea 1210Cdurante15 mm.

111.1.4.5.3.Medio basesuplementadoal l.5%(p/v

)

Seañaden15 g delos suplementosqueseindicana continuación,alos ingredientesdelMB
y seprocedeasupreparacióncomosedescribióen la secciónanterior:
- peptona“Difco” (MB-peptona)
- proteosa-peptona“Difco” (MB-proteosa-peptona)
- triptosa“Diifco” (MB-triptosa)

- triptona“Difco” (MB-triptona)

- hidrolizado(ácido)decaseínas“Oxoid” (MB-caseína).

III.1.4.5.4.CaIdoMRS

Ver sección111.1.4.1.2.

111.1.4.5.5.Cai4n.BLII
Versección111.1.4.2.1.

111.1.4.5.6.CaJdoAPTC’Difco”

)

Composiciónen g/l:

Triptona 12,50
Extracto de levadura 7,50
Dextrosa 10,00
Citratosádico 5,00
Clorurosádico 5,00
Fosfatodipotásico 5.00
Sulfatomagnésico 0,80
Clorurodemanganeso 0,140
Sulfatoferroso 0,040
Clorhidratodetiamina 0,0001
Monoleatodesorbitán 0,20

pH 6,7

Preparación:
Se suspenden46,2 g del mediodeshidratadoen 1.000 ml de aguadestilada,calentandola
soluciónhastasudisolución.El medioseesterilizaenautoclavea 1210Cdurante15 mm.

111.1.4.5.7.Caldo triptonasoja(TSB.“Oxoid”

)

Composiciónen g/l:
Digerido pancreáticode caseina 17,0
Digeridopapainicodesemilladesoja 3.0
Clorurosádico 5,0
Fosfato dipotásico 2,5
Glucosa 2,5
pH 7,0

Preparación:
Sesuspenden30 g delmediodeshidratadoen 1.000 ml deaguadestilada,calentandola solución

hastasudisolución.El medioseesterilizaenautoclavea1210C durante15 mm.
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11.1.4.6. Medios de cultivo empleados para el crecimiento de las bacterias

utilizadas en las experiencias genéticas

111.1.4.6.1.Caldo Luria-Bertani (LB

)

Composiciónen g/l:
Bactotriptona 10,0
Extractodelevadura 5,0
Clorurosódico 5,0
pH 7,0

Preparación:

Sesuspendenlos componentesen950mide aguadestilada,semantienenenagitaciónconcalor
hastasu disoluciony, seguidamente,seajustaelpH con NaOHlN. Se trasvasalasoluciónaun

matrazaforadode 1.000 ml y se enrasacon aguadesionizada.La soluciónse esteriuizaen
autoclavea1210Cdurante20 mlii

111.1.4.6.2.Agar LB con ampicilina (50ug/mfl

El agarLB al 1% (p/v) sepreparacomosehadescritoenlasecciónanterior,peroañadiendo

1 g de bactoagar.Una vezesterilizadoy atemperadoel medioa 50-550C, seañade1 ml de una
soluciónde ainpicilina(“Sigma”) (50 mg/mí)esterilizadacon filtros de0,22gm de diámetrode

poro.

111.1.4.6.3.Caldo LB con ampicilina (100uafml

)

El caldo se prepara como se describió en la sección111.1.4.6.1 y posteriormentese
distribuyó en tubos de 5 ml a los cualesse les añadieron 10 jil de la solución de ampicilina

(SOmg/ml).

Composicióneng/200m1:
Bacto Iriptona 4,00
Extractodelevadura 1,00
SolucióndeNaCí 1M 2,00 ml
Soluciónde ¡CCI 1M 0,50 ml
SolucióndeMgC~ 2M 2,00 ml
Soluciónde glucosaal40% 2,00 ml
pH 7,0

Preparación:
Se mezclanlos componentes,exceptola soluciónde glucosa,en 150 ml deaguadestiladay se
mantienenen agitaciónhastasudisolucion,ajustándoseseguidamenteelpH con NaOH iN. Se
trasvasala solución a un matrazaforadode 200 ml y se enrasacon aguadesionizada,
esterilizándolaen autoclavea 1210Cdurante20 mm.Unavezenfriadala solucióna 50-550C,se
añaden2 ml de la soluciónde glucosapreviamenteesterilizadacon filtros de 0,22 ~m de
diámetrodeporo.

III.1.4.6.5.Cal&SQII
Sepreparade formasimilaral caldoSOC descritoanteriormente,exceptoquela soluciónde

93 Pilar CasausJara



lii. Material y M&odos

glucosase sustituyepor 2 ml de unasolucióndeMgSO42M.

111.1.5. SOLUCIONES, TAMPONES Y GELES

Los productosquímicosempleadosfueronsiemprede calidadreactivoy se adquirieronde
las firmas “Merck”, “Probus”, “Sigma”, “Fluka”, “Panreac”,“Carlo Erba”, “Serva” y “Bio-

Rad”.

111.1.5.1. Tampón de resuspensiónde los sobrenadanteslibres de células

concentrados

Es unasoluciónde fosfato sódico4 mM, pH 7,0. Parasu elaboraciónse prepararonlas
siguientessoluciones:
(1) Soluciónde Na2HPO44 mM, pH 9,6

Se suspenden0,56 g de Na2HPO4en 600 ml de aguadestiladay se calientahastasu
disolución;setrasvasaaun matrazaforadode 1.000ml y seenrasaconaguadestilada.

(2) Solución de NaH2PO4•H20 4 mM, pH4,5
Se suspenden0,54 g de NaH2PO4•H20 en 600 ml de aguadestiladay seprocedede la
maneradescritaparala solución(1)
El tampónde fosfatosódico4 mM, pH 7,0 sepreparaañadiendola solución(2) ala (1), con

agitacióncontinua,hastaquesealcanzaun pH de 7,0.

111.1.5.2.Soluciones y tampones empleados para la identificación y filiación

taxonómica de las bacterias lácticas seleccionadasmediante el análisis de su

patrón electroforético de proteínas totales en geles de poliacrilamida con dodecil

sulfato sódico (SDS-PAGE)

111.1.5.2.1. Tamoón salino de fosfatosódico(NaPBS

)

Contiene: g/l

NaCí 8,0
Na2HPO4.12H20, 0.2M 40,5 ml

NaH2PO4.2H20,0,2M 9,5 mi
Preparación:

Semezclanlas2 solucionesy sedisuelveelclorurosódico;unavezhomogeneizadala disolución
se trasvasaaun matrazaforadode 1.000ml y seenrasaconaguadesionizada.La soluciónse
esterilizaenautoclavea 121

0Cdurante15 mm.

111.1.5.2.2.Taimnónde resuspensiónde lamuestra(51W

Condene: g/WOmJ

Tris 0,75
~-meitaptoetanol 5,00 ml
Glicerol 10,00 ml

Preparación:
Semezclanlos componentesy unavez disueltosse trasvasala mezclaa un matrazaforadode
100 mí, queseenrasaconconaguadesionizada.La soluciónse esterilizaen autoclavea 1210C
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durante15 mm.

111.1.5.2.3. Soluciónde SDSal 20% (p/v

)

Contiene: g/lOOml
SDS 20,0

Preparación:
El SDSse incorporalentamentea 100 ml deaguadesionizadacalientey la soluciónsemantiene
en agitaciónenunaplacacalefactorahastasu disolución.

111.1.3.3. Soluciones y tampones empleadosdurante la purificación a

homogeneidadde las bacteriocinas y su caracterización bioquímica

111.1.5.3.1.Soluciónde Na,11P940.5 M

Contiene: gil

Ña2HPO4 70,98
pH 9,6

Preparación:
Se suspendela sal en 600 ml de aguadestiladay se calientahastalograr su disolución;se
trasvasaaun matrazaforadoy seenrasaa 1.000ml conaguadestilada.

111.1.5.3.2.SQ1JJ~IáaJ~N2II2~4JI2QQ.5M

Contiene: gil

NaH2PO4~H2O 68,89
pH 4,5

Preparación:

Seprocedede maneraanálogaala descritaparala soluciónanterior.

111.1.5.3.3.Tampónde fosfatosódico 10 mM. pH 5.8 (TampónNaP.pH 5.8

)

A partirde la soluciónde Na2HPO40,SM sepreparaunasoluciónde Na2HPO4 10 mM.
Paraellose vierten20 ml de la solucióndeNa2HPO40,5M en un matrazaforadode 1 litro y se

enrasaconaguadesionizada.La soluciónfinal tieneun pH aproximadode 9,6.
A. partirde la solucióndeNaH2PO4~H20 0,SM seprepara unasoluciónde NaH2PO4•1120

10 mM. Paraello seprocededeigual formaqueenel casoanterior.Lasoluciónfinal tieneun pH
aproximadode 4,5.

ParapreparareltampónNaP 10 mM, pH 5,8 se añadela solucióndeNa2HPO4 10 mM, pH
9,6 alasolucióndeNaH2P04~H2010 mM, pH 4,5 hastaquesealcanzaelvalordePH deseado

(5,8). Estasoluciónsedenominaráen adelantetampónNaP,pH 5,8.

111.1.5.3.4.Soluciónde NaCí iMen tampónNaP.pH 5.8

Contiene: g/500 ml

NaCí 29,22

Preparación:
Se disuelvela salen 300ml de tampónNaP,pH 5,8, setrasvasala soluciónaun matrazaforado
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de 500 ml y seenrasaconel mismotampón.

111.1.5.3.5. Solución de sulfatoamónicoal 10% (dv) en tampónNaP.pH 5.8

Contiene: g/100m1
Sulfatoamónico io,o

Preparación:
Sedisuelvela sal en 100 ml deltampónNaP,pH 5,8.

111.1.5.3.6.Soluciónde etanolal 70% (y/y) en tampónNaP.nH 5.8

Contiene: muíoo ml

Etanol 30.0

Preparación:

Sevierte el alcoholenun matrazaforadode 100 ml y seenrasaconel tampónNaP,PH5,8.

111.1.5.3.7.Solucióndeetanolal 40% (y/y

)

Contiene: ml/500 ml

Etanol 200,0

Preparación:

Sevierteel alcoholenun matrazaforadode 500ml y seenrasacon aguadestilada

111.1.5.3.8.Soluciónde isodropanolal 70% (vi’.’). pH2

Contiene: mI/500 ml

Isopropanol (“Merck”> 350,0

Preparación:
Se vierteel alcoholen un vasode precipitadoy seañaden100 ml de aguadestilada,tras lo cual
se ajustael pH de la solucióncon HCl12N. Posteriormenteseviertela soluciónen un matraz

aforadode 500 ml y seenrasaconaguadestilada

Contiene: mill
Ácido trifluoroacético (ATF, “Merck”) 1.0

Preparación:
Se disuelveel ATF en 900mIde aguadesionizada,setrasvasala solucióna un matrazaforado
de 1.000 ml y seenrasaconaguadesionizada.Unavezpreparadala solución,sehacepasara
travésde filtros de 0,22 j.tm de diámetrode poro,con ayudade unabombadevacio.

111.13.3.10.TamnónB

Contiene: mi/l

Ácidotrifluoroacético 1.0

Preparación:
Seprocedecomosehadescritoparael tampónA, exceptoqueenestecasoel disolventees 11 de

isopropanol.
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111.1.5.3.11. Soluciónde ditiotritol encaldoMRS <“Difco”) (MRS-DTT. lM

)

Contiene: g/s mí
UIT (“Merck”) 0,77

Se preparacaldo MRS (“Difco”) como se describióen la sección111.1.4.1.3 y. a
continuación,sedisuelveel agentereductorDTT en 5 ml del mediodecultivo. A partir de la
soluciónresultante( MRS-DU 1M), seprepararon100ml decaldoMRS-DTI7 10 mM.

111.1.5.4. Soluciones y tampones empleados para el aislamiento del ADN

cromosómico y plasmídico

111.1.5.4.1. Soluciónde NaCí al 0.9% (p/v

)

Contiene: g/lOOml
NaCí 0,9

Preparación:
Se disuelvela salen 100 ml de aguadesionizaday, posteriormente,seesterilizaen autoclavea

1210Cdurante20 mm.

111.1.5.4.2.Soluciónde Tris-HCl lM. oH 8

Contiene: g/500 ml

Trisnia-base anhidro (“Sigma”> 60,55
Preparación:
SedisuelveelTrisma-baseen300ml de aguadesionizadayseajustaelpH a8.0 conHCl 12N.
Seguidamentese enrasaconaguadesionizadahasta500 ml y seesterilizaenautoclavea 1210(2
durante20 mm.

111.1.3.4.3.Soluciónde EDIA 0.25M. pH 8.0

Contiene: g/i000 ml

Titriplex III (.2H
20) (EDIA, “Sigma”) 93,05

Preparación:
Sedisuelveel EDTA en 600ml de aguadesionizadayseajustaelPH a8,0 conNaOH iON. Se
enrasaconaguadesionizadahasta1000ml y seesterilizaen autoclavea 121

0Cdurante20 mm.

Es unasoluciónde sacarosa7,7% (p/v), TrisBaseanhidro50 mM y EDTA 1 mM, pH 8,0.
Contiene: gibO ml

Sac~wsa 7,7
Tris-UCI lM, pH 8,0 (“Sigma”) 5,0 ml
EDIA 0,25 M, pH 8,0 0,4 ml

Preparación:
Se mezclanlos componentesen un vasode precipitadocon un poco de aguadesionizada.Se
trasvasala mezclaaun matrazaforadode 100 ml y seenrasacon aguadesionizada.La solución
seesterilizapasándolaatravésde filtros de0,45gm dediámetrode poro.
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111.1.3.4.5.Tamnón ltD

Esunasolución de Tris-HC125 mM, EDTA 10 mM, pH8,0 y glucosa50 mM.
Contiene: g/100m1

Glucosa 0,99
Tris-HCI 1M, pH 8,0 2,50 ml
EDTA O,25M, pH 8,0 4,00 ml

Preparación:
Se mezclanlos componentesen un vasode precipitadocon un pocode aguadesionizada.Se
trasvasala mezclaa un matrazaforadode 100 ml y se enrasacon aguadesionizada.La solución
seesterilizaa travésde filtros de0,45pxm dediámetrode poro.

111.1.3.4.6.Soluciónde lisozima(SmgIml

)

Se disuelven5 mg de lisozimaen 1 ml deltampónTED y posteriormentela soluciónse

esterilizaconfiltros de0,45¡.tm de diámetrode poro.

111.1.5.4.7.Soluciónde EDTA 0.5 M. pH8.0

Contiene: g/1000 ml

Titriplex III (.2H20) 186,12
Parasupreparaciónseprocedede maneraanálogaala descritaen la sección111.1.5.4.3.

111.1.3.4.8.TampónET

Es unasoluciónde Tris-HCl 50 mM y EDTA 250mM, pH 8,0.
Contiene: ml/SO ml

Tris-HCI lM, pH 8,0 2,5
EDTA O,5M 25.0

Preparación:
Semezclanloscomponentesy unavezdisueltosse trasvasala mezclaaun matrazaforadode 50
ml y seenrasaconaguadesionizada.La soluciónse esterilizaen autoclavea 12 10(2 durante20
mm.

111.1.5.4.9.Tamnónde SDSal 20%(p/v

)

Es unasoluciónde SDSal 20% (plv), Tris-HCl 50 mM y EDTA 20 mM, pH 8,0.
Contiene: g/bOOml

SDS 20,0
Tris-HCI, 1M, pH 8,0 5,0 ml
EDTA 0,25M pH 8,0 8,0 ml

Preparación:
Se mezclanlos componentesy sedisuelvenconagitacióny calor. Unavez enfriadala solución,
se trasvasaa un matrazaforadode 100 ml y seenrasacon aguadesionizada.La soluciónse
esterilizaen autoclavea 121

0C durante20 mlii.

111.1.5.4.10.SolucióndeNaOH3M

Contiene: g/lOOmI
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NWJH 12,0

Preparación:
Estasoluciónsepreparainmediatamenteantesdesuempleo.Sedisuelvela salen80 ml de agua
desionizada,se trasvasala solución a un matrazaforadode 100 ml y seenrasacon agua
desionizada.

111.1.3.4.11.Soluciónde Tris-HCl 2M. pH 7.0

Contiene: g/250 ml

Trisma-baseanhidro 60,55

Preparación:
SedisuelveelTrisma-baseen aguadesionizaday se ajustael pH a 7,0 con 1 ó 2 gotasde HCl
1 2N. Seguidamenteseenrasaconaguadesionizadahasta250ml y se esterilizaen autoclavea
1210Cdurante20 mm.

111.1.5.4.12.SolucióndeNaCí 5M

Contiene: g/100 ml
NaCí 29,25

Parasupreparaciónseprocedede la maneradescritaen la sección111.1.5.4.10.

111.1.5.4.13.Soluciónde fenol-Tris(1:1

)

Esunasoluciónde fenolredestiladoen soluciónsalina(0,9% NaCí). La 8-hidroxiquinolina
esun antioxidantequeevitala oxidacióndel fenol, siendotambiénun débil quelantede iones
metálicosy un inhibidor parcialdel enzimaARNasa. Estasustanciaproporcionaademásuna
coloraciónamarilla,quefacilita la identificaciónde las faseslíquidasseparadas.
Contiene:

Fenol(“Merck”) 1 vol
Tris 2M, pH 7,5 1 vol
8-Hidroxiquinolina (“Serva”) 0,1%

Preparación:
El fenol selicuaen un bañoreguladoa 800Cy se añadeun 0,1% de hidroxiquinolinapara
retardarla oxidacióndelfenoly colorearla solución. Seañadeun volumende Tris 2M. PH 7,5 y
se dejacon agitacióna 40(2hastala separaciónde las fasespolary apolar.La fase inferiorse
eliminaporaspiraciónconunabombade vacío.A continuaciónserepite laoperaciónempleando
dos volúmenesde aguadestilada.Finalmentese retirala faseacuosa(superior)y la soluciónde
fenol-Trisseconservaa~20ÓCen un envaseopaco.Estasoluciónesmuy corrosiva,por lo que
debemanipuiarsesiempreconguantesy en unacabinade aspiraciónde aire.

111.1.5.4.14. Soluciónde cloroformo-alcoholisoamilico<24:1

)

Contiene:
Cloroformo 24 vol
Alcohol isoamuico 1 vol

Preparación:
Se mezclacuidadosamenteel cloroformoy el alcohol isoaniflico,en unacabinade aspiraciónde
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aiiv, y la soluciónresultanteseconservaatemperaturaambiente.

111.1.5.4.15.Soluciónde fenol-Triscloroformo-isoamilico(1:1

)

Contiene:
Fenol-Tris ¡vol
Clorofonno-a]coho¡isoamflico ¡vol

Preparación:
Se mezclanambassolucionesen una cabinade aspiraciónde aire. La soluciónresu]tantese
conservaa 40(2 en un envaseopaco,duranteun periodomáximode unasemana.

111.1.5.4.16.TamnónTE. pH 7.5

Esunasoluciónde Tris-HCl 10 mM y EDTA 1 mM, pH7,5.
Contiene: ml/250 ml

Tris.HCI 1M, pH ‘7,5 2,5
EDTA 0,25M, pH 8,0 1,0

Preparación:
Se mezclanlos componentesy seenrasacon aguadesionizadaenun matrazaforadode 250ml.
La soluciónseesterilizaen autoclavea 1210Cdurante20 mm.

111.1.5.4.17.Soluciónde ARNasa(1m2/ml’>CrampónTER

)

Se disuelven100 jIl de unasoluciónde ARNasa(10 mg/mí)en 900gI de tampónTE. La
soluciónresultanteseconservaa~200C.

111.1.5.4.18.Tampónde acetatosódico3M. pH 7.0

Contiene: g/100m1
Acetatosddico 24,60

Preparación:
Sedisuelvela salen 80 mIdeaguadesionízaday seajustael pHconácidoacéticoglacialdiluido;
se trasvasala solucióna un matrazaforadode 100 ml y se enrasacon aguadesionizada.La
soluciónseesterilizaenautoclavea 1210C durante20 min.

111.1.5.5. Soluciones, tamponesy geles empleadospara la visualización del

ADN cromosómico y plasnídico

111.1.5.5.1.Soluciónde EDTAO.5M. pH 8.0

Ver sección111.1.5.4.7.

111.1.3.5.2.Gelesdea2arosa

Los gelesde agarosaal 0,8 y 2% (plv) serealizaroncon agarosaSeaKemLE y Nu Sieve
3:1,respectivamente,ambassuministradaspor“FMC Bioproducts”.

111.1.5.5.3.Tampónde Tris-acetato<TAE 50K

>

Contiene: g/l
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Tris-base 242,0
Ácido acéticoglacial 57,1 ml
EDIA 0,5 M pH 8,0 100,0 ml

Preparación:
Semezclanlasdossolucionesy sedisuelveel Tris-base;seguidamentesetrasvasala solucióna
un matrazaforadode 1.000ml y se enrasacon aguadesionizada.La soluciónse esterilizaen
autoclavea 1210C durante20 mm. El TALE 50x se mantienea temperaturaambientey sirve de
soluciónmadreparaprepararel tampónTALE lx (Tris-acetato40 mM, EDTA lmM).

111.1.5.5.4. Soluciónde transporte(10K

>

Estasoluciónaumentala densidadde lasmuestras,permitiendoqueel ADN se introduzca
adecuadamenteen los pocillos del gel; además,al contenerazulde bromofenolpermitela
visualizacióndelfrenteelectrofor~tico.
Contiene: millo inI

(Blicerol 5,00
Aguadesionizada 4,75
SoluciónTALE (40 x)pH 7,2 250,00gí
Azul de bromofenol (“Merck”) 25,00mg

Preparación:
Semezclanloscomponentesy, unavezdisueltos,sealicuotalasoluciónen vialesde 1 ml quese
mantienena40C6 a-200C.

111.1.5.3.5. Soluciónde bromurodeetidio (BrEO (10ma/ml

)

El bromurodeetidio(BrEt) es un compuestofluorescentequeseintercalaentrelas basesdel
ADN y queemitefluorescenciaa 590 mix, en la región rojo-naranjadelespectrovisible. Es un
compuestomutagénicoy tóxico, por lo que las solucionesdebenmanipularsesiemprecon
guantesy tomandolas precaucionesoportunas.
Se preparóuna soluciónmadrede BrEt (10 mg/ml de aguadesionizada)que se conservóa

temperaturaambienteenun frascoopaco.

111.1.3.6. Tamponesempleadosparala preparaciónde células competentesde

E. cotí DH3a

111.1.5.6.1.Tampón IB

Es unasoluciónPIPES lOmM (Piperazina-N’,N’-bis-2-etanosulfónico, “Sigma”), CaCI
2

15 mM, KCI 2SOmM,MnCl2 SSmM.
Contiene: g/200 ml

PIPES 0,60
MnCI2.2H,O 1,77
KCI 3,73
Soluciónde CaCI2 lM 2,00 ml
pH 6,7

Preparación:
Se disuelventodosloscomponentesen 150ml de aguadesionizaday se ajustael pH conKOH
1M. La soluciónsetrasvasaa un matrazaforadode 200mí, seenrasaconaguadesionizaday se
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esterilizacon filtros de 0,22 jm de diámetro.La soluciónseconservaa40(2~

111.1.5.7. Soluciones y tamponesempleadospara la reacciónen cadenade la

polimerasa (PCR)

Los desoxinucleótidos(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) fueronsuministradospor la casa
“Pharmacia”en vialesindividualesqueconteníaneldNTP correspondienteaunaconcentración
de 100 mM, pH 7,5.

El MgCl2 empleadocomo cofactoren la reaccióny el tampónlOx ([NH4]2504 200 mM,
Tris-HCl 750mM, pH 9,0, Tween0,1% (p/v) fueronsuministradospor la firma “Advanced
BiotechnologiesLTD”.

El aceitemineral utilizadoparaevitar la desecaciónde las muestrasfue suministradopor
“Sigma”. El aguadesionizadaempleadaseesterilizóen autoclavea 1210(2durante20 min.

111.1.5.8. Soluciones y tampones empleados para la secuenciacióndel ADN

111.1.5.8.1.Tampón S¡ndin2& Wash(B&W)2x

Es unasoluciónde NaCí 2M, Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM, pH 7,5.
Contiene: ml/lOO ml

Tris-HCI lM, pH 7,5 1,0
EDTA 0,5 M 0,2
NaCí SM 40,0

Preparación:
Se mezclanlas 3 solucionesy, seguidamente,se trasvasala solución resultantea un matraz
aforadode 100 ml y seenrasacon aguadesionizada.Estasoluciónsemantienea temperatura
ambientey sirve de soluciónmadreparaprepararel tampónB&W lx.

1II.LI.3.8.2. SolucióndeNaOH0.lN

Contiene:
NaOl-l 2,0

Preparación:
Se suspendenlas lentejasde sosaen 400 ml de aguadesionizada.Una vez atemperadala
soluciónsetrasvasaaun matrazaforadode500ml y seenrasaconaguadesionizada.

111.1.3.8.3.TampónTE. oH 7.5

Ver sección111.1.5.4.16.

111.1.3.8.4.Soluciónde HCl 1M

Contiene: ml/lOO ml

HCI comercial (Riqueza: 37%; densidad: l,199kg/l) 8,3

Preparación:
Se mezclael HCl con80 ml de aguadesionizaday setrasvasala solucióna un matrazaforadode
100 mí, enrasándosea continuacióncon aguadesionizada.A partir de estasoluciónse
prepararon50 ml deunasolucióndeHCl 0,2M, lacualseesterilizóenautoclavea l21~Cdurante
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20 mm.

111.1.5.8.3.Soluciónde Tris-HCl lM. pH 7.5

Sepreparacomosedescribióenla sección111.1.5.4.2,peroajustandoel pH a7,5.

III.l.5.8.6. TanipónTBElOx

Contiene: g/l
Tris-base 108,0
Ácido bórico 55,0

~2 EDTA 9,3
Preparación:
Se disuelvenlos componentesen600 ml aguadestilada.La soluciónresultantese trasvasaa un
matrazaforadode 1.000ml y seenrasaconaguadesionizada.

111.1.3.8.7. Soluciónde acrilamidabis-acrilaxnida(40% p/v

)

Contiene: g/l
Aailamida(“Bio-Rad”) 38,0
N, Ntmetilén.bisacrilamida(”Bio-Rad”) 2,0

Preparación:
Se mezclanlos componentesen 40 mi de agua desionizaday se disuelvenen una placa
calefactora.Unavez enfriadala soluci6nse trasvasaaun matrazaforadode 100 ml y seenrasa
conaguadesionizada.La soluciónseconservaenun envaseopacoa40(2durante1 ó 2 semanas.
La acrilamidaesunasustanciamuy tóxicaporlo quesiemprequeseutilice sedebenprotegerlas
manosconguantesy emplearunamascarilla.

III. 1.5.8.8.Soluciónde persulfatoamónico(5PM (25% pI’.»

)

Condene: mg/ml

Persulí ato amónico 250

Preparación:
Sedisuelveel persulfatoamónicoen 1 ml de aguadesionizada.La soluciónseconservaa~200C.

111.1.5.8.9.Solución de acrilamida (6% v/v’l urea (6M’i

Contiene: ml/lOO ml
Tampón TBE ¡Ox 9,0
Acrilamidabisacrilamida(40%) 13,5

U’ea (“Rio-Pal”) 41,4 g
Preparación:
Se mezclanlos componentescon 10 ml de aguadesionizadaen un vasode precipitadoy se
mantieneen unaplacacalefactoraconagitaciónsuavehastasu disolución.Unavezenfriadala
solución, se trasvasaa unaprobetade 100 ml y se añadeaguadesionizadahasta90 ml. A
continuaciónla soluciónsehacepasaratravésde filtros Whatmann0 1 paraeliminarlos restosde
cristalesde urea.La solucióndebepreparasejustoenel momentode su empleoy conservarseen
hielo fundente.
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111.1.3.8.10.Soluciónde N.N.N. N’-tetra-metfl-etiléndianxina(TEMED

)

Es unasolucióncomercialsuministradapor la casa“Bio-Rad”. Estasustanciase adiciona,
junto a la SPA, a la soluciónde acrilamida(6% y/y) conurea(6M) parala preparaciónde los
gelesde secuenciación(sección111.2.11.10.6.1).

111.1.5.8.11.Solucióndelavadoyfijación

Es unasoluciónde ácidoacéticoal 5% (y/y) y metanolal 15% (y/y).

Contiene: ml/l
Ácidoacético 50,0
Metanol 150,0
Aguadesionizada 800,0

Estasoluciónseconservaa temperaturaambientey sepuedereutilizarhasta5-7 veces.

111.1.6. KITS COMERCIALES

Los patronesde fermentaciónde hidratosde carbonose determinaronmedianteun kit
comercialsuministradopor la firma “BioMérieux”, quecontienemedioApi 50 CHL y galerías
Api 50 CH y (sección111.1.4.4.9).

La determinaciónde la produccióndel tipo de isómerodel ácido láctico(D-ácidoláctico/L-
ácido láctico)se realizóempleandoel kit comercialde detecciónultravioletaD-Lactic acid/L-
Lactic acid,suministradopor la casa“BoehringerMannheim”.Estekir contieneunasoluciónde
L-ácido glutámico(15 mg/mí)en tampónglicilglicina pH 10,0; unasoluciónde nicotinamida-
adenln-dinucleótido(NAD) (35 mg/mí)en aguadestilada;unasoluciónconel enzimaglutamato-
piruvato-transaminasa(1.571 U/mí); una solucióncon el enzimaD-lactatodeshidrogenasa
(5.428 U/mí); una solución con el enzimaL-lactatodeshidrogenasa(5.428 U/mí) y dos
solucionespatrón,unaconD-ácidoláctico y otraconL-ácido láctico.

La concentraciónde proteínaen lasmuestrasde bacteriocinaspurificadassedeterminócon
un kit suministradopor “Pierce-Chemicais”queconteníaazulbrillantede CoomasieG-250como
reactivocolorimétricoespecíficodelas proteínasy seroalbúminabovinafracción5 (SAR) como
patróninterno.

El aislamientoy la purificacióndel fagémidop-BluescriptII SK+ de lascélulasde E. cotí

DH5cz transformadoquímicamenteserealizóempleandoel kít comercialWizardMiniprepsDNA
PurificationSystem,suministradopor “Promega”.Este kít incluye 50 minicolumnascon sus
correspondientessoportes,unasolucióncon la resmade purificacióndel ADN, el tampónde
resuspensiónde lascélulas(Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, ARNasa(100mg/mi), la
solucióndelisis (NaOH0.2M, 1% SDS),la solucióndeneutralización(acetatopotásico1,32M,
pH 4,8) y la soluciónde lavado(200mMNaCí; 2OmM Tris-HCL, pH 7,5;5mM EDTA). Antes
de su empleola soluciónde lavadose diluye con alcohol etflico al 95% (y/y) hastauna
concentraciónfinal de alcoholdel55% (y/y).

Los fragmentosde ADN de interésseextrajerende los gelesde agarosaempleandoel kit
comercialQIAEX II Gel Extraction(150) de “Qiagen”, que incluye el tampónQXI, con una
elevadaconcentraciónde salescaotrópicas,el tampónQIAEX II, con panículasdesiica, y el
tampónPE concentrado.Antesde su empleoel tampónPE sediluye conalcoholetílicoal 95%
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(y/y) hastaunaconcentraciónfinal deetanoldel55% (y/y).

La purificacióndelos productosde PCRserealizóempleandounasminicolumnascongelde
sílicadel kit comercialQlAquick PCR Purilicationde “Qiagen”, queincluyetambiénel tampón
PEy el tampónPB, con unaelevadaconcentracióndesalescaotrópicas.

Parala obtencióny preparacióndel ADN de cadenasencillaa partirde los productosPCR
purificados,seempleóel kit DynabeadsM-280 Streptavidiny un separadormagnético,mod.
MPC-E-1,ambossuministradospor la firma “Dynal”.

La secuenciaciónde los ácidosnucléicosse realizóconel Idi de secuenciaciónSequenase
Version2.0 suministradopor “USB”, el cual incluye,ademásdel enzimaADNpolimerasaTi
Sequenasa2.0 y su correspondientetampónde dilución 8x, los siguientesreactivos:tampón
Sequenasade reacción5x (Tris-HCl 200 mM, pH 7,5, MgCI2 lOOmM, NaCí 250 mM),
soluciónde ditiotritol (UIT) 0,1M, mezclade desoxinucleósidostrifosfato(dNTP) 5x (7,5 1.iM
dGTP, 7,5 ¡iM dCTP y 7,5 ¡sM dTTP), mezclade terminacióncon el didesoxinucleótidoddA
(80~iMdATP, 80 gM dCTP, 80 gM dGTP, 80 gM dfl’P, 8j~M ddATP,50 mM NaCí), mezcla
determinaciónddC(80 ¡xM dATP, 80 uM dCTP, 80 jiM dGTP, 80 ~xMdflP, 81M ddCTP,50
mM NaCL), mezclade terminaciónddG (80 1M dATP, 80 1xM dCTP, 80 gM dGTP, 80 jxM
d’ITP, 8gM ddGTP,50 mM NaCL), mezcladeterminaciónddT (80 ¡xM dATP, 80 1iM dCTP,
80 gM dGTP, 80 »M dTTP, 8gM ddTTP, 50 mM NaCL) y la soluciónde parada(formamida
95% [y/y], EDTA 2OmM,azulde bromofenol0,05%Lp/vi y cianolxilenoFF 0,05%[p/v]). El
desoxinucleótidodATP marcadoradiactivanientecon el isótopo a~

5S fue suministradopor la
casa“AmershamLife Science”(“ALS”).

111.1.7. MATERIAL DE LABORATORIO

El aguadestiladaempleadaen estetrabajose obtuvo en un destilador“Mora” y se
desmineralizóen un intercanibiador“Seta”, mod. R600. Las experienciascromatográficas,
electrofor~ticasy genéticasse realizaronconaguadesionizadaultrapura,libre de pirógenos,
obtenidaen un aparato“Barnstead”,mod.Nanopure.

El materialgeneralde laboratorio constabade pipetasde Pasteur;pipetasautomáticas
“Gilson”, mods. P-20, P-200, P-1.000 y “Eppendorf’, mod. 4810; multicanales“Títertek”,
mod. 300; pipeteadoresautomáticos“Bibby”, mod. 310018;placascalefactorasy agitadoras
“Thermolyne”,mod. NuovaII y “Bibby”, mod. B212;agitadores“Heidolph”, mod. Reax2000
y dispensadoresde mediosde cultivo “Nichiryo”. mod. 2lOODGy “Brand”, mod. Dispensette.
El materialde vidrio empleadofue del tipo “Pyrex” y el de plásticosuministradopor “Nunc”,
“Falcon”, “Sterilin” y “Eppendorf’.

Las pesadasordinariasse efectuaronen balanzasmonoplato“AD”, mod. FX-3000 y
“Sartorius”,mod. 1474y las de precisiónen balanzasanalíticas“A])”, mod. 120k

Lasmuestrasa centrifugarseequilibraronen unabalanzabiplato“Cobos”, mod. 201. Las
centrifugacionesserealizaronen centrífugasrefrigeradas“Beckmann”, mod. GPR, equipadas
con el rotor JAl8.1 y “Sorvail”, mods. RC-2 y RC-SB, equipadascon los rotores 55-34 y
GSA. Paraotrascentrifugacionesseempleóunamicrocentrífuga“Heraeus”,mod. Biofuge 13 y
una microcentrífugarefrigerada“Heraeus”,mod. Biofuge lSR, equipadascon un rotor HFA

22.2. Las centrifugacionesinstantáneasse llevarona caboen centrffugas“Stratagene”,mod.
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PicofugeHF-120.

Las liofilizacionesseefectuaronen un aparato“TeauzziMelvisa”, mod.TP-3.
Las muestrasse conservaronen arconescongeladores“Kelvinator”, mods. AC-550,

“Sanyo”, mod. UltraLow y ACK-55, “Liebherr”, mod. 0T6102 y “FormaScientific”,mod.
S6CFreezer;así como en frigoríficos “Kelvinator”, mod. AKR2O, “Liebherr”, mod.38 y
“Bosch”, mod.Grandcooler.

Lasesterilizacionesde los mediosde cultivo y de las solucionescuyanaturalezaasílo
permitíase llevarona caboen autoclaves“Selecta”,mod. Autotester437-G.Algunassoluciones
se esterilizaronpor filtración, empleandofiltros “Millipore” de 0,22-0,45ixm de diámetrode
poro. La esterilizacióndel materialde vidrio tuvo lugarpor calorsecoen unaestufade abc
forzado“Heraeus”,mod.KFTU-K.

Las determinacionesy ajustesde pH se llevarona cabo en pH-metros“Crison”, mod.
micropH 2001 y “Metrohm”, mod. 654. Las homogeneizacionesse realizaronen un
homogeneizador-Stomacher“Colworth”, mod.400.

Las siembrasmicrobianasy los experimentosquerequeríancondicionesde esterilidad
máximase realizaronenunacámaradeflujo laminar“Teísta?’,mod.CE-A. Lasincubacionesse
efectuaronenestufas“Heraeus”,mods. KB-500, BK-600 y B6200y en refrigeradores“Velp”,
mod. 225d, “Sanyo”, mod. Medicooly “Selecta”,mod. 247A. Los tratamientostérmicosy
enzimáticos,asícomolas incubacionesque requeríanun controlmásprecisode la temperatura,
se efectuaronen baños de agua“Medingen” mod. E o de polietilenglicol400 provistosde
termostatos“Selecta”,mods. Unitronic 6320100y Tectrón.

Las incubacionesquerequeríanausenciade oxigenose realizaronen jarrasde anaerobiosis
con un generadorde gas, suministradospor la firma “Oxoid”, mod. Anaerobicsystem.Las
incubacionesque requeríanagitaciónserealizaronen un agitadororbital “Stuar”, mcxi 501.

El crecimientode los cultivos bacterianosse determinópor turbidometria,empleando
colorímetros“Klett-Summerson”,mod. 800-3 y “CIBA-Corning”, mod. 252. Los recuentos
microbianosse efectuaronen un contadorde colonias “WTW”, mod. BZG-24. Las
observacionesmicroscópicasse realizaronen un microscopio“Nikon”, mod. L-ke, equipado
conlentesde 4x, lOx, 40x y lOOx aumentosy conun dispositivode contrastede fases.

Lasdeterminacionesespectrofotométricasse hicieronen espectrofotómetros“Hitachi” mod.
U-200 y “Schimadzu”mod. UV- 160. Las placasmicrotituladorasde 96 pocillos “Corning” y
“Costa?’,mod. 3590, empleadasen la purificacióny determinaciónde la concentración
inhibidoramínima de las bacteriocinasse leyeronespetrofotométricamenteen lectoresde
microplacas“Titertek Multiskan”, mod.Plusy “Dynatech”,mod.MR-700.

Lascromatograflasde filtración en gelesse realizaronen columnasde poliprolipeno,mod.
PD-10,preempaquetadascon9,1 ml de gel Sephadex0-25, suministradaspor “Phannacia-
LKB”. Las cromatografíasde intercambio catiónicoe interacción hidrofóbica se realizaron en
columnasconvencionalesmod. EconoColumnde la firma “Bio-Rad”. En la cromatografíade
intercambiocatiónicolascolumnasteníanun tamañode 2,5 x 30 cm y la matrizcromatográfica
empleadafue el gel SP-SepharoseFastFlow de la casa“Pharmacia-LKB”.En la cromatografía
deinteracciónhidrofóbicaseutilizaroncolumnasconvencionalesde1,5 x 20cmy 5,0 x 30cmy
como marncescromatográficasse emplearonel gel Octyl-SepharoseCL-4B de la casa
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“Pharmacia-LKB”y la resinaAmberlite XAD-16 de“Supelco”, respectivamente.
Lascromatograflasde fasereversaseefectuaronen unacolumna“Pharmacia-LKB”mod.

PepRPCHR5/5deSx 50 mmpreempaquetadaconimí de gelde sllicaeintegradaen un sistema
de cromatografíalíquidarápidade proteínas(FPLC) dela mismafirmacomercial.El sistemade
FPLC constabade dosbombasdealtapresiónmod. P-500,un controladormod.LCC-500Plus,
unabombaperistálticamod. P-1, un super-loop de 50 ml de capacidad,un dispositivode
válvulasmod. MV-7, un monitor de luzultravioletamod. UV-M-IIy un impresoraregistradora
mod. REC-2. Los tamponesempleadosen la cromatografíaFPLC se filtraron por filtros
“Millipore”, mod. OS, de 0,22 ¡xm de diámetrode poro, empleandouna bombade vacio
“Eyela”, mod. A-35. Las muestrasacromatografíarsefiltraron por filtros “GeimanSci.”, mod.
AcrodiscPF, de0,22 ¡xm de diámetrodeporo. La desecaciónavaciode las muestrasseefectuó
enun rotavapor“Howe”. mod.Oví, acopladoaunabombade vacío “Edwards”,mod. EDUJO.

Parala optimizaciónde la producciónde bacteriocinasseempleóun fermentadorde mesa
“B. Braun Biotech International”, mod. Biostat B. El equipo constabade una unidad
computerizadaprograznabieparael controlde la temperatura,el pH, la presiónde oxígeno(P02)
y la agitacióny deun tanquereactorde dobleparedde cristalde borosilicatoconcapacidadpara
2-3 litros de cultivo. El tanquedisponíade víasparala inoculacióndel cultivo y la toma de
muestras,parala entradade nitrógenoy parala entradade NaOH6M; asimismo,disponíade un
sistemade condensacióndel vaporde agua,un agitadormecánico,un electrodode pH y otro de

pO~ y un termostato.
Pararealizarel análisisdel patrónelectroforEticode las proteínastotalesde las bacterias

lácticas,los gelesdeelectroforesissedesecaronen un aparato“Bio-Rad”, mod. SlabDryer224.
El escanogramay la digitalizaciónde los electroforegraniasse efectuócon un densitómetro
“LKB”, mod. UltroscanLaser,conectadoaun ordenadorPC MS-DOSequipadocon unataijeta
de conversióndigital. Los datosse registrarony se procesaroncon un programainformático
Gelcomparversión 3.0. La comparacióncuantitativade los patroneselectroforéticosy la
agrupaciónen clusrersseefectuóconel programaGelcomparversión2.0.

Parala determinaciónde la composiciónaminoacídicade las bacteriocinas,mediantetécnicas
de cromatografíalíquidade altaresolución(HPLC), seempleóun analizador“Biotronilc”, mod.
LCSOOO,conectadoaun integrador“SpectraPhysics”,mod. 5P4100.

La secuenciaaminoacidicade las bacteriocinasse determinócon un microsecuenciador
automáticode fasegaseosa“Appliedfliosystems”,mod. 477A, conectadoa un analizadorde
derivadosfeniltioidantofna-anñnoácido“Applied Biosystems”,mod. 120A.

La espectrometríade masasde las bacteriocinassedeterminóen un analizadorde masas
“Perkin-ElmerSciex”,mod.API III TAGA 6000E (CffiX).

El hielo fundentese obtuvoen un aparato“Scotsman”,mod. AF- 10. La filtración de las
solucioneselectroforéticasque así lo requeríanse efectuó por filtros Whatmann0 1. La
electroforesissubmarinade los gelesde agarosase efectuóen cubetas“Hoefer”, mods. Max
HE99 (25,2cmde separaciónde electrodos)y Mm HE33 (12cmde separaciónde electrodos),
empleandocomofuentede alimentaciónun aparato“Hoefer”, mod. PSS00XT.Los gelesse
fotografiaronconunacámarainstantánea‘Polaroid”, mod.MP-4, acopladaaun transiluminador
“Spectroline”,mod. TL-312A. Las películasen blancoy negroempleadasfueron “Polaroid”,
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mod.667 y el filtro utilizado fueKodak22-A Wrattenparaluzultravioleta.
Lasexperienciasde amplificacióndel ADN mediantela técnicade PCR se realizaronen un

termocicladorde ADN suministradoporla fuinacomercial“Perkin-Elmer-Cetus”.
Parala reajizaciónde losgelesde secuenciaciónde ADN seemplearoncristalesde 33x42y

de 33x39,4 cm, peinescon dientesde cocodriloy dos separadoreslateralesde plástico
suministradospor “BethesdaResesarchLaboratories”(BRL). Paraevitar la adherenciadelgel al
cristal pequeñode secuenciaciónse empleó una solución de silicona, SigmacoteSL-2,
suministradapor “Sigma”. Las electroforesissellevarona caboencubetas“BRL”, mod. S2,

queseconectaronaunafuentede alimentaciónde alto voltage“HoeferScientific Instruments”,
mod. PS 2500 DC. Los gelesse deshidrataronen un desecadorhorizontal“Hoefer Scientific
Instruments”,mod. SE 1160.La visualizacióndelasseñalesradiactivasemitidasporel isótopo
535 se llevó a cabocon películas“Kodak”, mod. BioMax MR (35x43cm) incubándoseen
cartuchos“Kodak”, mod. X-Omatic. Las películasse revelaronen un reveladorautomático
“AGFA-Gevaert”,mod. Gevaniatic60, utilizándosela soluciónfijadora(1153 B y reveladoraG
354, ambassuministradaspor la casa“AGFA-Gevaert”.

111.2. METODOS

111.2.1. AISLAMIENTO Y PRESELECCIÓNDE BACTERIAS LÁCTICAS DE

EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS ELABORADOS ARTESANALMENTE
Parael aislamientode las bacteriaslácticassetomaronasépticamente20 g de la porción

centraldecadaembutidocrudocuradoartesanal(chorizocasero)y sehomogeneizarondurante
ío mm en 100 ml de medio de mantenimiento(MM). El homogeneizadose incubó a 320(2

durante7 horas,pararevitalizarla flora microbianapresenteen lasmuestras.Posteriormente,se
prepararondilucionesdecimalesde lasmuestrasenMM y sesembraron100 jil en placasde Petri
con20 mIdeagarsólidoMRS(sección111.1.4.1.2).Trasextenderlasmuestrashomogéneanien-
te por la superficiedel agarconayudade un asade Driglaski, las placassecubrieroncon 10 ml
de agarsemisólidoMRS fundidoparacrearcondicionesde microaerofilia.Unavez solidificado
el medio, seincubaronlas placasen posicióninvertidaa 320(2durante72 horas(salvoquese
indiquelo contrario,las incubacionesserealizaronsiempreestÉticamentey en aerobiosis).

Finalizadala incubaciónse preseleccionaronal azar96 coloniasde cadaembutidocon las
siguientescaracterísticas:tamañopequeño(1-2 mm), forma convexa,bordeslisos y color
blanco.Las placasqueconteníanlas coloniaspreseleccionadassemantuvierona 40(2 hastasu
empleo.

111.2.2. CONSERVACIÓN DE LAS CEPAS BACTERIANAS

De todaslas cepasbacterianasempleadascomomicroorganismosindicadoresy de las
bacteriaslácticasseleccionadasa lo largo de estetrabajose prepararontres lotes parasu
conservacióna -20 y -85~C y a 40(2~ En todos los casos,los microorganismossecultivaron
previamentedurante16 h bajo lascondicionesde incubaciónindicadasen la Tabla111.1.
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111.2.2.1.Conservaciónen congelación

De cadacultivo se tomarondos alícuotasde 850 ji1 y se lesañadieron150 jil de glicemí
estérilcomoagentecrioprotector.Los cultivosglicerinadosseconservarona-20 y a~85ÓC.Los
cultivosmantenidosa~20oCse emplearoncomolotede trabajo,revitalizándosecadados meses
mediantetrestransferenciassucesivasenel caldode cultivo correspondiente.

111.2.2.2. Conservación por liofilización y refrigeración

Alícuotas de 5 ml de los cultivos secentrifugaron a 7.000 rpm y 40(2 durante10 mm. El
sedimentocelularcorrespondientese resuspendióen 1,5 ml de mediode lechedesnataday, a
continuación,se liofilizó la suspensiónbacterianadurante24-48h. Los cultivosliofilizadosse
conservaronindefinidamentea40(2•

111.2.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN MEDIO

SÓLIDO Y LÍQUIDO DE LAS BACTERIAS LACTICAS PRESELECCIONADAS

El estudioinicial de la actividadantimicrobianaen medio sólidode las bacteriaslácticas
aisladasde embutidoscrudoscuradosse llevó a cabo medianteel método de antagonismo
microbianodiferido por siembraen picaduradescritopor Fredericq(1948).A continuación y
conel objetodeidentificary seleccionara aquéllascuya actividadantimicrobianase debíaa la
produccióny liberaciónde bacteriocinasen medio liquido se empleóuna modificaciónde la
pruebade difusiónen agardesarrolladapor Taggy MeGiven(1971),mediantela quese evaluó
la actividadantagonistade los sobrenadanteslibresde célulasneutralizadosy esterilizadospor
filtración, asícomo de sus correspondientessobrenadantesconcentradosveintevecespor
liofilización.

La actividadantimicrobianasedetectapor la aparicióndehalosde inhibiciónalrededorde las
colonias,en el casodelmétodode antagonismomicrobianodiferidopor siembraen picadura,o
alrededorde los pocillos,enel casode la pruebade difusiónen agar.La actividadantimicrobiana
secuantificamidiendoel diámetrode dichoshalosconun calibre.

Los microorganismosindicadoresempleadospara identificar las bacteriaslácticas
productorasde actividadantiniicrobianaenmediosólido y liquido fueronP. aCid¿kJCÚC¿ 347,Lb.

sake 148, dos bacteriaslácticasaisladaspreviamenteen nuestrodepartamento(Sobrino eta!.,

1992; Sobrino,1993;Moreira, 1993),y Ls. monocytogenesScottA.

111.2.3.1. Método de antagonismomicrobiano diferido por siembra en

picadura

Las96 bacteriaslácticaspreseleccionadasdecadaembutidosesembraronen profundidad,
medianteel empleodepalillos estériles,y por cuadruplicadoen placasde Petri quecontenían

agarsólidoMRS y seincubarona320(2durante24 horas.Transcurridas5 horasdeincubación,a
tresde lascuatroplacasse lesadicionaron15 ml delcorrespondienteagarsemisólidofundido

(Tabla111.1) conteniendoaproximadamente1x105 ufc/ml del microorganismoindicador. La
cuartaplaca,a la que no se le adicionómicroorganismoindicador, se usó comocontrol.
Finalizadala incubación,seseleccionaronaquellascoloniasqueproducíanhalosde inhibición
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nítidos de 4 mm ó más de diámetrofrentea uno, al menos, de los tres microorganismos
indicadores.

Lascoloniasseleccionadasserecogieronasépticamentede lasplacascontrolcon un asade

platinoy se incubaronen caldoMRS a 320(2durante16 horas.Se hicierontrestransferencias
consecutivasde las cepasseleccionadasen el mismomedioy se procedióa su conservación
comosedescribióen la sección111.2.2.

111.2.3.2. Método de difusión en agar

Las bacteriaslácticasqueprodujeron los halos de inhibición mayoresy másnítidos en medio

sólido seanalizaronparadeterminarsi producíany liberabanal medioexocelularcompuestos
antimicrobianoscuandose desarrollabanen caldosde cultivo. Paraello, las bacteriaslácticas

seleccionadassedesarrollaronen caldo MRS a 32~Cdurante16 horasy, posteriormente,se
obtuvieronsussobrenadanteslibres de célulasy sobrenadanteslibres de célulasconcentrados
veintevecesparaevaluarsuactividadantimicrobiana.

111.2.3.2.1. Obtencióndesobrenadanteslibresdecélulas

Los cultivos secentrifugarona 12.000rpm y 40(2 durante10 mm, se ajustóel pH de los

sobrenadantesa 6,2 con NaOH lM y NaOH lOM y seesterilizaroncon filtros de0,22 jim de

diámetrode poro. Estafracciónse denominará,en lo sucesivo, sobrenadante.

111.2.3.2.2.Obtención de sobrenadanteslibres de célulasconcentrados

Alícuotasde los sobrenadantesse liofilizaron durante48 horas y se resuspendieronen
tampónfosfatosádico4 mM, pH 7,0 (sección111.1.5.1)hasta un volumen veinte vecesmenor

queel original.Estafracciónsedenominará,en adelante,sobrenadanteconcentrado.

111.2.3.2.3.Actividad antiniicrobiana de los sobrenadantesy sobrenadantesconcentrados

Paraevaluarla actividadantimicrobianade los sobrenadantesy sobrenadantesconcentrados

de las bacteriaslacticasseleccionadasseprepararonplacascon agarsemisólido(0,75%p/v)
conteniendolos microorganismosindicadoresa unaconcentraciónfinal de aproximadamente

1x105 ufc/ml. Para ello, alícuotasde cultivos de P. aC¡JilO,CñCÍ 347, Lb. sake 148 y Ls.

monoCytogenesScott A incubadospreviamenteen caldo MRS o BHI a 320(2durante16-18
horas,se depositaronen tuboscon20 mIdeagarsemisólidoMRS o BHI fundidoy atemperado
a450(2 y, despuésde agitarlos,sedepositósucontenidoen placasde Petride9 cm dediámetro.
Unavez solidificadoel medio,lasplacassesecaronen unaestufatermostatadaa370(2 durante1
hora. A continuación,con ayudade un “sacabocados”,se realizaronen lasplacaspocillos de 6
mm de diámetroen los que se depositaron50 jil de los sobrenadantesy sobrenadantes

concentradosa evaluar.Las placasse preincubarona 40C durante2 horas parafavorecerla
difusión de lassustanciasantimicrobianasy, posteriormente,se incubarona 320(2durante24

horas.Finalizadala incubaciónse cuantificóla actividadantimkrobianamidiendoel diámetrode
losbalosdeinhibicióncon un calibre.

Las bacteriaslácticascuyos sobrenadantesy/o sobrenadantesconcentradosmostraron
actividadantimicrobianamedianteestatécnicaseseleccionaronparaposterioresestudios.
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111.2.4. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXOCELULAR DE LAS

BACTERIAS LÁCTICAS SELECCIONADAS FRENTE A DIVERSOS

MICROORGANISMOSINDICADORES

La actividadantimicrobianade los sobrenadantesy sobrenadantesconcentradosde las
bacteriaslácticasseleccionadasse evaluémedianteel método de difusión en agar(sección
111.2.3.2) frentea un total de 26 microorganismosindicadores,queincluían9 bacteriaslácticas,
11 bacteriasC}ram-positivas,patógenasy/o alterantesde los alimentos,y 6 bacteriasClram-
negativas.Los mediosde cultivo y las condicionesde incubaciónde los microorganismos
indicadoressemuestranenla Tabla111.1.

111.2.5.ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXOCELULAR CRUZADA DE LAS

BACTERIAS LÁCTICAS SELECCIONADAS E INMUNIDAD A SUS

SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS EXOCELULARES

La inmunidadde las bacteriaslácticasseleccionadasasupropia actividadantimicrobiana,así
como la resistenciao sensibilidadquedichasbacteriaslácticaspresentabanentresi y frentea
otras bacteriaslácticasproductorasde bacteriocinas,aisladasanteriormenteen nuestro
Departamento,talescomoP. acidilacñci 347 (productorde pediocinaPA-1) (Moreira, 1993),L.
ladis BB24 (productorde nisina A) (Cintas,1995; Rodríguezeíal., 1995a),E. faeciumL50
(productorde enterocinasL5OA y L5OB) (Cintaset al., 1995;Cintasetal., 1998b)y Lb. sake
148 (productorde lactocinaS)(Sobrino,1993; Cintaset al., 1993), se determinémedianteel
métodode difusiónen agar(sección111.2.3.2).Paraello se obtuvieronlos sobrenadantesy
sobrenadantesconcentradosde las bacteriaslácticasseleccionadas,así comolos de las 4
bacteriaslácticascitadasanteriormente,y seevaluésu actividadinhibidoraempleándoseatodos
estosmicroorganismoscomoindicadores.

111.2.6. CARACTERIZACIÓN MICROBIOLÓGICA Y BIOQUÍMICA DE LAS

BACTERIAS LÁCTICAS SELECCIONADAS

111.2.6.1. Morfología y respuestaa la tinción de Gram

La tincién diferencial,descubiertaempíricamentepor ChristianGram en 1884, permite
distinguir las bacteriasGram-positivasde las Gram-negativasy, asimismo,examinarla
morfologíay disposicióncelularcaracterísticasdecadaespeciebacteriana.

LasbacteriaslácticasseleccionadasseincubaronencaldoMRS a 32~(Zdurante16 horas,tras
lo cual se extendieron2 gotasde los cultivos, con ayudade un asade platino, sobre un
portaobjetosy se fijé la extensiónpor calor. Los cultivosfijados se tiñeronsucesivamentecon
unasolución de cristalvioleta (1-2 mm) y con unasolucióndiluidade yodo (1 mm), lavando
indirectamentedespuésdecadatinciónconaguacorriente.Posteriormente,laspreparacionesse
decoloraroncon alcoholetílicoy se lavaronconaguacorriente.Lasmuestrassecubrieronconel
colorantedecontraste(45 segundos)y selavaronigualmentecon agua.Finalmente,lasmuestras
sesecaronal aireduranteunosminutosy seobservaronal microscopioópticoempleandouna
lentede inmersiónde lOOx aumentos.Las bacteriasGram-positivasresistenla decoloracióny
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permanecenteñidasde color azul oscuro-negromientrasque las bacteriasGram-negativasse
decolorany adquierenunatonalidadrosada

111.2.6.2. Actividad catalásica

Paradeterminarsi las bacteriaslácticasseleccionadasproducíancatalasa,se añadieron2
gotasde peróxidode hidrógeno(110 vol.) a unagotadel cultivo a analizardepositadasobreun
portaobjetos.Un resultadopositivosemanifiestapor la aparicióninstantaneadeburbujas.Como
controlpositivoseutilizó un cultivo de Ps.fluorescens.

111.2.6.3. Crecimiento en presencialausenciade oxígeno

Lasbacteriaslácticasseleccionadassecultivaronen caldoMRSa 320Cdurante16 horasen
condicionesde aerobiosisy anaerobiosisestricta.Finalizadala incubaciónse determinóel
crecimientobacterianodelos cultivosmidiendosu absorbanciaenunidadesKlett.

111.2.6.4. Determinacióndel pH final de los cultivos

Paradeterminarsi las bacteriasseleccionadasacidificabanel mediode cultivo sedetenninóel
pH por inmersióndirectade un electrodode pH enlos sobrenadanteslibresde célulasobtenidos
de los cultivosdesarrolladosen caldoMRSa 320Cdurante24 horas.

111.2.6.5. Producciónde gas a partir de la glucosa

La cantidad de CO
2 producidaa partir de la glucosapor las bacteriaslácticas

heterofermentativasesmuy pequeña,por lo queparadeterminarsu producciónse utilizó un
procedimientoespecialbasadoen el cultivo de las bacteriaslácticasseleccionadasen un medio
bien tamponado.concontenidoelevadode azúcary cerradocon un tapónde agarbacteriológico
paraatraparel CO2 formado.Lasbacteriaslácticasselecionadasseinocularonen tubosconcaldo
CS-T modificadoy sedepositaron2 ml de agarbacteriológicoal 0,75% (p/v) encadatubo. Una
vezsolidificadoslos tapones,seincubaronlos tubosa 32

0Cdurante3 días.La formaciónde gas
se detectapor el desplazamientohaciaarribade los taponesde agar.Comocontrolpositivose
empleóun cultivo de £ typhi.

111.2.6.6. Producciónde ácido y diacetilo a partir de la glucosa

Lascepasa analizarsesembraronen 10 mídecaldoMR-VP y seincubarona320Cdurante2
días.Finalizadala incubación,se tomaronalícuotasde5 ml de cadacultivo.

Paradeterminaríaproducciónde ácido(pruebadelRojode metilo),aunadelas alícuotasdel
cultivo en caldo MR-VP se le añadió5 gotasde la soluciónde Rojo de metilo. Unareacción
positivase manifiestaimnediatainentepor la apariciónde un colorrojo debidoala presenciade
ácidopor la fermentaciónde la glucosa.Comocontrolpositivoseempleóun cultivo de E. coli.

Paradeterminarla producciónde diacetilo(pruebadeVogues-Proskauer),se añadieron5 ml
de la soluciónde hidróxidopotásicoalos restantes5 ml de los cultivos en caldoMR-VP. Los
tubos se incubarona 320Cdurante24 horas y seobservarona las 2, 12 y 24 horas.La
producciónde acetil-metil-carbinol(3-hidroxi.2-butanona)apartirde la glucosasemanifiestapor
una coloraciónrojiza intensa.Este cambio de color se produceal reaccionarel diacetilo
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(originadoal oxidarseel acetil-nietil-carbinolproducido)conla peptonadel medioen presencia
de hidróxidopotásico.Comocontrolpositivoseempleóun cultivo de Lb. sake.

111.2.6.7.Hidrólisis de la arginina

Paradeterminarsi las cepashidrolizabanla argininasesiguierondosprocedimientos:
1) Lascepassesembraronencaldoargininay seincubarona320Cdurante2 días.Finalizada

la incubaciónsetrasvasé1 ml decadacultivo a un tubo de ensayoy seañadió1 ml de reactivo
de Nessler.La hidrólisisde la arginina,con formaciónde amoniacocomo productofinal,
produceunaalcalinizacióndel medioquese manifiesta,tras la adicióndelreactivode Nessler,
porel desarrollode unacoloracionmarrón-anaranjaday un precipitado.

2) Las cepasa analizarse sembraronen el medio basede descarboxilasade Moeller y se
incubarona 320C durante3 días. Finalizadala incubación,la hidrólisis de la argininase
manifiestapor la apariciónde unacoloraciónvioláceaen los mediosde cultivo.

En amboscasosseempleóun cultivo de Lb. sa/cecomocontrolpositivo.

111.2.6.8. Producciónde ácido sulfhídrico

Las cepasa analizarse sembraron,tantoen picaduracomoen estría,en tubosconagarde
hierro Kligler y se incubarona 320Cdurante3 días.Finalizadala incubación,la producciónde
ácido sulfhídrico se manifiestapor un ennegrecimentodel medio de cultivo. Como control
positivoseempleóun cultivo de £ ryphi.

111.2.6.9. Tolerancia a distintas concentracionesde cloruro sódico

La toleranciade las bacteriaslácticasseleccionadasal cloruro sódico se determiné
incubándolasen caldo MRS suplementadocon un 6,5 y un 10% de clorurosádicoa 320C
durante72 horas.El desarrollode los cultivos sedeterminéa intervalosregularesmidiendosu
absorbanciaen unidadesKlett.

111.2.6.10. Tolerancia a distintos valores de pH

La toleranciaal pH de las bacteriaslácticasseleccionadassedeterminóincubándolasen caldo
MRSconel pH ajustadoa4,5 y 5,0 conHCl 1M y lOM ya9,0 y 9.6 conNaOH 1M y 10 M.
Los cultivos se incubarona 320C durante72 horas días, determinándosesu desarrolloa
intervalosregularesmidiendosuabsorbanciaen unidadesKlett.

111.2.6.11. Crecimiento a diversas temperaturas

Lascepasseleccionadassesembraronen caldoMRS y se incubarona variastemperaturas
durantepenadosvariablesde tiempo:a8 y 100Cdurante20 días,a 370Cdurante48horasya45
y 500Cdurante24 horas.La evolucióndelcrecimientodelos cultivos se determinéa intervalos
regulares,midiendosuabsorbanciaenunidadesKlett.

111.2.6.12. Fermentaciónde hidratos de carbono

El patrónde fermentaciónde diversoshidratosde carbonode las bacteriaslácticasse
determinémedianteel sistemade galeríasApi 50 CH. LascepassedesarrollaronencaldoMRS a
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320(2durante16 horas.Posteriormente,los cultivos secentrifugarona 12.000rpm y 40Cdurante
10 minutosy el sedimentose resuspendiéenel medioApi 50 CHL. Conayudade unapipetade
Pasteurestéril, la suspensiónbacterianasedistribuyóen los 50 microtubosde la galeríaApi 50
CH, cubriéndosela cúpulacon unasgotasde agarbacteriológicoestéril(1,5% p/v) paracrear
condicionesde anaerobiosis.Lasgaleríasse incubaronen ambientehúmedoa320C,realizándose
lecturasdelasmismasalas24. 48 y 72 horas.Lafermentaciónde un sustratoconproducciónde
ácidosemanifiestaporun cambiodecolordel mediodelmicrotubocorrespondiente.

111.2.6.13. Pruebas complementarias para las bacterias lácticas del género

Enterococcus

Lasbacteriaslácticasidentificadascomoenterococosempleandolas pruebasmorfológicasy
bioquímicasdescritasanteriormente,se sometieronademása algunasde las pruebasselectivas
propuestasporSchleifery Kilpper-B¡ilz (1984)y Devrieseeral. (1993).

111.2.6.13.1. Crecimientoenpresenciade un 0.04%de azidasódica

El caldoEVA descritoen la sección111.1.4.4.10,conazidasódicay violetaetílicacomo
agentesinhibidores,seempleócomo medioselectivoparadetectary confirmarla presenciade
enterococos.Las bacteriaslácticasseleccionadasse inocularonencaldoEVA y seincubarona
370C durante48 horas. Finalizadala incubación,se determinéla presenciao ausenciade
crecimientobacterianopor turbidometría.Comocontrol positivose empleóun cultivo de E.

firecalis.

111.2.6.13.2. Fermentacióndelmanitolenpresenciade un 7.5% decloruro sódico

Los cultivos a analizarse sembraron,mediantela técnicade siembraen superficiepor
agotamiento,enplacascon agarmanitolsal. Lasplacasseincubaronenunaestufatermostatadaa
370Cdurante72horas.Lafermentacióndelmanitolsedetectaporla apariciónde halosamarillos
alrededorde las colonias.Comocontrolpositivoseempleóun cultivo de E. faecalis.

111.2.6.13.3. Toleranciaalas salesbiliares

La toleranciade las bacteriaslácticasseleccionadasa las sales biliares se determiné
incubándolasencaldoconverdebrillante y salesbiliaresa 320Cdurante72 horas.Finalizadala
incubación,sedeterminéla presenciao ausenciade crecimientobacterianopor turbidometría.
Comocontrolpositivoseempleóun cultivo de E. faecalis.

111.2.6.13.4. Determinación del tino de isómerodel ácidoláctico (D-ácido láctico/L-ácido

lácticos

Ladeterminaciónde la produccióndel tipo de isómerodel ácido láctico (D-ácidoláctico/L-
ácido láctico)se realizó empleandoel kir comercialde detecciónultravioletaD-Lactic acidfL-
Lactieacid de “BoehringerMannheim”.En presenciadel enzimaD-lactatodeshidrogenasa(D-
LDH), el D-ácidolácticose oxidapor acciónde la nicotinamida-adenln-dinucleétido(NAD) a
piruvato (1). La oxidacióndel L-ácido láctico, requierela presenciadel enzimaL-lactato
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deshidrogenasa(L-LDH) (2).

D-LDH
(1) D-ácidol4ctico-NAD — piruvato+ NADH+H~

L-LDH
(2) L-ácidoláctico- NAI> piruvato+ NADH + H’

El equilibrio de ambasreaccionesseencuentradesplazadohaciala formacióndel lactato;sin
embargo,medianteel enzimaglutamato-piruvato-transaminasa(GPT)y en presenciade L-ácido
glutámico,esposibledesplazarla reacciónhaciala formaciónde piruvatoy NADH (3).

ovr
(3) Piruvato- L-glutanuto L-alanina+ 2-oxoglutarato

La cantidadde NADH formadaesestequjométricaa la concentraciónde D-ácidolácticoo de
L-ácidoláctico,segúnel enzimautilizadoen la reacción,y sedetectaespectrofotomét¡icamentea
340

El procedimientoempleadofueel siguiente:
(1) Las bacteriaslácticasseleccionadasse inocularonen caldo MRS y se incubarona 320C

durante16 horas;posteriormente,alícuotasde los cultivos se centrifugarona 12.000rpm
durante 10 mm y los correspondientessobrenadantesse mantuvieronen un baño
termostatadoa 800C durante15 mm.

(2) A continuaciónse depositaron0,10 ml de cadasobrenadanteen tubos de ensayoy se

añadieronlas siguientessoluciones:
SolucióndeL-ácidoglutinilco 1,0 ml
SuspensióndeNAD 0,20 ml
Aguadestilada 0,90 ml
SuspensióndeGPT 0,02 ml

El blancose preparóde la mismamanerapero omitiendola adicióndel sobrenadantee
incrementandoel volumende aguadestiladaa 1,0 ml. Tras 5 mm se determinéla

absorbanciade las muestrasy delblancoa 3441) nm (Al).

(3) Seguidamente,se adicionaron0,02 ml de la solución con el enzimaD-LDH y, tras
aproximadamente30 mm, sedeterminóla absorbanciadelasmuestrasy delblancoa 340 nm

(A2).
(4) Finalmente,se adicionaron0,02 ml de la solución con el enzimaL-LDH y, tras

aproximadamente30 mm, sedeterminéla absorbanciade lasmuestrasy delblancoa 340nm
(A3).

A partirde estosresultadossedeterminéla diferenciaentrelos valoresde absorbanciaA2y
Al correspondientesala muestray al blanco.Seguidamente,sesustrajoel valorobtenidoconel

blancoal correspodienteala muestra,calculándosedeestemodoel incrementode absorbancia
debidoala producciónde D-ácidoláctico.Deun modo análogose determinéladiferenciaentre

los valoresde absorbanciaA3 y A2 correspondientesal blancoy a la muestray se calculéel
incrementode absorbaciadebidoala producciónde L-ácido láctico.

111.2.6.13.5. Actividadhemolítica
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Los cultivos a analizarse sembraronmediantela técnicade siembraen superficiepor
agotamientoen placasconAgarsangre.Lasplacasse incubaronen unaestufatermostatadaa
320Cdurante72 horas.La actividadhemolíticase determinópor la apariciónde zonasde lisis en
torno alascolonias.Comocontrolpositivoseempleóun cultivo de S. pyogenes.

111.2.6.13.6. Actividad ureásica

Lascepasaanalizarsesembraron,por la técnicadepicadura,en tubosconUreaAgarBase
ConcentradolOx y, posteriormente,seincubarona370C durante3 días.La hidrólisisde la urea
semanifiestapor la apariciónde unatonalidadanaranjada.Comocontrol positivoseempleóun
cultivo de 5. pyogenes.

111.2.7. IDENTIFICACIÓN Y FILIACIÓN TAXONOMICA DE LAS

BACTERIAS LÁCTICAS SELECCIONADAS MEDIANTE EL ANÁLISIS DE 5 U

PATRÓN ELECTROFORÉTICO DE PROTEÍNAS TOTALES EN GELES DE

POLIACRILAMIDA CON DODECIL SULFATO SÓDICO (SDS-PAGE)

Con objetodeconfirmarel géneroy la especiede las 12 cepasseleccionadase identificadas

en estetrabajo,los microorganismosseenviaronal Dr. Bruno Pot del Laboratoriode Genética
Microbianadel Departamentode Bioquímica,Fisiologíay Microbiologíade la Universidadde
Gantes,Gantes(Bélgica).Este centroes el laboratoriode referenciapara la identificación,
clasificacióny dep6sitode las bacteriaslácticasde origen alimentarioaisladasdurantela

realizaciónde los proyectosBAM, BRIDGE y BIOTECH, financiadostodos ellos por la
ComunidadEuropea.

A continuaciónseexponela informaciónde la que sedisponesobrelas técnicasempleadas

en dichaidentificacióny filiación taxonómica.

111.2.7.1.Desarrollode lascepasbacterianas

TrascultivarselascepasencaldoMRS a 30~(2durante24 horas,alícuotasde 10 ml de los

cultivosse sembraronen frascosRoux con 120 ml de agarMRS (1% p/v) estéril. Trassu

incubacióna 300C durante24 horas, se añadieron30 ml de tampón NaPBS agitando
enérgicamentelos frascosy disolviendolos sedimentoscelularescon ayudade unavarilla de

vidrio. A continuación,lasuspensiónbacterianasepasóporunasgasasde nylon y los filtrados
correspondientesse centrifugarona 10.000 rpm durante10 mm. Los sedimentoscelulares
obtenidostrasla centrifugaciónselavarondos vecesmássiguiendoel mismoprocedimiento.

111.2.7.2.Obtenciónde los sobrenadanteslibresde células

Aproximadamente70-80mg (pesoseco)delas célulasbacterianasseresuspendieronen0,9
ml detampónSTB y sesonicaronen hielo durante3 mm. A continuación,se añadieron0,1 ml

de soluciónde SDS al20%,seagitaronlos tubos en un vortex y secalentarona950(2durante15
mi Posteriormente,lasmuestrassesumergieronunosminutosen hielo fundente,traslo cualse
centrifugarona 10.000 rpm y 40(2 durante 10 mm, obteniéndosea continuaciónlos

correspondientessobrenadanteslibres decélulas.
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Lossobrenadantesserepartieronen dos tubosde Eppendorf,congelándoseunode ellos a-

12~C,parasu empleoinmediato,y el otro a-800C,paragarantizarsuconservacióna largoplazo.

111.2.7.3.ElectroforesisSDS-PAGE

Lasmuestrasmantenidasa -120Cse sometierona electroforesisengelesde poliacrilamida
condodecilsulfato sódico(SDS-PAGE)segúnla técnicade Laemil (1970).

111.2.7.4.Comnaracióncuantitativade lospatroneselectroforéticosobtenidos

El electroforegramaobtenido se digitalizó por densitometría,registrándosey
monitorizándosemediante un programa informático (Vauterin y Vauterin, 1992).
Posteriormente,se¡ralizó lacomparacióncuantitativade los electroforegramasobtenidosconlos
de otrasbacteriaslácticas,segúnlas técnicasdescritasporKerstersy De Ley (1975) y Poteta!.
(1994a).La similitud entrelos parescorrespondientesse expresómedianteel coeficientede
correlación(O de Pearsony la agrupaciónen un clusterdeterminadoserealizó medianteel
métododeligamientoporel términopromediodescritoporSneatliy Soka] (1973).

111.2.8. ESPECTRO DE ACCIÓN DE E. faecium P13 FRENTE A DIVERSOS

MICROORGANISMOS DE INTERÉS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

La actividadantimicrohianade los sobrenadantesy sobrenadantesconcentradosde E.

faeciumP13 sedeterminómedianteelmétododedifusiónenagar(sección111.2.3.2),empleando
comomicroorganismosindicadores22 bacteriaslácticasy 22 microorganismosGram-positivos
de interésenla industriaalimentariaporsucarácterpatógenoy/o alterante.Losmicroorganismos
indicadores,así¿omolos mediosde cultivo y las condicionesde incubaciónempleadasse
muestranen la Tabla 111.1.

111.2.9. DETERMINACIóN DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES

ÓPTIMAS PARA EL CRECIMIENTO DE E. faecium P13 Y PARA LA

PRODUCCIÓN DE SU ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

111.2.9.1. Efecto de la composición del medio de cultivo

Paradeterminarel efectode la composicióndel mediode cultivo en el crecimientoy en la
producciónde la actividadantimicrobianaexocelulardeE. faeciumP13, se inocularon1x106

ufc de estemicroorganismoen 10 ml de los mediosaguade peptona,MB, MB-peptona,MB-
proteosa-peptona,MB-triptosa,MB-triptona, MB-caseína,BHI, APT, TSB y MRS y se
incubarona 32”C durante16 horas. Finalizadala incubaciónse determinóel número de
microorganismosviables(ufc/ml), medianterecuentosen placa,y el pH final de cadacultivo.
Asimismo,se obtuvieronlos sobrenadantesy sobrenadantesconcentradosde los cultivosy se
evaluósu actividadantimicrobianamedianteelmétodode difusión en agar(sección111.2.3.2),
utilizandocomomicroorganismoindicadorE. faeciumTi 36. Una vezcuantificadoel diámetro
delos halosde inhibiciónsecalculóel áreade la coronacircularde inhibiciónsegúnla siguiente
expresi6n:
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It

éreade inhibición = — (D2 - d2) 20

4
donde,D, esel diámetrodel halo deinhibición en mm

d,esel diámetrode lospocillos (6 mm)
20,esel factorde conversiónparaobtenerlos resultadosporml

El áreade la coronade inhibición correspondea la actividadinhibidora (Al. mm2/ml). A
partir de estosvalores,teniendoen cuentael desarrollobacteriano,se calcularonlas actividades
inhibidorasespecíficas(ALE, mm2/logufc).

111.2.9.2. Efecto de la tensión de oxígeno

Paraevaluarel efectode la tensiónde oxígenoen el crecimientoy en la producciónde la
actividadantimicrobianaexocelularde E. faecium P13, se prepararoncultivos de este
microorganismoen caldo MRS y seincubarona 320Cen aerobiosisy anaerobiosisestricta
durante16 horas.Finalizadala incubación,sedeterminóel crecimientobacterianodeloscultivos
por espectrofotometría,así como la actividad antimicrobianade los sobrenadantes
correspondientes,medianteel métododedifusión en agar(sección11L2.3.2.), empleandocomo
microorganismoindicadorE. faecium T136. Los resultadosde la actividadantimicrobianase
expresaronen formade actividadinhibidora(Al, mm2anl), apartir de la expresióndescritaen la
secciónanterior,y de actividadinhibidoraespecífica(ALE, mm2/unidadesde absorbancia).

111.2.9.3. Efecto de la temperatura

A partir de un cultivo de E. faeciumP13 desarrolladoen caldoMRS a 320Cdurante16
horas,se inocularonaproximadamente1 x 106 ufc en 10 ml de caldoMRS. Paradeterminarel

efectode la temperaturaen el crecimientode E. faeciumP13y enla produccióndesu actividad
antimicrobiana,los tubosreciéninoculadosse incubarona 4 y 80Cdurante20 días, a 160C
durante72 horas,a24, 32 y 370Cdurante48 horasy a450C durante24 horas.

111.2.9.3.1.Cinéticadelcrecimientoy de la producciónde actividadantimicrobiana

A intervalosde tiemporegularesen función de la temperaturade incubación,sedeterminó,
medianterecuentosen placa,el númerode microorganismosviables(ufc/ml) paraestablecerla
cinéticadecrecimientode E. faeciumPl3, realizándoseademáslecturasdel pH de los cultivos.
Paralelamente,seobtuvieronloscorrespondientessobrenadantesde los cultivos paradeterminar
su actividadinhibidora(Al, mm2/ml) y su actividadinhibidoraespccffica(AlE, mrn2/logufc),
comosedescribióen la sección111.2.9.1.empleandocomomicrorganismoindicadorE.faecium
TI 36. En unos ejescartesianosse representólog ufc/ml, pH y Al en función del tiempo
(abscisas)y se obtuvieronlas correspondientesgráficasde crecimiento,pH y producciónde
actividadantimicrobianade E.faeciumP13 a 4, 8, 16, 24, 32, 37 y 45O(2~

111.2.9.3.2.Parámetroscinéticosdelcrecimientomicrobiano

Los parámetroscinéticosdel desarrollomicrobianose determinarona partir de los datos
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obtenidosdurantela fasedecrecimientoexponencialdeE. faeciumP13acadatemperatura.

111.2.9.3.2.1.Velocidadespecíficadecrecimiento(ti

)

Un cultivo microbianoen crecimientoequilibradoimitaunareacciónautocatalíticadeprimer
orden;es decir, la velocidadde aumentodel númerode bacteriasen un tiempo dadoes
proporcionalal númeroo masade bacteriaspresentesen esetiempo. La velocidadde
crecimiento(g) sedefinecomoel aumentodela masacelularde un cultivo respectodeltiempo,
lo queen términosmatemáticosse representacomo:

cN

dt

siendo,N, las unidadesformadorasde coloniaspor mililitro (ufe/mí)
t, el tiempodeincubación
~z,la velocidadespecíficade crecimiento

Mediantela integracióndeestaecuaciónseobtiene:

LnN-LnN0= p. (t.t~);

y, al convertirlos logaritmosneperianosendecimales,

JI
LogN-IogN0=— (t-10);

2,303

Por lo tanto, si trasefectuarlos recuentosde ufc/ml a distintostiemposse representa
graficamenteel logufc/ml frentealtiempo,seobtienela ecuaciónde la rectade regresiónenla
quefl” esla pendientede dicharectamultiplicadapor2,303.

111.2.9.3.2.2.Tiempode duplicación(tcfI

El tiempo de duplicación,t~, llamadotambiéntiempo de generación,se definecomoel
tiempo requeridoparaque la masacelulardel cultivo aumenteen un factorde dos a una
temperaruradeterminada.La relaciónentreji y td puedededucirsede la expresión:

ji

Log N - Log N0 = — (t - te)
2,303

dadoquesi el intervalode tiempoconsiderado« - y es igual al td, entoncesN equivaldráal
doblede N0. Haciendosustituciones:

N 2No
Di — =jit; cuandoN=2N0 Ln =JItd; Ln2=i.ttd;

0,693

por lo que,
1d

Ji-

111.2.9.3.2.3.Númerode generacionesporhora<g/h~

Otro parámetroimportanteen la cinéticade crecimientomicrobianoes el númerode
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generacionespor horaa unatemperaturade incubacióndeterminada.Su valor matemáticose
correspondeconel reciprocodel tiempode duplicación,t~, y por lo tanto:

gui =

t
d

111.2.10. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LAS BACTERIOCINAS DE

E. faecium P13 Y E. faecium T136

111.2.10.1. Estabilidad físico-química de la sustancia antimicrobiana exocelular

de E. faec¿umP13 parcialmente purificada

Laestabilidadfísico-químicade la sustanciaantimicrobianade E. faeciumPl3 se determinó
empleandosobrenadanteso sobrenadantesconcentradosobtenidosde cultivosde E. faeciumpl 3
desarrolladosencaldoMRS a 320Cdurante16 horas.

111.2.10.1.1. Efectode diversosenzimasproteolíticos.~1ucolíticosy ilpolíticos

La sensibilidadde la sustanciaantimicrobianaexocelularde E. faeciu>n P13 a diversos
enzimasserealizótratandoel correspondientesobrenadanteconenzimasproteolíticos(tripsina,
papaína,pepsina,proteasaII, proteasaVI y proteasaXIV), glucolíticos(a-amilasa)y lipolíticos
(lipasa1 y lipasaVII) a concentracionesde 1 y 5 mg/ml. Paralelamente,seprepararoncontroles
consistentesen tubos con caldo MRS a los que se afladieron los enzimasa las mismas
concentracionesy en un tubo consobrenadanteal queno seadicionóningúnenzima.Los tubos
problemay controlseincubaronen un bafio a 370Cdurante6 horascon agitaci6nconstante,tras
lo cual se calentarona 1000(2durante10 mm para, en su caso,inactivarlos enzimase
inmediatamentesesumergieronen un bañode hielo fundente.La actividadantixuicrobianade las
muestrasproblemay control se determinómedianteel métodode difusiónen agar(sección
111.2.3.2)empleandocomomicrorganismoindicadorE. faeciumT136.

111.2.10.1.2.Efecto combinado delnH y dela temperatura

Elefectocombinadodel pH y de la temperaturaen laactividadantimicrobianaexocelularde
E. faeciumPl3se determinóempleandoalícuotasde sobrenadantecuyo pH sehablaajustadoa
valoresdesde2.0 a11,0, consolucionesestérilesdeHCI y de NaOHdedistintasnormalidades.
Paralelamente,seprepararontuboscontolconsistentesen caldoMRS conel pH ajustadoa los
mismosvalores.Todoslasmuestrasse esterilizaronhaciéndolaspasaratravésde filtros de 0,22
~xmde diámetrodeporo. A continuación,los tubosseincubaronenun bañotermostatadoa250C
y en unacámarade refrigeracióna 40(2 durante24 horas. Finalizadaslas incubacionesse
determinóla actividadinhibidora (Al, mm2,ml) de los sobrenadantesmedianteel métodode
difusiónen agar,empleandocomomicroorganismoindicadorE. faeciumT136.A partirde la
actividadinhibidorasecalculó la actividadinhibidoraresidual(AIR, %) que se definecomoel
porcentajequela actividadantimiaobianaaun determinadopH y aunadeterminadatemperatura
representafrentealvalormáximode actividadantiniicrobianaobtenidoduranteel ensayo.
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111.2.10.1.3.TermorresistenciaapHácidoy neutro

La estabilidadtérmicade laactividadantimicrobianaexocelulardeE. faeciumPl3 seevaluó
empleandosobrenadantesconcentradosconsu pH ajustadoavaloresde 4.5 y 7,0 y obtenidos
del siguientemodo:a partirde un sobrenadantede E. faeciumP13 se prepararondos alícuotas
quese liofilizaron durante48 h y, a continuación,los extractossecosse resuspendieronen los
tamponesfosfatosódico4 mM pH 4,5 y fosfatosódico4mM pH 7,0, hastaun volumenveinte
vecesmenorqueel original. Lasmuestrasse distribuyeronen alícuotasde 0,2 ml en vialesde
vidrio (10x 30 mm)que,trascerrarseherméticamente,secalentaronduranteperiodosdetiempo
variablesen un bañode polietilenglicol400 termostatadoa80, 100, 121, 135 y 1500(2.Como
controlse emplearonalícuotasde las muestrasque se mantuvieronsumergidasen un bañode
hielo fundente.

111.2.10.1.3.1.Cinéticade termodestrucciónde la actividadantimicrobianaexocelular

Finalizadoel tratamientotérmico,lasmuestrasse enfriaroninmediatamenteen un bañode
hielo fundente,y se determinósu actividadinhibidora(Al, mm2/ml) y la de los controles,
mediantela técnicade difusiónen agar,empleandocomomicroorganismoindicadorE.faecium

T136. A partir de la actividadinhibidorasecalculóla actividadinhibidoraresidual(AIR, %),
definiéndoseéstacomoel porcentajequela actividadantiniicrobianaa un determinadopH y a
una determinadatemperaturarepresentafrente al máximovalor de actividadantimicrobiana
detectadaen los controles.Posteriormente,se construyeronlas gráficasde termodestrucción
representandola actividadinhibidoraresidualen funcióndel tiempode calentamiento.

111.2.10.1.3.2.Parámetroscinéticosdetermodestrucción

A partir de lasgráficasde termodestrucciónse calcularonasumiendounacinéticade primer
orden los parámetroscinéticosde la inactivacióntérmicadela actividadantimicrobiana.

111.2.10.1.3.2.1.Tiempode reduccióndecimalo valor“D

”

El valor“D” se definecomoel tiemponecesarioparadisminuiren un 90% la actividad
antimicrobianainicial de los sobrenadantesconcentradosdeE. faeciumP13 a unatemperatura
determinaday secorrespondeconel tiempoen quela curvade supervivenciaatraviesaun ciclo
logarítmico.Su valornuméricosedeterminaapartir de la ecuaciónde la rectade regresióndela
gráficade termodestrucciónen la que se representael logaritmode la actividadinhibidora
residualenfuncióndeltiempodecalentamiento.

La ecuaciónde estarectaes:
log x = -kt + C

siendo,x, la actividadantimicrobianaresidual

k, laconstantedeinactivaciónen min’
t, el tiempo decalentamientode las muestras

Asimismo,
log x

2 - log x1 = -k (t2 -

121 Pilar CasanLara



111. Material y Métodos

logx1-logx2 t logx1-logx2

t2.tI o
½-

0=

log x1 - Iog x2

Matemáticamente,“D” coincideconel inversodela pendientedela rectade regresión.

111.2.10.1.3.2.2.Tiempo medio (t112}

El tiempo medio, t112, se define como el tiempo requeridopara que la actividad

antimicrobianainicial se reduzcaen un 50% a una temperaturadeterminada.Esteparámetro
puededeterminarsegráficamente,representandoel logaritmode la actividadantimicrobiana

residualen funcióndel tiempode calentamiento,o matemáticamente,asumiendoqueel cambio
de la actividadantimicrobianacon respectoal tiempo esfunción de la actividadantimicrobiana

inicial (ecuaciones1 y 2):
dx dx

- —la(1) y . =kdt(2);
dt x

donde,x, representala actividadantimicrobiana

t, esel tiempode calentamientoaunatemperaturadeterminada
k, esla constantede inactivaciónde la actividadantimicrobianaen mm-’.

Integrandolaecuación2 entredosvaloresde “x” diferentes(x0 y x1) a (t0 y t1), y siendo

“x0” la actividadantimicrobianainicial en el tiempo t0, seobtiene:

1’por lo que
xo

2,3 log =k(t-y;

x

100 2,3 log 2
six=50, 2,3log—=kt112

50 k

0,693
tllz=

k

donde“k”, coincidecon lapendientedela rectade regresión.

III.2.10.l.3.2.3. Valor”Z

”

El valor“Z” sedefinecomola temperaturaen 0(2 requeridaparadisminuirel valor “O” en un
90 % y se calculaa partir de la ecuaciónde la rectade regresiónobtenidaal representar

gráficamenteel logaritmo de los valores“O,’ en funciónde la temperaturade calentamientoa la
queseobtuvieron.
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La ecuacióndeestagráficaes:
Iog O = al + C;

donde,D, esel tiempo de reduccióndecimalaunadeterminadatemperatura
T, esla temperaturadeltratamientotérmicoen

1 —1

Pordefinición, a=- —; porloque logD= —1 +C,
z 2

1 1

IogD2 -logO1 =- —(1~2 -T1), IogD2 -logO1 =—(T1 -12)

2 2

2=
log 02 - Iog f)~

Matemáticamente,“Z”, coincideconel inversodela pendientedela rectade regresión.

111.2.10.1.4.Efectodelalmacenamientoadistintastemperaturasy oHs

El efectodelalmacenamientoen la actividadantimicrobianaexocelularde E. faeciumPl3 se
determinóempleandoalícuotasde sobrenadantescuyo pH sehablaajustadoa valoresde 4,5 y

7,0 empleandosolucionesestérilesde HCI y NaOHde distintasnormalidades.Lasmuestrasse
esterilizaroncon filtros de 0,22 ¡im de diámetrodeporoy sealmacenarona -20

0C,durante12
meses,y a4, 8 y 25~(?durante3 meses.La actividadinhibidora(Al, mm2/ml) sedeterminóa]

final del periodo de almacenamientomediantela técnicade difusión en agar,empleandoE.
faeciumT136 comomicroorganismoindicador.En estecaso, la actividadinhibidoraresidual

(AIR, %) se definió como el porcentajeque la actividad inhibidora obtenida tras el
almacenamientoa cada temperaturarepresentófrente al valor de actividadantimicrobiana
detectadoenel sobrenadanteantesdelalmacenamiento.

111.2.10.2. Determinación del modo de acción de la sustancia antimicrobiana

exocelular de E. faecium P13 parcialmente purificada frente a Ls.

moi’wcytogenesScottA

Con el objetodeelucidarsila sustanciaantimicrobianaexocelulardeE. faeciumP13 tenía
acciónbactericidao bacteriostáticaserealizóun experimentosimilaral descritopor Schillingery
LOcke (1989),empleandocomomicrorganismoindicadorLs. monocybogenesScott A. El

microorganismoindicadorse sembróencaldoBHI y seincubóa320Cdurante16 horas.A partir

de estecultivo seinocularonaproximadamente2 x106 ufc en tubosquecontenían4,5 y 4,0 ml
de caldo BHI y seañadieron0,5 y 1 ml del sobrenadanteconcentradode E. faeciumP13,
respectivamente.Comocontrol se realizóun experimentosimilar, añadiéndoseal tubo con el
microorganismoindicador1 ml del sobrenadanteconcentradode un cultivo de P. acidllactici
144, un microorganismoque no mostrabaactividadantimicrobianadetectablefrente a Ls.
nwnocytogenesScottA. Los tubos problemay controlseincubarona 32~Cdurante10 horas,
realizándoseperiódicamenteel recuentodelas unidadesformadorasdecoloniasenplacasde agar
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BHI.
El modo de acción de la sustanciaantimicrobianaexocelularde E. faecium P13 se

considerarlabactericidasi seobservaseunadisminuciónen la viabilidad de los microorganismos

indicadores,esdecir,una disminuciónde las ufc/ml con respectoal recuentoinicial; por otra
parte,si los recuentosse mantuviesenconstantesdurantesu incubaciónsignificarlaque esta
bacteriocinaejerceun modode acciónbacteriostático.

111.2.10.3. Purificación a homogeneidad de las sustancias antimicrobianas

exocelularesde E. faeeiumP13 y E. faecium T136

Las sustanciasantimicrobianasexocelularesde E. faeciumP13 y E. faecium T136 se
purificaronapartirde un litro decultivo en faseestacionariaempleandounamodificacióndelos
procedimientosdescritospor Nissen-Meyeret cd. (1992) y Havarsteinet al. (1994). Ambos
procedimientosse basanen el empleode técnicascromatográficasque permitensepararlas
diversasfraccionesproteicasenbaseasusdiferentescaracterísticasfísico-químicas.

111.2.10.3.1.Fundamentodelprocesode purificación

111.2.10.3.1.1.Precipitacióncon sulfatoamónico

Las proteínasson moléculasanfipáticasque en disoluciónse encuentransolvatadaspor
moléculasde agua,exponiendohacia el exterior (fase acuosa)sus porcioneshidrófilasy
permaneciendolos gruposhidrófobosen el interior. El sulfato amónicoaconcentracionesbajas
(pocafuerzaiónica)aumentala solubilidadde las proteínas(solubilizaciónpor salado);sin
embargo,cuandose añadena altasconcentraciones(elevadafuerzajónica> se consiguela

precipitaciónpor saladodelasmismas.Lasmoléculasde sulfatoamónico,entreotrasacciones,
disminuyenla solvatación(hidratación)de las proteínas,al competirexitosamentepor las
moléculasdeagua,por lo queaquéllasexponensusgruposhidrófobos,queinteracionanentresí

mediantefuerzasdeVan der Waals,lo queprovocasuprecipitación.

111.2.10.3.1.2.Cromatoerafíade filtración en2eles

Lacromatografíade filtraciónengeles permitesepararmoléculasen disoluciónde acuerdo

con su tamañomolecular.El gel Sephadex0-25empleadocomomatrizcromatográficaesun

polímeroresultantedela formaciónde enlacescruzadosentrelasmoléculasde dextranoy lasde
epiclorhidrina.Estepolímeroesmuy hidrofílico debidoasu gran númerode gruposhidroxilo.
por lo que aumentade volumenen presenciade aguao de solucioneselectrolíticas.El gel
hidratadoestáformado por un sistemade microesferasde Sephadexcon un gran númerode
poros de diámetrocomparableal de las moléculasque se pretendeseparar;así, pues, las
moléculasrelativamentepequeñas,comolas de sulfatoamónico,difundenporlasesferasdelgel
y quedanretenidas;sin embargo,lasmoléculasmayores-por encimadel límite deexclusión-,

como las bacteriocinas,no difunden por las esferasy, consecuentemente,abandonan
rápidamenteel gel. El gel de Sephadex0-25 permitesepararpolipéptidoscon un tamaño

molecularentre1 x RiP y 5 x 10~ Da y esactivoen un rangode pHentre2,0 y 13,0.
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II1.2.10.3.1.3.Cromato2rafíadeintercambiocatiónico

La cromatografíade intercambioiónico (catiónicoo aniónico)permitesepararmoléculasen
disoluciónde acuerdoa sucargaeléctricasuperficialpor lo quesu eficaciadependedel pH del
sistemay del puntoisoeléctrico(pI) delas biomoléculas.Cuandoel pH de los tamponessupera
el pl de la biomoléculaseempleaun intercambiadoraniónico;cuandoel pH del sistemaes
inferior al pI de la biomoléculase utiliza un intercambiadorcatiónico.La cromatografíade
intercambiocatiónicose basaen la adsorciónselectivay reversiblede las moléculasconcarga
netapositivaa unamatrizcromatográficade cargaeléctricanetanegativa.En nuestrotrabajo,se
empleóel gel SP-SepharoseFastFlow, queesun intercanibiadorcatiénicofuerte, activoen un
rangode pH entre4,0 y 13,0 y quepennitesepararmoléculasde hasta4 x 106 Da (límite de

exclusión).La sefarosaes un gel formadopor microesferasde agarosa(6% p/v), de la quese
hansuprimidolos polisacáridoscargadoseléctricamente,por lo queseobtieneun gel quecarece
prácticamentede gruposresidualescargados.A la sefarosase ligan covalentementeun gran
númerode radicalessulfopropilo (-SR) de carganegativa.Los grupos cargadosse encuentran
asociadosa cationes“móviles” (Na+). suministradospor el tampónde equilibrado,queserán
reversiblementereemplazadospor iones del mismo signo de las proteínas,sin alterarla

conformación de la matriz cromatográfica.Las proteínas permanecenretenidas
electrostáticamenteenel lechocromatográficohastaque seaumentala fuerzaiónica(se introduce
un grannúmerode cargaspositivasquecompitenpor los radicales-SP-) y/o sevaríael pH del
sistemahaciao sobreel pI de la proteína.

111.2.10.3.1.4.Cromato2rafíade interacci6nhidrofóbica

La interacciónhidrofóbicaes un tipo de cromatografíade repartoque permitesepararlos
componentesno polaresdeunasoluciónpolary quesebasaen el establecimientode fuerzasde
Van der Waalsentrelos ligandosde la matrizcromatográfica(gel o resma)y las proteínasen
disolución (Srinivasany Ruckenstein,1980). Las proteínashidrófobasquedanretenidasen la
matrizdebidoal establecimientode fuerzasde atracciónde Van der Waalsentresus grupos
hidrófobosy los ligandosinmovilizadosdel gel o resma.Los ligandosy los gruposhidrófobos
delos solutosseencuentranrodeados,amodode “escudode protección”,por moléculasde agua
altamenteordenadas.Las sales disueltas,en el tampónde equilibradoy en la muestra,
interaccionanfuertementecon las moléculasde agua, por lo que disminuyesu cantidad
disponibleparaformar el “escudode protección”,favoreciéndoseasílas atraccionesdeVan der
Waals.Debidoa la adiciónde lassales,lasmoléculasde aguasedesordenanmás(aumentala

entropía,AS) y, por tanto,se obtieneun valornegativodelincrementodeenergíalibredeGibbs
(AG) del sistema, lo que hace que la interacciónproteína-ligandosea un proceso
termodinámicamentefavorable(Hjertén, 1977). Ademásde las sales,el pH, la temperaturay
determinadosaditivos ejercenun importantepapel en la interacciónhidrofóbica. De modo
general,valoresde pH alejadosdelpI de las proteínasdebilitanlas interaccioneshidrofóbicas,
comoresultadodeun aumentodel númerode gruposcargadoseléctricamentey delconsiguiente
aumentode lahidrofilicidad de lasproteínas(Hjertén, 1973;Porathe¡ aL, 1973).Por otraparte,
un aumentode la temperaturafavorecetermodinémicamentela interacciónhidrofóbica(Hjertén.
1976); además,las fuerzasde Van der Waalstambiénaumentanal hacerlola temperatura
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(Parsegiany Ninham, 1970). Por otra parte,concentracionesbajasde alcoholesmisciblesen
aguay detergentesoriginanun debilitamientodelasinteraccioneshidrofóbicasentrelos ligandos
y las proteínas,lo queconlíevala eluciónde los solutos;estosedebeaquelos gruposapolares
de aquélloscompiteneficazmentepor los sitios de adsorciónde la matriz cromatográfica,
desplazándode éstaalasproteínasligadaspreviamente.Lo descritopermiteunagranflexibilidad
en los diseños experimentalesy conviene,por tanto, a la cromatografíade interacción
hidrofóbicaen un sistemade gran versatilidad.Enestetrabajoseemplearondos tipos diferentes
dematriz cromatográfica:

1. Resinade AmberliteXAD-16

La resmacromatográficaestáconstituidapor unasmini esferasde polímerospoliaromáticos
denaturalezahidrófobaalos cualesseadsorbenmuy eficazmentecompuestosorgánicosapolaws
de bajopesomolecular.Las interaccionesse establecenentrela superficiede la resmay las
regioneshidrófobasdelasmoléculasaseparar.

2. GelOctyl-SepharoseCMB

La matriz cromatográficaestáconstituidapor un gel de sefarosacon un 4% (p/v) de
agarosa,al que se le añade2,3- dibromopropanolparaestablecerenlacescovalentescruzados
que, sin variarla porosidad,confierena la matrizunamayor estabilidadtérmicay física. A la
matrizde agarosase ligan covalentemente,medianteenlaceséter, un gran númerode grupos
hidrocarbonadoshidrófobosde 8 átomosde carbono(ligandosoctilo), con la consiguiente
obtencióndel gelOctyl-SepharoseCL4B, queno presentagruposcargadoseléctricamentey que
permiteel fraccionamientode moléculasde hasta2 x l0~ Da, siendoactivoen un rangode pH

entre3,0 y 13,0.

111.2.l0.3.l.5.Cromatografíade fasereversa

La cromatografíade fasereversa(CFR) se basaen el mismoprincipio quela cromatografía
de interacciónhidrofóbica,si bien, en estecasoel gel cromatográficoestáformadopor una
matriz desílicaqueposeeun grannúmerodegruposalquilo, C2 y C18, ligadoscovalentemente.
Debidoal mayor númerodeligandospresentesen las columnasde CFR, la adsorciónde las
proteínasesmuchomásfuertequeen los casosanteriores,siendonecesarioemplearparasu
elución solventesno polares.La matriz está formadapor partículasde 100K y permitela

separaciónde biomoléculasdehasta6 x 10~ Da, permaneciendoactivoel gel en un rangodepH
entre 2,0 y 8,0. La columnaempleada,PepRPCHR5/5, se integra en un equipo de
cromatografíalíquidarápidadeproteínas(FPLC), lo quepermitecontrolarde forma muy precisa
los gradientesde los tamponesy lograr asíun gran poderde resoluciónde las proteínas,
permitiendola separaciónde fraccioneshidrofóbicamentemuy similares.

111.2.10.3.2.Protocolode purificaciónde la sustanciaantimicrobianaexocelularde E

.

faeciumP13

El procesode purificaciónse realizó a temperaturaambientesalvo que se indique lo
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contrario.Alícuotasde las fraccionesobtenidasdurantela purificaciónseconservarona40Cpara
determinarsu absorbanciaa 280, 254 y 214 nm y su actividadantimicrobianamedianteun
ensayoen placasmicrotituladoras(sección111.2.10.3.4).El procedimientoempleadosedescribe
acontinuación:
1) A partirdeun cultivodeE. faeciumPl3 desarrolladoen caldoMRS a320Cdurante16 horas

(l0~ ufc/ml, aproximadamente)se inocularon50 1.11 (0,005%y/y) enun frascoquecontenía
1 litro de caldoMRS (“Oxoid”) y seincubó hastaqueel cultivo alcanzóla faseestacionaria
de sudesarrollo(k

20 aproximadade 0,8).
2) El cultivo se centrifugóa 10.000rpm y a 4

0Cdurante30 mm paraobtenerel sobrenadante
libre de células(fracción1).

3) Se añadieron500 g de sulfato amónicopor litro de sobrenadante,a temperaturaambientey
conagitación,y, posteriormente,la muestrasemantuvoa40Cy conagitacióndurante30
mm. A continuaciónse centrifugóa 12.000rpm y 40C durante30 minutosy el precipitadoy
el materialflotanteobtenidosse resuspendieronen 120 ml del tampónNaP, pH 5,8
(fracciónII).

4) La fracción II se desalópor cromatografíade filtraciónen gelescomopasoprevio a la
cromatografíade intercambiocatiónico.Las20 minicolumnasempleadasparacadamuestra
selavaroncon abundanteaguadesionizada,paraeliminarla soluciónen la quesemantenían
conservadas,seequilibraroncon 10 ml de tampónNaP,pH 5,8 y en cadaunadeellasse
depositaron2 ml de la muestra.Unavezembebidaslasmuestrasen el lechocromatográfico,
seañadieron4 mideaguadesionizada.Lasfraccionesde4 ml“eluidas”delasminicolumnas
se mezclarony juntas constituyeronla correspondientefracción III (230 mí,
aproximadamente).Lassalesretenidasen las minicolumnasseeliminaronañadiendoa cada
unadeellas5 ml de aguadesionizada.

5) Pararealizarla cromatografíade intercambiocatiónicose depositaronaproximadamente15
ml del gel SP-SepharoseFast Flow en la columnacromatográficacorrespondientey, a
continuación,se lavéel gelcon abundanteaguadesionizadaparaeliminarla faseacuosaen
la que semanteníaconservado.Seguidamente,la matrizcromatográficase equilibrócon
50 ml de tampónNaP,pH 5,8 y sedepositólentamentela fracciónIII, medianteel empleo
de unapipetadePasteur.La fracciónque abandonabala columnaserecogióy se mantuvoa
40Chastasu empleo.Posteriormente,la columnase lavó con 50 ml del tampónNaP,pH
5,8. La eluciónde los compuestosretenidoselectrostáticamenteenla columnase realizó
aumentandola fuerzaiónica;paraello seañadieronala columna50 ml de unasolución 1 M
de NaCíen tampónNaP,pH 5,8,obteniéndosela fracciónIV.

6) Paraefectuarla cromatografíadeinteracciónhidrofóbicasedepositaronaproximadamente2
ml delgel Octyl-SepharoseCL4B enla columnacromatográficacorrespondientey selavaron
conabundanteaguadesionizaday, seguidamente,conisopropanol.Una vezempaquetadoel
gel, ésteseequilibrócon 15 ml de una solucióndesulfatoamónicoal 10%(p/v) en tampón
NaP, pH 5,8. A la muestraa cromatograflar(fracción IV) se le añadiótambiénsulfato
amónico,hastaunaconcentraciónfinalde un 10 % (p/v), traslo quese depositólentamente
enla columna.La fracciónqueabandonabala matrizcromatográficaserecogióy semantuvo
a 40C hastasu empleo.Seguidamentela columnase lavó con 15 ml del tampónde
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equilibradoy las sustanciashidrófobasretenidasse eluyeroncon 10 ml de unasolución
de alcoholetílico al 70% (y/y) entampónNaP,pH 5.8, obteniéndosela fracciónV,

7) A la muestraa cromatografíar(fracciónV) se le añadióácido trifluoroacético,a una
concentraciónfinaldel0,1% (y/y), y sehizo pasaratravésde filtros de0,22 í.Im de diámetro
de poro. Posteriormente,la muestrase diluyó con tampón A (0,1% ATF en agua
desionizada)hastaun volumende 50 ml y se cargóconunabombaperistálticaen el super-
loop de 50 ml del equipode cromatografíaFPLC. La columnade fasereversaPepRPC
HRS/5 secolocóen el equipode FPLC y seequilibró con el tampónA, tras lo que la
muestraacromatografíarse inyectóautomáticamenteaun flujo dc 1 ml/minuto. La columna
selavócontampónA hastaquela A254 alcanzódenuevola línea basaly lamuestraseeluyó
aun flujo de 0,5 ml/minutoconun gradientelinealde O a 100 de tampónB (0.1% AIF en
isopropanol)en tampónA registrándoseautomaticamentela A254 delas fraccioneseluidas.A
continuación,sedeterminóla actividadantimicrobianadelasfraccionesobtenidas,y aquéllas
que la manifestabanse mezclarony se diluyeron hasta 10 ml con tampón A,
recromatografiándosenuevamente,bajo condicionessimilaresa las descritas,hastaquese
obtuvo un único pico de absorbanciacon actividadantimicrobiana.A las fracciones
cromatográficasfinales se les añadióisopropanol,a unaconcentraciónfinal del 50-60%
(y/y) y seconservarona-20

0Chastasuempleoposterior.

111.2.10.3.3. Protocolode purificaciónde las sustanciasantimicrobianasexocelularesde

E. faeciumTl36

El protocolode purificaciónempleadofue similaral descritoen la secciónanterior,conlas
siguientesmodificaciones:
1) A partir de un cultivo de E. faeciumT136 desarrolladoen caldo MRS (“Oxoid”) a 320C

durante16 horas(10~ ufc/ml, aproximadamente)se inocularon50 gí (0,01% y/y) en dos

frascosquecontenían0,5litros de caldoMRS.
2) El precipitadoy el material flotante,obtenidostrasprecipitarlas proteínasdel sobrenadante

librede células(Fracción1) consulfatoamónico,se resuspondieronen 200 ml del tampón
NaP,pH 5,8 (fracciónII).

3) Se omitió la cromatografíade filtración en geles, por lo que la fracción II se aplicó
directamenteala columnacromatográficade intercambiocatiónico.

111.2.10.3.4.Deteccióny cuantificaciónde la actividadantimicrobianaduranteel procesode

purificación

La actividadantimicrobianade lossobrenadanteslibresde célulasde E. faeciumP13 y E.
faeciumT136, asícomode las fraccionesobtenidasdurantela purificaciónde las sustancias
antimicrobianas,sedetcrminóempleandouna modificacióndelensayoenplacasmicrotituladoras
paracultivos microbianosdescritopor Geis a al. (1983). Los microorganismosindicadores
empleadosfueronE. faecium1136, en el casode la purificaciónde la sustanciaantimicrobiana
de E. faecium P13, y E. faeeium P13, en el caso de la purificación de las sustancias

antimicrobianasde E. faeciumT136. Los microorganismosindicadoresse sembraronen caldo
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MRSy seincubarona320Cdurante16 horas.Alícuotasdeestoscultivossediluyeron(1/400)en
caldoMRS estéril, hastauna A

620 de aproximadamente0,1. En los primerospocillos de las
placasmicrotituladorasse depositaron100 ~i1de lasfraccionesa analizar,realizándoseapartirde
ellasdilucionesseriadas(1/2, 1/4, 1/8, etc.) encaldo MRS; posteriormente,seañadieronacada
pocillo 150 ixl del microorganismoindicadordiluidoy seincubaronlasplacasa 32

0Cdurante12-
14 horas. Finalizadala incubación,se determinóespectrofotométricamentea 620 nm el
crecimientodel microoganismoindicador,empleandoun lectorde placasmicrotituladoras.Una
unidadde bacteriocina(UB) se definecomoel recíprocode la diluciónque inhibeen un 50%el
desarrollodel microorganismoindicador (50% de la turbidez de un cultivo control del
microorganismoindicadoral queno seañadióbacteriocina).

Conlos datosobtenidos,se elaboraronlas tablasde purificacióncorrespondientes,con los
siguientesparámetros:
(1) Volumenen ml decadafracción.
(2) Actividad antinticrobianatotal (UB). Estevalor se obtieneal multiplicarel valor UB/ml

por el volumenenml dela fraccióncorrespondiente.
(3) Actividad antimicrobianaespecífica.Correspondeal cociente entre la actividad

antimicrobianatotal y la absorbanciatotal a254¡un.

(4) Incrementode la actividadantimicrobianaespecífica.Correspondeal cocienteentre la
actividadantimicrobianaespecíficadecadafraccióny la del sobrenadante.

(5) Porcentajede recuperaciónde bacteriocina.Equivaleal porcentajeque representala actividad
antimicrobianatota]de cadafracciónfrenteala del sobrcnadante.

111.2.10.3.5.Determinaciónde la concentraciónde proteína(bacteriocina~de las muestras

purificadas

La concentraciónde proteínade las muestraspurificadassedeterminóempleandoel kir
comercialde “Pierce-Chemicals”,basadoen el métodode Bradford (1976).La unión en medio
ácidodel coloranteazulde Cooniassie0-250con lasproteínasen disoluciónprovocaen aquél
un cambiode color de rojo-marróna azul, el cualse cuantificaespectrofotométricamente.El
reactivoazulbrillantedeCoomassie0-250existeentresformasenequilibrio: aniónica,neutray
catiónica,con picos de máximaabsorbanciaespectrofotométricaa 595, 650 y 470 nm,
respectivamente;probablemente,son las formasaniónicasdel colorantelas queseunena las
proteínas,yaquecuandoaquéllasseproducenla absorbanciacambiade 465a595 nm.

Los patronesempleadosseobtuvieronapartir de la muestradeseroalbúrninabovinafracción

5 (SAR) (25 mg/mí) suministradapor “Pierce-Chemicals”,preparandodilucionesen agua
desionizadaconconcentracionesde 1, 2,5, 5, 10 y 15 mg/ml.

Realizadaslas dilucionesapropiadasdela soluciónpatrónde SAB, sepreparóun bateríade
tuboscon imí deaguadesionizada(control),1 mIdeunadilución 1/10en aguadesionizadade la
muestraavalorar6 1 mide cadaunade lasdilucionesde SAR. Se añadióacadatubo 1 ml del
reactivo colorimétricoazul brillante de Coomassie0-250, se agitaron suavementey se
mantuvieronen oscuridada temperaturaambientedurante60 minutos.Finalizadala incubación,
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sedeterminóespectrofotométricamentela absorbanciade lasmuestrasa595 nm,elaborándosela
correspondientecurvapatrón,obtenidaal representarla absorbanciafrentea la concentraciónde
proteína.La concentraciónde proteínade las muestrasse determinópor interpolacióndel
correspondientevalordeabsorbanciaen la rectade regresióndela curvapatrón.

111.2.10.4. Opt¡m¡zación de la producción de las bacteriocinas de E. faecium

T136 y purificación a homogeneidadde las mismas

111.2.10.4.1.Optimización de la producción de las bacteriocinas

La optimizaciónde la producciónde lasbacteriocinasde E. faecium1136 serealizóen un
tanquereactorde 3 1 de capacidadintegradoen un fermentadorde mesa“B. BraunBiotech
International”.El tanquereactorcon21 decaldoMRS (“Difco”) conel pH ajustadoa valoresde
6,2; 5,7 ó 5,2 con HCl concentrado,asícomoalgunosde los accesoriosque integrabanel
fermentador,se esterilizaronen autoclavea 1210Cdurante45 mm. El tanquereactivoy sus
aceesoriosseacoplaronal fermentadory, unavezatemperadoel caldonutritivo, se procedióasu
inoculacióncon2m1 (0,1% vii’) de un cultivo deE. faedumTl3é desarrolladoen caldoMRS a
300Cdurante16 horas.El pH inicialdelmediodecultivosemantuvoconstantea6,2;5,7 65,2
duranteel procesode fermentaciónmedianteel suministrocontinuadode NaOH6N atravésde
unabombaperistálticaacopladaal fermentador.Teniendoencuentaquetrasla fermentaciónde 1
mol de glucosa(180 g) seproducen2 moles de ácidolácticoy que parasu neutralizaciónson
necesarios2 moles de NaOH, se calculóque paraneutralizarlos 0,44 moles de ácido láctico
producidosunavezqueel cultivo hubieraconsumidolos40 g inicialesde glucosa(0,22 moles),
sedannecesarios73 ml de NaOH6N. El consumodeglucosaduranteel crecimientodelcultivo a
lo largodel tiemposemonitorizóperiódicamentepor la disminucióndelosnivelesdela solución
de NaOH6N. Paraimpedirquela falta de glucosapudieraserel factorlimitante delcrecimiento
y/o de la producciónde bacteriocinasde E. faeciumT136, cuandoel nivel de NaOH 6N
disminuyóen60 ml (consumoaproximadode glucosa33 g) se añadieronnuevamenteal cultivo
40 g de estehidratode carbonocomofuentede energía(100ml de unasoluciónde glucosaal
40%, previamenteesterilizadaconfiltros de 0,22 ~mde diámetrodeporo). En los tres ensayos
realizados,los cultivos se desarrollarona 300C, en condicionesanaeróbicas(corrientede
nitrógeno)y con agitaciónmecánicaconstantede 50 rpm. El periodode incubaciónde los
cultivosseestablecióenfuncióndelvalordelpH de cadafermentación(24 h paralos cultivosde
pH 6,2 y 5,7 y 63 h parael cultivo de pH 5,2).

Durantelas fermentacionesbacterianasse tomaron muestrasdel cultivo, a intervalos
regularesde tiempo,paradeterminarsu absorbanciaa 620 nm y la actividadantimicrobianade
los correspondientessobrenadanteslibresde célulasfrenteaP. peniosaceusFBB61 y Lb. sake
148 medianteun ensayoen placasmicrotituladoras(sección111.2.10.3.4).

111.2.10.4.2.Purificaciónde las bacteriocinas

El fundamentodelprocesode purificaciónse explicó en la sección111.2.10.3.1.El proceso
de purificaciónserealizóatemperaturaambientesalvoqueseindiquelo contrario.Alícuotasde
las fraccionesobtenidasdurantela purificaciónseconservarona40Cparadetectary cuantificar
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su actividadantimicrobiana,medianteun ensayo en placas microtituladoras(sección
111.2.10.3.4),frentea P. pentosaceusFBB6l y Lb. sake 148. El procedimientoempleadose
describeacontinuación:
1) A partir de un cultivo de E. faecium 1136 desarrolladoen caldoMRS (“Difco”) a 3(IPC

durante16 horasse inocularon2 ml (0,1% y/y) en 2 litros de caldo MRS (pH 5,7)
(“Difco”) contenidosen el tanquereactor.A continuaciónel cultivo seincubóa 300Cen el
fermentadorapHconstantede 5,7 durante18 horas.

2) El cultivo secentrifugóa 10.000rpm y 40(2durante30 mm paraobtenerel correspondientt
sobrenadantelibre de células(fracción1).

3) Estafracciónsecromatografióporinteracciónhidrofóbicaempleandocomomatriz unaresma
de AmberliteXAD-16. Paraello, se añadieron40 g (2%) de la resmaal sobrenadantey la
mezclasemantuvoa40(2conagitaciónsuavedurante1 hora. Posteriormente,la muestrase
trasvaséa unacolumnacromatográficay se lavécon400ml deetanolal 40%, tras lo cualse
procedióa la eluciónde lassustanciasretenidas(fracciónII) con 250ml deisopropanolal
70%, pH 2,0.

4) Unavezlavadoy empaquetadoel gel SP-SepharoseFastFlow en la columnacromatográfica
la matrizse equilibrócon50 ml de8(21 1 N y sedepositélentamentelafracciónII mediante
elempleodeunapipetade Pasteur.La fracciónqueabandonabala matrizcromatográticase
recogióy semantuvoa 40(2 hastasuempleo.Posteriormente,la columnaselavécon400ml
del tampónNaP,pH 5,8. La eluciónde los compuestosretenidoselectrostáticamenteenla
columnaserealizóaumentandola fuerzaiónica,paralo cualseañadierona la columna50 ml
de unasoluciónde 1 M de NaCí entampónNaP,pH 5,8, obteniéndosela fracciónIII.

5) Una vez lavadoconaguadesionizadae isopropanoly empaquetadoel gel Octyl-Sepharose
CMB en la columnacromatográfica,la matrizse equilibrócon 15 ml de una soluciónde
sulfatoamónicoal 10 % (p/v) entampónNaP,pH 5,8. A continuación,ala fracciónIII sele
añadiótambiénsulfato amónico,hastaunaconcentraciónfinal de un 10% (plv), y se
depositéenlacolumna.La fracciónqueabandonabala matrizcromatográficaserecogióy se

mantuvoa 40(2 hastasuempleo.Seguidamentelacolumnaselavécon 15 ml del tampónde
equilibradoy las sustanciashidrófobasretenidasse eluyeroncon 10 ml de unasoluciónde
alcoholetílico al 70% (y/y) en tampónNaP,pH5,8, obteniéndosela fracción IV.

6) A la muestraa cromatografíar(fracción IV) se le añadióácido trifluoroacético,a una
concentraciónfinal del 0,1% (y/y), y sehizo pasara través de filtros de 0,22 ¡.im de
diámetrode poro.Posteriormente,la muestrase diluyó con tampónA (0,1% AIF en agua
desionizada)hastaun volumende 50 ml y secargóenel superloopde 50 ml del equipode
cromatografíaFPLC, con ayudade unabomba peristáltica.La columnade fasereversa
PepRPCHRS/5se colocóenel equipodeFPLC y seequilibróconel tampónA, tras lo que
la muestraa cromatografíarse inyectó automáticamentea un flujo de 1 ml/minuto. La
columnase lavécontampónA hastaque la A

280 alcanzódenuevola líneabasaly la muestra
seeluyéa un flujo de 0,5 ml/minuto,conun gradientelinealde O a 100 de tampónA en
tampónB, registrándosela Msa de las fraccioneseluidas.Posteriormente,sedeterminéla
actividadantimicrobianade las fraccionesobtenidas,y aquéllasque la manifestabanse
mezclarony sediluyeronhasta10 ml con tampónA, recromatografiándosecon gradientes
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isocráticos,hastaquese obtuvoun único pico de absorbanciaconactividadantimicrobiana.
A las fraccionescromatográficasfinalesseles añadióisopropanola unaconcentraciónfmal
del 50-60%(y/y) y seconservarona~200Chastasu empleoposterior.
A partirde los datosobtenidos,seelaboréla tabladepurificacióncorrespondientecon los

siguientesparámetros:volumenen ml decadafracción,actividadantimicrobianatotal (UB) y

porcentajede recuperaciónde bacteriocina.

11.2.10.5. Determinación de la composicióny secuenciaaminoacídicade las

bacteriocinas

Las fraccionesqueconteníanlas bacteriocinaspurificadasde E. faeciumPl3 y E. faecium
T136 se desecarona vacío en un rotavapory seenviaronal Dr. Knut Slettendel Centro de
Biotecnologíade la Universidadde Oslo para determinarsu composicióny secuencia
annnoacídica.

La composiciónantinoacídicade las bacteriocinassedeterminéempleandoun analizador

automáticode aminoácidos(“Biotronic”). Las muestrasse hidrolizaroncompletamentecon
excesode HCl 6 N porcalentamientoa l00-l20~Cdurante10-24horas.Conestetratamientoel
triptófanosedestruye,la concentraciónfinal de treoninay sermadisminuyenligeramentey la
asparraginay la glutaminase hidrolizan,originándoseácidoaspárticoy ácido glutámico,

respectivamente.El análisisautomáticoserealizómedianteunacolumnadeintercambiocatiónico
con una resmade poliestirenosulfonadacomomatriz cromatográfica.Una vez equilibradala
resmaconunasoluciónde NaOH, se aplicó la mezclade aminoácidosde la muestraa analizar
(pH 3,0) y se procedióa la elución de los distintosaminoácidoscon solucionesde pH y
concentracionesde salcrecientes.Los aminoácidosmásbásicos(lisina,arginina,histidina),se
adhierenfuertemente,mientrasquelos másácidos(glutámico,aspártico)sefijan débilmente.Las
diversasfraccioneseluidasse analizaroncuantitativamentemedianteuna reaccióncolorimétrica

empleandoninhidrinacomoreactivocolorimétrico.
La secuenciaaminoácidicadelas bacteriocinassedeterminémediantedegradaciónde Edman

sometiéndolasa ciclosconsecutivosde degradaciónen un microsecuenciadorde fasegaseosa

conectadoa un analizadorautomático(“Applied Biosystems”)de derivadosfeniltiohidantoina-
aminoácidopor sistemaHPLC (Cornwell a aL, 1988). En la reacciónde Edman el
feniltioisocianato,bajocondicionesalcalinas,reaccionaconel grupo aminoterminalno cargado
del péptidoformandoun feniltiocarbamilato-aminoácido,el cualbajocondicionesácidassuaves
se liberaen forma de un derivadocíclicode la feniltiohidantoffia(PTH), dejandoel restode la
cadenapeptídicaintacta. El derivadoPTH-aminoácidoliberadoseidentificacromatográficamente
por medio de un sistemaHPLC. Cuandoe] extremoN-terminal de la cadenapeptídicaestá
bloqueadopor la presenciade aminoácidosmodificados,la muestrasesometea un tratamiento
con bromurode cianógeno(Sletten,1974), querompela cadenapeptídicasólamenteenel lado
carboxflicode los residuosde metionina,sometiéndoseposteriormenteel fragmento(2-terminal
de la cadenaa la degradaciónde Edman.Los aminoácidosmodificados,comola lantionina,ji
metil-lantioninay/o susprecursores,no sedetectanpor la degradaciónde Edman, por lo quela
muestrasesometeaunaoxidaciónconácidoperfórmico,queproduciráácidocísticoapartir de
la lantionina.
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111.2.10.6. Determinación del tamaño molecular de las bacteriocinas por

espectrometría de masas

Muestrasqueconteníanlas bacteriocinaspurificadasde E. faeciumP13 y E. faecium1136,
se enviaronal Dr. J. Metzgerdel Instituto de QuímicaOrgánicade la UniversidadEberhard-

Karls de Ttibingen (Alemania)con el objeto de determinarsu tamaño molecularmediante

espectrometríade masas.
La basede la espectometríade masaseslaproducciónde iones,los cualessonseparadoso

filtrados de acuerdoa su relación masa/carga(M/Z) y detectadosposteriormente.Los
espectómetrosde masasson instrumentosaltamentesofisticadosy computerizadosque,

básicamente,constande cinco panes: la zona de introducciónde la muestra,el lugar de
ionizacióndela misma,el analizadordela masa,la zonade detecciónde ionesy el procesadorde
losdatosobtenidos.

111.2.10.7. Efecto del dititritol (DTT) en la actividad antimicrobiana de las

bacteriocinas

Los grupos tiol o sulhidrilo (-SH) de los residuosde cisteinason extremadamente
susceptiblesa la oxidaciónporel oxígenoatmosféricoenpresenciadesalesde hierro u otros

oxidantessuaves.El producto de la oxidaciónes la cistina,en la que el enlacedisulfuro
constituyeun puentecovalenteentredos restosde cisteina(-S-S-). La cistinadesempeñaun
papelesencialen la estructurade la proteína,ya quesu grupodisulfuro actúacomoun enlace
covalentetransversalentredos cadenaspolipeptídicaso entredospuntosde unamismacadena.
Los enlacesdisulfuroestablecidospuedenescindirsepor la acciónde agentesreductores,tales
como el ditiotritol (DTF) o el fr-mercaptoetanol.

111.2.1O.7.l.Microorganismosindicadores

Los microorganismosindicadoresempleadosfueronE. faedum1136, en el casode la
enterocinaP y E. faeciumP13,en los casosde las enterocinasA y B.

111.2.10.7.2.Ensayosen níacasmicrotituladoras

La determinacióndel efectodel DTT en la actividadantimicrobianade las bacteriocinasse
realizó empleandoun ensayoen placasmicrotituladoras,similar al descritoen la sección
111.2.10.3.4.Los microorganismosindicadoressedesarrollaronen caldoMRS(“Difco”) a 3IFC
durante16 horasy, posteriormente,sediluyeron(1/400)encaldoMRS-D’fl’ 10 mM hastauna
absorbanciaa 620 nm de aproximadamente0,1. En los primerospocillos de las placas
microtituladorassedepositaron9 ~ilde las bacteriocinaspurificadas(isopropanolal50%) y 1 jíl
de MRS-DTT lM, completandocon caldo MRS hastaun volumen final de 100 ¿l. A
continuación,se realizarondilucionesseriadasen caldoMRS-Dfl 10 mM. Comocontrolesse
emplearon9 pi de isopropanolal 50% y 1 pi de MRS-Dfl’ 1M, asícomo, 9 itt de las
bacteriocinaspurificadasy ljil de MRS. Unavez diluidas las bacteriocinasy los controlesse
añadierona cadapocillo 150 pi del microorganismoindicadordiluidoen caldoMRS o MRS-
~rr 10 mM y lasplacasseincubarona 300(2durante12-14horas.Finalizadala incubación.se
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determinóespectrofotométricamentea 620 nm el crecimientode los microorganismos
indicadores,empleandoun lectorde placasmicrotituladoras.La actividadantimicrobianade las
muestrasseexpresóen UR/mí, determinándoseel porcentajede reducciónde estaactividaden
las muestrastratadasconDU.

111.2.10.8. Determinaciónde la concentracióninhibidora mínima (CIM) de las

bacteriocinas purificadas a homogeneidad frente a diversos microorganismos de

interés en la industria alimentada

111.2.10.8.1. Microorganismosindicadores

LasbacteriasGram-positivasempleadascomo microorganismosindicadores,así comolos
mediosde cultivo y condicionesde incubaciónempleadosparasu desarrollo,semuestranen la

Tabla111.1.

111.2.10.8.2.Ensayosen placasmicrotituladoras

La determinaciónde la concentracióninhibidoramínima(CIM) delasbacteriocinasserealizó
empleandoun ensayoenplacasmicrotituladoras,similaral descritoen las secciones111.2.10.3.4
y 111.2.10.7.Los microorganismosindicadoresse desarrollaronen el medioapropiadoy a la
temperaturaadecuadadurante16 horasy posteriormentese diluyeron (1/400) en el caldo estéril
correspondiente,hastauna&20 de aproximadamente0,1. En los primerospocillosde lasplacas
microtituladorasse depositaronalícuotas,de concentraciónconocida,de las bacteriocinas
purificadas,completandocon el caldo estériladecuadohastaun volumenfinal de 100 ¡.11. A
continuación,serealizamndilucionesseriadasen el caldocorrespondientey, seguidamente,se

afíadierona cadapocillo 150 it1 del microorganismoindicador.Las placasseincubaron,en las
condicionesde temperaturay tensión de oxígenorequeridaspor los microorganismos
indicadores,durante12 horas,enel casode las bacteriaslácticas,de MÍCrOCOCCUSvaríans (M.

varians) y de los microorganismosanaerobiosobligados,y durante6/8 horas,en el caso de
Bacillus cereus (B. cereus), Ls. innocua, Ls. nwnoCytogenes,St. carnosusy St. aureus.

Finalizadala incubación,sedeterminóespectrofotométricamentea620nm el crecimientode los
microorganismosindicadores,empleandoun lectorde placasmicrotituladoras.La CIM sedefine
como la concentraciónde bacteriocina(ng/mí) que inhibe en un 50% el desarrollodel
microorganismoindicador.

111.2.11. CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DE LAS BACTERIOCINAS DE E.

faecium P13 Y E. faecium 1136

111.2.11.1. Obtención de mutantes de E. faecium PU deficientes en la

producción de bacteriocina y/o en la inmunidad a la misma

Lasbacteriascontienenun únicocromosomaconinformaciónsuficienteparala mayorparte
desusfuncionescelularespero ademástienenotrasmoléculasdeADN denominadasplásmidos,
portadorasdeinformacióngenéticacomplementariaala queaportaelcromosoma.Los plásmidos
son moléculasde ADN de cadenadoble circular covalentementecerrada (ccc) con
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superenrollamientonegativoqueactúancomounidadesgenéticasaccesoriasquese replicany
heredanindependientementedel cromosomabacteriano.Los plásmidosconfierenuna gran
variedadde fenotiposa la célulahospedadora,entrelos que se encuentranla resistenciaa
antibióticos,la degradaciónde compuestosaromáticos,la fermentaciónde azúcares,la fijación
del nitrógenoy la producción de enterotoxinas,hemolisinas,enzimasde restricción y
bacteriocinas(Oídy Primrose,1987).

Medianteel empleode agentesmutagénicoscomoel ácido nitroso o los análogosde las
bases,entreotros, se puedeinducirun cambioen la secuenciade basesdel ADN y por tantoun
cambio en el productocodificadopor ese gen (mutación);asimismo, con otros agentes
mutagénicoscomola acriflavinay el bromurodeetidio,o mediantetratamientosconnovobiocina
o con temperaturaselevadas,los plásmidospuedeneliminarsede las célulashospedadoras

(fenómenodenominadocuración)(Taggeta!., 1976).
LacepaE. faeciwn P13presentabaen su estadosalvajelos fenotiposBac~ e Inm~, donde,

Bar se refierea la capacidadde E. faecium P13 de producirbacteriocinae Inm indicala
capacidadque dicho microrganismopresentade sobreviviren presenciade su propia
bacteriocina,esdecir,su inmunidad.

111.2.11.1.1.Aislamientodecoloniasde E. faeciuntP13 de fenotiposBac~Inm~

A partirde un cultivo deE. faeciumP13desarrolladoen caldoMRS a320(2durante16 horas
sesembraronen superficieplacasconagarMRS y seincubarona32~Cdurante48 horas.Un
total de 24 delascoloniasse recogieronasépticamente,por duplicado,paraevaluarsuactividad
antimicrobianafrenteaE. faeciumTí36, mediantela técnicade antagonismomicrobianodiferido
por siembraen picadura(sección111.2.3.1).De las coloniasconactividadantimicrobiana(Bac)
seseleccionaronal azar10 paraconfirmarestefenotipo.Paraello secultivaronen caldoMRS a
320(2durante16 horasy seevaluéla actividadantimicrobianade sus sobrenadantesfrentea E.
faeciumT136,empleandola técnicade difusiónen agar(secciónliL2.3.2).Lainmunidaddelos
aisladosa la bacteriocina(Inm~) se determinómediantela misma técnica,evaluándosela
sensibilidadde los 10 cultivosconfenotipoBac~ aun sobrenadanteBac.de E. faeciumPl3.

Uno de los aisladoscon fenotiposBacInm se conservéa -20 y a ~~5O(2 paratratarlo
posteriormenteconnovobiocinaydeterminarsuefectoen los fenotiposBace mm y en superfil
plasmidico.

111.2.11.1.2.Tratamientode los cultivos con novobiocinay detecciónde las coloniasde

fenotinosBac-mm

-

A partirde unasoluciónde novobiocinade 10 mg/mlseprepararontuboscon 10 ml de caldo
MRS y con concentracionesde novobiocinade 1,0; 2,5; 5,0 y 7,5 itg/ml. Los tubos se

inocularoncon 1x10~ ufe del cultivoaisladode E. faecium ¡‘13 con fenotiposBaclnnr y se

incubarona 320(2durante72 horas.Finalizadala incubaciónse sembrarondilucionesadecuadas
deestoscultivosen placasdeagarMRS, efectuándoseel recuentodeufc/mly seleccionándoseal
azar48 coloniasde cadatratamiento.La actividadantimicrobianade lascoloniassedeterminé
mediantelatécnicade antagonismomicrobianoporsiembraen picadura(sección111.2.3.1),
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empleandoE. faeciumT136 como microrganismoindicador.Las coloniasque no mostraron
actividadantimicrobiana(Bac-) se recuperaronde lasplacascontroly sedesarrollaronen caldo
MRS a 320Cdurante1 6h, obteniéndoselos correspondientessobrenadantes.Paralelamente,
mediantela técnicade difusión en agar, se confirméel fenotipo Bac- de los cultivos y se
determinósi habíanperdidola inmunidada la bacteriocina.Paraconfirmarla estabilidadde los
nuevosfenotiposBacinnr, se realizaron3 transferenciasconsecutivasde los cultivos en caldo
MRS y sedeterminóla actividadinhibidorade sussobrenadantesfrente aE. faeciumT136y la
inmunidadde los cultivosa un sobrenadantede E. faeciumP13 de fenotipoBac, medianteun
ensayoen placasmicrotituladorassimilar al descritoenla sección111.2.10.3.4.

LoscultivosconfenotiposBacinm se mantuvierona -20 y a ~85~Cparaevaluarmástarde
las variacionesensusperfilesplasmídicosy establecerla posiblerelaciónentrela pérdidade los
fenotiposBac eInm~ y la de algúnplásmidoespecífico.

111.2.11.2. Aislamiento y visualización del ADN plasmídico y cromosómico de

E. faecium P13, de sus mutantes seleccionadosy de E. faedum T136

Las célulasbacterianasse tratanconuna soluciónde EDTA, agentequelantede cationes
divalentes,paradesestabilizarlamembranaexternae inhibir las ADNasasy, posteriormente,con
lisozima,quedegradala mureina,paradebilitarsu pared.Mástarde,lascélulasse tratanconel
detergenteSDS queproducela lisisde la membranacitoplásmica.A continuación,se adiciona
una soluciónde NaOH paradesnaturalizarlas proteínasy el ADN cromosómico,perono las
formascovalentescerradasdelADN plasmídico.Posteriormente,seneutralizael medio de lisis,
de maneraque el ADN cromosémicose renaturalizaformandoagregadosinsolublesque
precipitan.Simultaneamente,la elevadaconcentracióndeclorurosódicoprovocala precipitación
de los complejosde elevadopesomolecularde SDS-proteínasy del ARN de elevadopeso
molecular.Finalizadoel tratamiento,las moléculasde ADN plasmídicocircularcovalentemente
cerradopermanecenen estadonativo y en solución, mientrasque las macromoléculas
contaminantesco-precipitan.El precipitadose eliminapor centrifugacióny los plásmidosse
concentranporprecipitaciónconetanol.

El aislamientodel ADN plasmídicoy cromosómicode E. faecíum ¡‘13, de sus mutantes
seleccionadosy de E. faecium T136 se realizóempleandola técnicaparael aislamientode
plásmidosde grantamañode estreptococoslácticos,descritapor Andersony McKay (1983).

111.2.11.2.1.AislamientodelADN plasmídicoy cromosómico

(1) Lascepasa analizarse desarrollaronen 10 ml de caldoMRS a 320(2durante14-16horas.
Posteriormente,los cultivos se centrifugarona 12.000 rpm y 40(2 durante10 minutos,
lavándoselas célulascon 1 ml (1/10 del volumendel cultivo) de soluciónsalina.La
suspensiónse trasvaséa un tubo de Eppendorfy se centrifugó de nuevobajo las
condicionesdescritasanteriormente,efectuándoseun segundolavadode las célulascon 1
ml del tampónSTE.

(2) El sedimentose resuspendióen 380 pi de tampónSTE y 96 it1 de soluciónde lisozima
y, trasagitarenérgicamente,semantuvoen un bañotennostatadoa370Cdurante30 min.

(3) A la mezclaanteriorsele añadieron48 ~.ildel tampónET y 28 1.11 de soluciónde SDS,

136 Pilar Casaus1am



III. Material y Métodos

mezclandoen seguidacon suavidad.Posteriormente,la muestrase incubéen un baño
termostatadoa370(2duranteSmm. Finalizadalaincubación,la soluciónresultanteha de ser
clara y viscosa.

(4) A la muestralisadase le añadieron28 pi de soluciónNaOH 3M reciénpreparaday se
mantuvoenun agitadororbitala250 rpm duranteío mm. A continuaciónseañadieron50 pi
de Tris 2 M, pH 7,0 y seagiténuevamentedurante3 mm, traslo quese añadieron72 it1 de
Na(2l SM.

(5) A la mezclaanteriorse le añadióel mismovolumende unasoluciónde fenol-Trisy se
centrifugóa 12.000rpm duranteSmm. Tras la centrifugación,seobservarontresfases:una
faseacuosasuperiortransparenteen la queseencuentranlos plásmidos,una interfaseopaca
blanquecinaen la queestánlosconglomeradosproteicosy una faseinferioramarillaque
contieneel fenol. La fasesuperiorse trasvaséa un tubo de Eppendorfy sele añadióel
mismovolumende fenol-Triscloroformo-isoamllico(1:1), centrifugándosea continuacióna
12.000rpm duranteSmm. La fasesuperiorse trasvasénuevamenteaun tubode Eppendorf
y sele añadióel mismovolumendecloroformo-alcoholisoamílico(24:1), centrifugándosea
continuacióna 12.000rpm durante5 mlii.

(6) Finalizadala centrifugación,se recuperóel sobrenadantey sele añadieron2-3 volúmenesde
etanolpreenfriadoa~20o(2.Lasmuestrasse incubarona~85o(2durante1 horaparaprecipitar
el ADN plasmídicoy, posteriormente,secentrifugarona 13.000rpm y 40(2 durante30 mm.

(7) A continuación,sedesechéel sobrenadantey el sedimentoselavécon 1 ml deetanolal 70%
(y/y) en aguadesionizada,tras lo cualsellevó a un desecadorde vacío,dondese mantuvo
durante5-10mm.

(8) Finalmente,el sedimentodesecadoseresuspendióen20-30pi de tampónTER y seincubéa
370(2durante20 mm paraeliminarel ARN residual.La muestraseconservéa~200Chastasu
empleo.
Parafavorecerel aislamientodel ADN cromosómicose procedede igual modo queen el

protocoloanteriorperoeliminándoselas adicionesde NaOH3M y Na(2l SM. El clorurosódico
seañadeenel momentoenel queseadicionanlos 2-3 volúmenesdeetanolpreenfriadoa-200C.
El sedimentofinal seresuspendeen 50-100it1 de tampónTER.

111.2.11.2.2.Visualizacióndel ADN plasmídicoy cromosémico

La electroforesisen gelesde agarosaesunatécnicamuy utilizadaparala visualización,
separacióny caracterizaciónde moléculasde ácidosnucleicospor serunametodologíasimple,
rápida y de altaresolución.La agarosaesunasustanciacapazde formar gelescon rigidez
suficientepara ser manipuladosa partir del 0,2% y que, a diferenciade la acrilamida,no
polimerizaalgelifícarsinoquesimplementesufreun cambiode estado,por lo quelavariabilidad
dela polimerizacióndesaparece.Los gruposfosfatodelADN, apH neutroo alcalino,confieren
a lasmoléculasunacarganetanegativa,de maneraqueeIADN migra haciaelánodocuandoel
gel se colocaen un campoeléctrico.La movilidaddel ADN en un gel de agarosaes
independientedela composiciónde susbasesy de la temperatura;no obstante,dependede una
serie de factorescomo, entreotros, el tamañomolecular,la conformaciónde la molécula
(covalentecircularcenadao superenrollada,circularabiertao relajaday lineal), la concentración
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de agarosa,el voltaje de la corrienteaplicada,la fuerzaiónicadel tampón de electroforesis
empleadoy la presenciade colorantesintercalantescomoel bromurode etidio.

111.2.11.2.2.1.Preparaciónde las muestrasy de los marcadoresde tamañomolecular

conocido

A lasmuestrasquese vanasometera electroforesisseles añadióla soluciónde transporte
10 x (secciónIII. 1.5.5.4). En lo querespectaa los marcadoresde tamañomolecularconocido,
sedeposité1 hl de la soluciónestándaradecuada(sección111.1.4.3)en un tubo de Eppendorfy
seañadieron8 i.tl deltampónTAE lx y 1 jál dela solucióndetransportelOx.

La solución de transportelOx aumentala densidaddelasmuestras,facilitandoqueel ADN
se introduzcaadecuadamenteen los pocillos del gel, y ademásel azul de bromofenolque
contienepermiteobservarel avancedel frenteelectrofor~tico.

111.2.11.2.2.2.Preparaciónde los pelesde a2arosacon0.3 ue/mldeBrEt

Parapreparar100ml de gel de agarosaal 0,8% o al 2% se suspendieron0,8 é 2 g de la
agarosacorrespondienteen 100 ml del tampónTAEIx y secalentéla mezclaen el microondas
hastaconseguirunasolucióntransparentecon la agarosaperfectamentedisuelta.La soluciónse
conservéen un baño de aguatermostatadoa 62~(2. Inmediatamenteantesde su empleo,se
añadieron3 pi de la soluciónde BrEt (10 mg/mí)por cada100 ml de gel de agarosa.En las
bandejasde electroforesisse virtieron unos SO ml de gel de agarosacon BrEt (0,3 ~gIml)
atemperadoa 500(2, colocándoseposterionnenteel peine formadorde los pocillos. El gel se
mantuvoatemperaturaambientedurante45 mm parapermitirsusolidificación.

111.2.11.2.2.3.Electroforesisen 2eles~ agarosa

Unavez solidificadoel gely retiradoel peine,secolocóel gel enla cubetade electroforesis
submarina,cubriéndolocompletamentecon el tampónTAE lx. A continuación,con ayudade
unapipetaautomática,sedepositaronlasmuestrasenlospocilloscorrespondientesy serealizóla
electroforesisa un voltajeconstantede 80 V duranteaproximadamente1 hora y 15 mm.
Finalizadala electroforesisseextrajoel geldela cubetay seprocedióala visualizacióndel ADN.

111.2.11.2.2.4.Visualizacióny determinacióndel tamañomolecularde las moléculasde

ADN

El ADN sevisualizóen el gel conayudade un transiluminadorde luz UV en un cámara
oscura.Los gelesse fotografiaronconunacámarainstantánea“Polaroid” dotadade unapelícula
en blancoy negroy un filtro paraultravioleta.

De modo general,se admiteque la migraciónde las moléculasde ADN en los gelesde
agarosaes inversamenteproporcionalal logaritmodecimalde su tamañomolecular(Helling et

al., 1974). Por ello, el tamañomolecular(pb)de los plásmidosy de los fragmentosde ADN
visiblesenlos gelessedeterminéde laecuaciónde la rectade regresiónobtenidaal representar,
gráficamentelos valoreslogarítmicosde los tamañosmoleculares(pb)de los marcadoresfrentea
las correspondientesdistanciasmigradas(cm).
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111.2.11.3. Análisis de restricción del ADN total de E. faecium P13 y E.

faecium T136

Lasendonucleasasde restricción(ER) son enzimasquehidrolizanlos enlacesfosfodiéster
del ADN y quese caracterizanporqueproducenun corteen cadacadenadel ADN dúplex,y lo
hacende forma específica,tras reconoceruna secuenciadiana o blanco. La secuenciade
reconocimientode las endonucleasasde restricciónes generalmenteunasecuenciapalindrómica,
es decirquepuededividirseen dosmitadescomplementarias.Lasendonucleasasde restricción
dela clase1 reconocenunasecuenciaespecífica,perocortanen lugaresquepuedenencontrarsea
varios nucleótidosde aquélla.En cambio,las endonucleasasde la claseII constituyenuna
especiede bisturímolecularquecortael ADN en lugaresespecíficos.Cuandoel lugarde corte
del ADN esel mismoen las doscadenasse producenextremosplanos,mientrasqueenel caso
contrariosegeneranextremoscohesivos,quepuedenserprotuberantesen 3’ ó en 5’.

El ADN total deE. faeciumPl3setratécon¡MI, RsaIy SspIy el ADN total de E. faecium

T136 se trató ademáscon HincII. SruI, FspI, NaeI y EcoRI. Los enzimasde restricción
empleadosy suscorrespondientestamponescomercialessedescribieronen la sección111.1.3.El
tratamientodel ADN conlos enzimas¡MI, RsaI, SspI, HincII, StuI, FspI y Nael generaun
conjuntode fragmentoslinealescon extremosplanosy, porel contario,al tratarel ADN conel
EcoRI segeneranfragmentoslinealesconextremoscohesivos.Los tratamientosdel ADN total
de lasdos cepasconlos ER serealizaronde acuerdoal procedimientodescritopor Sambrooka
al. (1989),comoseindicaacontinuación:
(1) Para cadatratamientoenzimáticose preparóla siguientemezclade reacciónen un

tubo de Eppendorf:
ADN total 3.0 id
TampónlOx 2,0 1.11
Agua desionizada 14,0 ~fl
Enzimaderestricción 1,0 it1

Volumen de reacción 20,0~l

(2) Lasmuestrasse agitaronsuavementepor inversiónde los tubos y se incubaronenun baño
de aguatermostatadoa 370(2 durante2 horas.

(3) Finalizadala incubación, las reaccionesenzimáticassedetuvieronmanteniendolasmuestras
enun bailo de aguatermostatadoa 650(2durante20 mm.

(4) Lasmuestrasseconservarona-20~(2 hastasu empleo.

111.2.11.4. Obtención y preparación del vector de ligamiento pBluescript II SK+

Eningenieríagenética,los plásmidosy fagémidosseutilizan principalmentecomovectores
de ligamiento o de donaciónde moléculasde ADN exógenodenominadasinsertosy,
generalmente,contienenun replicón,un marcadorselectivoy uno o varioslugaresde donación.
El replicónesun fragmentode ADN quecontieneun origen de replicacióny los genesque
codificanlas proteínasy el ARN necesariosparala replicacióndel fagémido;el marcadorsuele
serun genquecodificala resistenciaa algúnantibióticoy el punto de donaciónesun fragmento
con secuenciasdianade diversosenzimasde restricción,en el quese introduceel insertosin
interferir en la replicaciéndel plásmidoni en la adquisicióndelfenotipomarcadorenlas células
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hospedadoras.El vectordeligaciónempleadoen estetrabajofueel fagémidop-BluesriptII 5K+
(enadelante,pBluescript)suministradopor “Stratagene”.

111.2.11.4.1.Obtencióndel vectorde ligamientopBluescriptII SK+

Conel objetodedisponerde un stockdel fagémidopBluescriptparaemplearlocomovector
deligaciónen diversasexperiencias,seprepararoncélulascompetentesdeE. coil DH5c¿(células
permeablesala entradade ADN exógeno)y, acontinuación,setransformaronquímicamentecon
el fagémidopBluescript.Posteriormente,las célulastransformadassedesarrollaronen un medio
de cultivo conel antibióticoadecuadoy seaisléy purificó suADN plasmídico.

111.2.11.4.1.1.Preparaciónde célulascompetentesde E. cali DHSa

Lascélulasde E. coli DHSase hicieroncompetentessiguiendoel protocolodescritopor
Inoueet al. (1990),como seindicaacontinuacién:
(1) A partir deun síockde E. coliDHSa,mantenidoa -800C,sesembraron10 ml de caldoSOR

y seincubarona 370(2 con agitacióna 300 rpmdurante18 horas.
(2) Finalizadala incubación,se sembró 1 ml de este cultivo en 100 ml de caldo SOR,

incubándosea370(2y a 300 rpmhastaqueel cultivo alcanzóunaA
620 de 0,5-0,6. El cultivo

se enfrió a QO(2, manteniéndolo10 minutosen un bañocon hielo fundente.Todaslas
manipulacionesposterioresse realizaronsiempreen un bañoconhielo fundentey conlas
solucionespreenfriadasa 00(2.

(3) El cultivoenfriadosecentrifugóa4.000rpm y 4
0Cdurante10 mm, traslo cualsedesechóel

sobrenadantey se dejó el tubo unos minutos en posición invertida para eliminar
completamenteel caldo de cultivo. Las células se resuspendieronen 35 ml
(aproximadamente1/3 del volumenoriginaldel cultivo) de tampónTB estérily el tubo se
mantuvo10 minutosenun baño de hielo fundente,centrifugándoseposteriormentea4.000
rpmy40(2durantelOmin.

(4) A continuación,las célulasseresuspendieronen4 ml (1/25 delvolumenoriginaldelcultivo)
de tampónTB y se añadiógradualmentedimetilsulfóxido (DMSO), hastaunaconcentración
final del 7% (y/y). Lascélulasresuspendidasse mantuvieronen un bailo de hielo fundente
durante10 mm y, seguidamente,sedistribuyeronen alícuotasde200 pi, queseconservaron
a~80o(2hastasuempleo.

111.2.11.4.1.2.Transformaciónquímicade E. colí DH5cx con el fa2émidopBluescriptII

Lascélulascompetentesde E. cali DH5ct se transformaronqumicamentesegúnel protocolo
de “Stratagene”descritoenel kit “EpicurianCoil (2ompetenteandSupercompeteníCelís”.

El procedimientoempleadoseindicaacontinuación:
(1) En un tubo de polipropilenoFalcon-2059de 15 ml de capacidadpreenfriadoen hielo, se

depositaron100 gí dela suspensióndecélulascompetentesy 1 ji1 delvectorpBluescriptyse
agitéconcéntricay suavemente.A continuación,el tubo seincubó en un baño de hielo
fundentedurante30 mm, posteriormenteen un bailo de aguatermostatadoa420Cdurante50
segy porúltimo en un bailo de hielo fundentedurante2 mm.
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(2) A continuación,se añadieron900 gí de caldo 50(2 precalentadoa 420(2 y la suspensión
bacterianaseincubóen un agitadororbital a 370(2y 300 rpm durante1 hora.

(3) Posteriormente,se prepararondilucionesdel cultivo en caldo 50(2 y se sembraroncon
ayudadeun asadeDriglaskienagarsólidoLB conampicilina(Amp, 50 vg/ml) comoagente
selectivo.Las placasde Petri se incubarona 370(2 durante24 horas.E. coli DHSa es
sensiblea la ampiciinapor lo que sólo se desarrollanaquellascoloniasquehanrecibidoel
fagémidopBluescript,queportael gende la resistenciaaesteantibiótico.

(4) De las coloniasdesarrolladasen las placascon agar sólido LB-Amp (50 itg/ml) se
seleccionaron5 y, conayudadeun asade platino, seinocularonen 5 ml decaldo LB- Amp
(100itg/ml). Los cultivosseincubarona370(2 y 300 rpm durante24 h. Transcurridaslas 8-
10 primerashorasde incubaciónse añadiónuevamenteampicilinaa los cultivos,con el
objetode impedirladesaparicióndel agenteselectivoporsu degradaciónenzimáticaporla (3-
lactamasa.

(5) Paragarantizarla conservaciónde los microorganismostransformadoscon el fagémido
pBluescript se prepararonsrocksde los 5 cultivos en el caldoLB-Amp glicerinadoy se
conservarona -20 y -85~(2.

111.2.11.4.1.3. Aislamientoy purificacióndel fagémidopBluescriptII SK+

El aislamientoy la purificacióndel fagémidopBluescriptde lascélulasde E. colí DH5a
transformadasquímicamentese realizóempleandoel kit Wizard Minipreps DNA Purification
Systemde “Promega”.Todaslasetapasde la purificaciónse realizaronatemperaturaambiente,
salvoqueseindiquelo contrario.

El procedimientoempleadosemuestraacontinuación:
(1) Deun cultivo deE. coli DH5a desarrolladoen 5 mldecaldoLB-Amp (50 vg/ml) durante16

horas,secentrifugaron3 ml a 13.000rpm durante2 mm; a continuación,las célulasse
resuspendieronen 200 pi del tampónde resuspensióny la mezclasetrasvaséa un tubo de
Eppendorf.

(2) Seañadieron200¡il de la soluciónde lisis y el contenidodeltubo semezcló,invirtiéndolo
suavementevariasveces,hastaobtenerunasoluciónclaray viscosa.

(3) A la muestrausadase le añadieron200ji
1 de la soluciónde neutralizacióny el contenidodel

tubo semezcló,invirtiéndolosuavementevariasveces.
(4) Lamuestrasecentrifugóa 13.000rpm durante5 mm, traslo cualel sedimento(contienelos

complejosSDS-protefnas,el ADN cromosómico,el ARN macromoleculary otros detrito
celulares)sedesechóy el sobrenadante,quecontienelos plásmidos,se transfirióaun nuevo
tubo de Eppendorf.

(5) Posteriormente,se añadió 1 ml de la soluciónde purificacióncon resmade sílica al
sobrenadantey semezclóagitandoel tubopor inversión.

(6) Paralelamente,se preparóun sistemade vacíoconsistenteen un matrazconectadoa una
bomba;en el cuellodelmatrazse colocóun tapónde gomaen el quesedispusounaaguja
hipodérmica,alaqueseinsertóunaminicolumnay a éstaunajeringahipodérmicade 3 ml.
La mezclaanteriorseaplicóa la jeringa y, conectandola bombade vacío,se hizo pasara
travésde la columna.
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(7) La minicolumnaselavé,empleandola bombade vacío,con2 ml de soluciónde lavado.
(8) A continuaciónse volvió a conectarel vacio durante30 seg parasecarla resmay,

posteriormente,sedepositóla minicolumnasobreun tubo de Eppendorfy se centrifugóa

13.000rpm durante2 mm paraeliminarlos posiblesrestosde soluciónde lavado.
(9) La minicolumnase transfirióde nuevoa un tubo de Eppendorfy se depositaron50 pi de

tampónTE precalentadoa 650(2,manteniéndosea temperaturaambientedurante1 mm. El
ADN de las minicolumnasseeluyó porcentrifugacióna 13.000rpm durante30 seg.

(l0)A continuación,se realizóla electroforesisde 1 ~l de la muestraen un gel de agarosa

al0,8% (y/y), con el objetodevisualizarel fragmentode 2.961 pb correspondienteal vector

pBluescript.La muestrade plásmidosseconservéa~2O0Chastasuempleo.

111.2.11.4.2.Preparacióndel vectorde li2amientopBluescriptII SK+

Unavez obtenidoel fagémidopBluescripty como pasoprevioasu empleocomovectorde
ligamientoes necesariotratarlocon ER que permitanobtenerel fagémidolinealizadocon
extremoscompatiblesconlos del ADN quese pretendeinsertary, acontinuación,realizarun
tratamientoconfosfatasaalcalinaparaevitarsu recircularización.

III.2.ll.4.2.1. Tratamientocon enzimasderestricción

El fagémidopBluescript presentaun polilinker con 21 dianasde diferentesenzimasde

restricción.En estetrabajoel vectorse tratóconHincII y EcoRI. El sitio de cortedeHincII esel
mismoen las dos cadenasde ADN, por lo quetras su actuaciónse obtieneel vectorlinealizado
conextremosplanos.El sitio de cortede EcoRIno esel mismoen las doscadenasdeADN, por
lo quetrassuactuaciónsegenerael vectorlinealizadoconextremoscohesivos.

El análisisde restricciónse realizósegúnel protocolodescritopor Sambrookel aL (1989),
como seindicaacontinuación:

(1) Paracadatratamientoenzimáticosepreparóla siguientemezclade reacciónen un tubo de
Eppendorf:

ADN plasmídico(fagémidopBluesaipt) 8,0 it’
TampónlOx delenzimaconespondiente 2,0 itI
Aguadesionizada 8,5 it1
Enzimade restricción 1,5 ~I

Volumende reacción 20,0it~

(2) Lasmezclasse agitaronpor inversiónde los tubosy, posteriormente,se incubaronen un
bañode aguatermostatadoa370(2durante2 horas.

111.2.11.4.2.2.Tratamientoconfosfatasaalcalina

Una vez realizadoel análisisde restricción, el vector linealizadose trató con fosfatasa
alcalina de terneroparadesfosforilarsusextremos5’ y evitardeestemodosurecircularización.

El tratamientose realizó segúnel protocolodescritopor Sambrookel al. (1989),
procediendocomoseindicaacontinuación:
(1) A la muestraanteriorconel vectortratadoconER (2%1) sele añadió:

Aguadesionizada 24,0¡it
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Tampón CIP lOx (“Promega”) 5,0 it1
Enzimafosfatasaalcalina (“Prumega~’) 1,0 it¡

Volumen dereacción 50,0jil

(2) La mezclaseagitó suavementepor inversión del tubo y se incubó en un baño termostatadoa
370(2durante30 mm.

(3) Finalizadala incubaciónse detuvieronlas reaccionesenzimáticasmanteniendola muestra
en un bañode aguatermostatadoa750(2 durante12 mm.

(4) A continuación,la muestraseprecipitéy concentró,paralo cualéstasellevó a un volumen
final de 100 iii conaguadesionizadaysele añadióun 10%de unasoluciónde acetatosódico
3N, pH 7,0 y 3 volúmenesde alcoholetílico a ~200C.Tras agitarsesuavementepor
inversión,el tubo semantuvoa .200(2durante16 horas,centrifugándoseposteriormentea
13.000rpmy 40(2 durante30 minutos.El sobrenadantesedecantóy sedesechó,mientras

queel sedimentose lavó con 1 ml de alcoholetflico al 70% (y/y) en aguadesionizaday se
desecóa vacíodurante5 minutos.La muestradesecadase resuspendióen20 ji, del tampón
TE, pH 7,0. Conel objetode confirmarladigestióndelvector,se analizó1 ¡n de lamuestra
enun gel de agarosaal 0,8% (y/y). La muestraseconservéa -20~(2 hastasuempleocomo
vectorde ligamiento.

111.2.11.5. Ligamiento de los fragmentos de restricción del ADN total de E.

faecium P13 y E. faecium T136 en el fagémido pBluescript II SK+

Losfragmentosde restriccióndelADN total deE. faeciumP13y E. faeciumT136seligaron
en el fagémidopBluescriptlinealizado,conlos extremosplanoso cohesivosen funciónde los
ER empleadospara la digestión del ADN, en una reaccióncatalizadaporel enzimaADN-]igasa
del bacteriófago T4 y en presenciade ATP.

El tratamiento se realizó de acuerdocon el protocolodescrito por Sambrook et aL (1989),
comoseindicaacontinuación:
(1) Para cada tratamiento sepreparó la siguientemezclade reacciónen un tubo de Eppendorf:

Muestra del ADN a insertar 5,0 jI
Agua desionizada 9,0 jI
Vector linealizado (0,3 jig) 3,0 ¡11
Tampón 14ADN ligasalOx (“Promega’) 2,0it1
14 AUN ligasa(“Promega’) 1,0 ¡tI

Volumen de reacción 20,0pi

(2) Lasmezclasseagitaronsuavementepor inversiónde los tubosy se incubaronen un baño
termostatadoa150(2durante16 horas.Finalizadala incubación,las muestrasseconservaron
a -20~C hastasuempleo.

111.2.11.6. Técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

111.2.11.6.1.Fundamento de la técnicadeP(2Ry etanasde la reacción

La reacciónen cadenade la polimerasao PCR (del inglés, PolymeraseChain Reaction)

(Mulis et al., 1987), es unatécnicamuy útil en biologíamolecularya quepermiteamplificar
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hastaun millón de vecesuna secuenciadeterminadade ADN, a partir de cantidadesmuy
pequeñasdemuestraoriginal.Los productosamplificadosseanalizanmediantesuvisualización
engelesdeagarosao poliacrilamida,o biendeterminandosu secuencianucleotídica.

La técnicade PCR requiereel empleode dos oligonucleótidos(cebadoreso primeros),de
aproximadamente15-20nucleótidos,quehibridenen ambosextremosdelfragmentoaamplificar
peroen cadenasdiferentes.El ADN quecontienela secuenciaa amplificarse desnaturalizapor
calor, sehibridaconlos oligonucleótidosy se incubaconADN polimerasay desoxinucleótidos
(dNTP). Una vez producidala hibridaciónde los dos oligonucleótidosal moldede ADN, cl
enzimasintetizadosnuevascadenasde ADN extendiendocadauno de los primeros.Traseste
primerciclo se obtienenlas dos primerascopiasde la secuenciacomprendidaentreambos
primerosque serán la baseparael próximo ciclo de amplificación. Sucesivosciclos de
amplificación,quecomprendenlas etapasde desnaturalización,hibridacióny polimerización,
generanexponencialmentecopiasdelsegmentode ADN comprendidoentrelos dos cebadores.

Cuandoel ADN a amplificarestá integradoen un cromosomao en un plásmidoconviene,
antesdeañadirla ADN polimerasay de iniciar losciclos de amplificación,someterla muestraa
unaelevadatemperatura,generalmente970(2durante2 mm, con el fin de eliminar las estructuras
secundarias,las cualespodríaninterferir en losciclos posterioresde amplificacióndel ADN.

Durantela etapade hibridación, la uniónde los cebadoresa unadeterminadasecuenciatiene
lugar por la formaciónde enlaces de hidrógenoentre las basescomplementarias.El
establecimientodeestasunionesimplicaunacinéticade asociacióny disociaciónen la que, de
forma general,cuantomayoresla homologíaentrelas secuenciasy mayoresla longitudde las
mismasmayores la estabilidadde de las uniones.Esta estabilidaddependea su vez del
porcentajerelativode unionesG-C y A-T (en un enlaceG-(2 estáimplicadostresenlacesde
hidrógeno,frentea dos enel casode lasunionesA-T) y de otrosfactorescomo, entreotros, la
temperaturay la concentracióndesalenel tampónde hibridación(unatemperaturaelevadao una
concentraciónbajade sal favorecela disociaciónde las doblescadenas).Teniendoen cuenta
todos estosparámetrosse determinala temperaturade fusión del ADN, tambiéndenominada
temperaturade desnaturalizacióno temperaturamelting (Tm), quese definecomola temperatura
a la quese producela disociacióndel 50 % de las especiesbicatenarias.En el caso de
oligonucleótidoscon unalongitudinferior a 18 nucleótidos,la Tm se puededeterminara partir
de la siguienteecuaci6n(Itakuracid., 1984):

Tm = 40C (G+C) + 20C (A+fl

Cuandola longituddel oligonucleótidoestácomprendidaentre14-70nucleótidos,y siempre

queel contenidoen sodio(NaO de la soluciónde hibridaciónno excedade lM, esconveniente
calcularla Tm apartir de la siguientefónnula (Bolton cid., 1962):

Tm = 81,5 - 16,6(iog ~c=[Nal>+ 0,41 (%G+C) - (600/N)

donde,N representael númerode nucleótidosque contieneel oligonucleótido.En el casode
oligonucleótidosdegenerados,la fracciónG+C secalculaenbaseal oligonucleótidode la mezcla
conmenorcontenidoen dichafracción,por lo queenlasposicionesde ambig(iedadseconsidera
la presenciadeunaA o unaT. Cuandoen la secuenciadeloligonucleótidodegeneradoaparecen
basessustituidaspor análogos,talescomo la inosina,éstasno se tienenencuenta(Ohtsukael
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d., 1985).A partirde la Tm se puededecidirlatemperaturadehibridación(Ti), teniendoen
cuentaquecuantomás nos aproximemosal valor de la Tm, mayor serála especificidaddel
apAreamientoentrelas basesdel ADN.

Durantela etapade polimerizaciónseempleaun enzima,la ADN polimerasade Thermus sp.
(Taq),capazdepolimerizarauna temperaturaóptimade72~(2 y resistentea950(2,porlo queno
se requierela adición de enzimadespuésde cadaciclo. El tiempo de polimerizaciónse fija en
funcióndel tamañode los fragmentosquesevana amplificar.

Finalizada la polimerizaci6n, lasespeciesbicatenariassedesnaturalizana 950(2 y se inicia un
nuevociclo de amplificación.

111.2.11.6.2.Diseñode oli2onucleótidossintéticos<cebadoreso prlmeros~

El diseñodeoligonucleótidossintéticosespecíficosrequiereel conocimientode la secuencia
nucleotídicadelgeno delfragmentode ADN quesepretendelocalizar,amplificaro secuenciar.
No obstante,apartirde la secuenciaaminoacidicadelpéptidocodificadopor el genproblemase
puedediseñarun oligonucícótidosintéticodegenerado.

Al ser el códigogenéticodegenerado,todos los aminoácidos,exceptola metioninay el
triptófano,soncodificadospormásde un codon,por lo queuna mismasecuenciaaminoacídica
secorrespondeteóricamentecon másde unasecuencianucleotídica.El rangode degeneración
entre los diferentesaminoácidoses variable,siendomáximoen el caso de los aminoácidos
leucina(Leu), serna(Ser)y arginina(Arg) quepuedenser codificadospor seis codones
diferentes.La degeneraciónde los restantescodonesseproduceen la basequeocupala tercera
posición,pudiendoserla ambigtiedadenestepuntodoble(CFI’, AIG), triple (A/(2/T) o cuádruple
(A/C/Grr).

La primerafaseparael diseñode un cebadordegeneradoconsisteen examinarla secuencía
aminoacídicay escogeruna de las zonascon menosdegeneración,por lo quees conveniente
evitar aquellasregionesque contenganLeu, Ser y Arg. Una vez escogidala secuencia
aminoacídicase deducela correspondientesecuenciagenéticaa partir del código genético,
tratandosiemprede disminuiral máximo la ambiguedad,parade estemodopoderelevarlas
condicionesdeespecificidaddela hibridación.En el casode los codonescondegeneracióntriple
y cuádruplese puedeutilizar la baseuniversalinosinaenla terceraposicióndel codon,evitando
de estemodo la ambigliedad.La inosinaforma paresde basesestablesconlas cuatrobases
nitrogenadasconvencionales,siendola fuerza de apAreamientosimilar en todos los casos
(Ohtsuka etaL, 1985).Estaalternativapermitedisminuiren un tantopor cientomuy elevadola
mezclafinal de oligonucleótidos,asícomofijar con mayorexactitudla temperaturade fusión del
ADN, factorde gran importanciaparaque la hibridaciónsealo másespecíficaposible.Otro
aspectoimportantea teneren cuentaen el diseñode los cebadoreses que las tres basesdel
extremo3’ delcebadorseacoplenperfectamenteconla secuenciade ADN deinterés,por lo que
en el casode los oligonucleótidosdegeneradoses aconsejablela utilización de aminoácidoscon
pocadegeneracióny no incluir inosinaen estaregión.

111.2.11.6.3.Modalidadesdela técnicadePCR

(1) PCR específico
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En estamodalidadlos dos cebadoresqueseemplean,tantodegeneradoscomoespecíficos,
soncomplementariosal fragmentode ADN a amplificar.En el casode quela secuenciade ADN
a amplificarseala comprendidaentreamboscebadores,sedenominaPCR específicodirecto,
mientrasquecuandose amplificanlasregionescolidantesa panirde la secuenciaconocida,se
denominaP(2Respecíficoinverso. En el P(2R específicodirecto, el ADN queseempleacomo
moldeparala amplificaciónno requieretratamientoespecial,pudiendoutilizarsecomofuentede
ADN inclusoel propiomicroorganismoproductorde laproteína.EstavariantedePCResde una
granutilidad en los primerosestadiosde laestrategiade secuenciaciónde unaproteínade la cual
solamenteseconocesu secuenciaaminoacídica.En el P(2Respecíficoinverso,el ADN quese
empleacomomoldese hadecircularizarantesde someterloal procesode amplificación.

(2) PCRhemiespecifico

Enestetipo de P(2R,uno de los cebadoreses complementarioa la secuenciadel fragmento

de ADN quesepretendeamplificary el otro perteneceaun vectorde característicasconocidas.El
ADN queseempleacomomoldeparala amplificaciónseha detratarconenzimasde restricción
y, posterionnente,ligar en el vectorlinealizado.

(3) PCRanidadoo nestedPCR

Enestamodalidadseempleacomomoldede ADN el productoamplificadopreviamenteen
una reacciónde P(2Respecíficoo hemiespecíficoy, comocebadores,una parejade primeros
internoscon respectoa la posiciónde loscebadoresempleadosen la primerareacciónde P(2R.
El P(2R anidado(especificoo hemiespecifico)permiteincrementarla especificidadde las
reaccionesde amplificacióny, por lo tanto,obtenerfragmentosde ADN de mayorpureza.

111.2.11.6.4.Reaccionesde amplificacióndelADN

En las reaccionesde amplificacióndel ADN hay que teneren cuenta,por una parte, los
componentesde la mezclade reaccióny la concentracióna la quedebenser empleadosy, por
otra, la duracióny la temperaturade lastresetapasde cadaciclo de la reacciónde amplificación
(desnaturalización,hibridacióny polimerización),así como el númerode ciclos del proceso
completo.

Lasreaccionesde a¡nplificacién(100¡tI) realizadasen estetrabajose llevarona caboen un
termocicladorde ADN de “Perkin Elmer” empleandolassolucionesy tamponesdescritosen la
sección111.1.5.7. Independientementede la modalidadde PCR que se fuera a realizarse
emplearon10 pi deltampónconcentrado,6 ¡tI de Cl2Mg y 2,5 unidadesdeADN polimerasaTaq.
A partirde los dNTP comerciales(100mM, pH 7,5) sepreparóun srockcon unaconcentración
final de cadadNTP de 1,25 mM, depositándoseparaello lOitI decadadNTP en un tubo de
Eppendorfy añadiendoposteriormente760 pi de aguadesionizada.Los dNTP seemplearona
unaconcentraciónfinal de 0,2 mM y los cebadoresa unaconcentraciónfinal de 0,7 ¡dv!. En lo
querespectaal ADN molde,encadareacciónseemplearonaproximadamente150-250ng.

Paracadareacciónde amplificaciónsepreparó,en un tubo de P(2Rde 0,5 mí, la siguiente
mezcla:

dNTP (1,25mM) 16,0 ¡ti

TampónlOx 10,0 ¡a

146 PilarCo.saus1am



III. Material y Métodos

MgCI2 6,0 itl

Cebadcxts 70-80 pmoles
ADN molde 1,0 ¡u
AUN polimerasaTaq* 0,5 ¡ti
WOdes~ Hasta 100 ¡ti

Volumen total 100,0¡tI

Los tubossecolocaronen el termocicladory antesde iniciarlos ciclos de amplificaciónse
sometieronaunatemperaturade 970(2durante2 mi (*) Posteriormente,se adicionóel enzima
y, porúltimo,se añadierondosgotasde aceitemineralparaevitarla desecaciónde la muestra.A
continuaciónse iniciaron las reaccionesde amplificación,cuyas condicionesde tiempo y
temperaturafueron:
(1) Etapade desnaturalización:94

0Cdurantelmin.
(2) Etapade hibridación:40~550(2durante30 seg. Lastemperaturasmásbajasseemplearon

cuandosetrabajabaconlos cebadoresdegenerados.
(3) Etapade polimerización:720(2durante10 sego hasta3 mm,dependiendodeltamañodelos

fragmentosaamplificar.
En cadareacciónde amplificaciónserealizaronun total de35 ciclos consecutivos.

111.2.11.6.5.Visualizacióny análisisdelos oroductosdePCR

La visualizacióny determinacióndel tamañomolecularde los fragmentosamplificadospor
PCRse realizóen gelesde agarosa,comosedescribióen la sección111.2.16.2.En lasbandas
amplificadashayquetenerencuentael hechode quelos cebadorespuedenservisiblescomouna
bandade 50 pb, al ser posiblela formaciónde dimeros,o comounabandainferiordifusaque
representalos cebadoresqueno hansidoutilizadosdurantela amplificación.

Las reaccionesde PCRen las quese visualizó un único fragmentode tamañomolecular
adecuadopermitieronsu secuenciacióndirectaa partir delproductototal de P(2R; sin embargo,
en aquelloscasosen los quesevisualizómásde un fragmentofue necesarioextraerdel gel de
agarosael supuestofragmentopositivo, consideradocomotal envirtud desu tamañomolecular.
En cualquiercaso,antesde iniciar la secuenciaciónde los fragmentosde ADN, lasmuestrasse
purificaronparaeliminar impurezas,talescomo enzimas,sales,nucleótidoslibres, agarosa,
colorantes,aceites,etc.

111.2.11.7. Extracción de los productos de PCR de los gelesde agarosa

Los fragmentosde ADN de interésseextrajeronde los gelesde agarosaempleandoel kit

comercialQIAEX II Gel Extractionde “Qiagen”. La elevadaconcentraciónde salescaotrópicas
presentesen el tampónQX1 favorecela rupturade los puentesde hidrógenoestablecidosentre
los azúcaresdel polímerode agarosapermitiendola solubilizacióndel gel. Concomitantemente,
la elevadaconcentraciónde sales favorecela disociaciónde las unionesADN-proteínas
establecidasen el fragmentode ADN aextraerdelgel. La adsorcióndelADN alaspartículasde
silica del tampónQIAEX II estáfavorecidapor la altaconcentracióndesalescaotrópicasdel
tampónQXl, asícomopor el pH del mismo(<7,5). Tras centrifugar,lasmoléculasde ADN
permanecenadsorbidasa laspartículasde silica, mientrasqueen el sobrenadantese encuentran
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impurezastalescomoagarosa,proteínas,bromurode etidioy sales,por lo queestafracciónse
desecha.Posteriormente,mediantelavadossucesivosconlos tamponesQX1 y PH, seeliminan
los restosde agarosay de sales,respectivamente.

111.2.11.7.1. Protocolode extracciónde fra2mentosde ADN de los aelesde azarosa

(1) Finalizadala electroforesis,el gel sedispusosobreun transiluminadordeluz UV y, con
ayudade un bisturí, secortóla porciónde gel queconteníael fragmentodeinterés.Unavez
determinadosupeso(mg), la porcióndel gel secolocóen un tubo de Eppendorf.

(2) A continuación,se depositóun volumen(mí) deltampónQXl equivalentea 3 vecesel peso
de la porciónde gel, en elcasodequelos fragmentosde ADN tuvieranun tamañoentre100
pb y 4 Kb, y equivalentea6 vecesel pesode la porciónde gel, paralos fragmentosde ADN
menoresde 100 pb. Enel casode fragmentosmayoresde4 Kb sedepositóun volumen(mí)
deltampóncomercialQXl equivalentea 3 vecesel pesode la porciónde gel y un volumen
(mí) de aguadesionizadaequivalentea 2 vecesel pesode la porción del gel. Seguidamente,
se añadieron15 ¡ti del tampón QIAEX II y la muestrase incubó en un baño
termostatadoa500(2durante10 mm, agitandola mezclasuavementeparamantenereltampón
QIAEX II en suspensión.

(3) Unavez fundidacompletamentela agarosa,secentrifugóla muestraa 13.000rpm durante
30 segy sedesechóel sobrenadante.Elsedimentoselavó con500pi del tampónQX1 y se
centrifugóa 13.000rpm durante30 seg,traslo quesedesechóel sobrenadante.

(4) El sedimentoselavó 2 vecescon 500¡ti del tampónPE y posteriormentesecentrifugóbajo
las condicionesdescritasanteriormentey se eliminó el sobrenadante.A continuación,se
desecóel sedimentoatemperaturaambientedurante25-30mm.

(5) Paraeluirel ADN, la muestradesecadaseresuspendió,conayudade un vortex, en 20 pi de
aguadesionizada,y semantuvoa temperaturaambientedurante5 mm, enel casodetratarse
de fragmentosde ADN con un tamañoinferior a4 kb, y a 500(2durante5 mm cuandose
tratabade fragmentoscon un tamañoentre4 y 10 kb. Seguidamente,la muestrase
centrifugóa 13.000rpm durante30 seg y el sobrenadante,quecontienelos fragmentosde
ADN purificados,se transfirió a un nuevo tubo de Eppendorf,que se depositó
inmediatamenteen un bañocon hielo fundente.Finalmente,se llevó a cabounasegunda
eluciónparaincrementarla recuperación,aproximadamenteen un 10-15%. Lasmuestrasse
conservarona-2O~C hastasuempleo.

111.2.11.8. Purificaciónde los productosde PCR

La purificacióndelos productosdeP(2Rserealizóempleandounasminicolumnascongelde
sifica del/di comercialQlAquick P(2Rpurificationde“Qiagen”,basadoen un principiosimilaral
descritoen la secciónanteriory que permite,entreotras especificaciones,eliminar de las
muestraslos cebadoresno incorporados,que de otro modo interferiríanen las reaccionesde
secuenciaciónposteriores.

111.2.11.8.1.Protocolode purificaciónde losproductosde PCR

(1) A la muestraa purificarsele añadió5 vecessuvolumen(mí) de tampónPB. La mezclase
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homogeneizóy setrasvaséaunaminicolumnaacopladasobreun tubo de 2 mldecapacidad.
Tras centrifugarsea 13.000 rpm durante1 mm, se eliminó el líquido del tubo y la
minicolumnaseacoplóde nuevosobreel tubo.

(2) A continuaciónse depositaron750 ¡tI del tampónPE en la minicoluninay se centrifugóa
13.000 rpm durante1 mm. Seguidamente,se eliminó el líquido del tubo y se acopló
de nuevo la minicolumna,centrifugándoseinmediatamenteen las condicionesdescritas
anteriormente.

(3) La minicolumna se transfirió a un tubo de Eppendorfy se añadieron40-50 it1 de agua
desionizada.La muestrase incubó a temperaturaambientedurante1 mm, tras lo quese
eluyóel ADN mediantecentrifugacióna 13.000rpm durante1 miii. El eluatose transfirióa
un nuevotubo de Eppendorfe inmediatamenteseconservóa.200(2.

111.2.11.9.Ligamiento de los productosde PCR en el fagémido pBluescript II

SK+

El ligamientode productosde PR(2directamenteen vectoresde donaciónlinealizadoscon
extremosplanospuederesultarinfructuosodebido,entreotrascausas,a la actividadtransferasa
terminalde la ADN polimerasaTaq. Comoconsecuenciade dicha actividadse incorporaun
dNTP, preferentementedATP, al extremo3’ delfragmentodePCR, originándosepor tantouna
protuberancia3’ (Clark, 1988). En la actualidadsedisponede varias técnicasparaconvertirlos
extremosprotuberantesde los fragmentosde PCR en extremosplanos y. de estemodo,
posibilitarsu inserciónenel vectorde donaciónlinealizado.Unadeestasestrategiasconsisteen
tratarel productode PCRconel fragmentograndeo fragmentoKlenow de la ADN polimerasa1
de E. cok. Estapolimerasaes un polipéptidode 109 Kda codificadopor el genpatA. El
fragmentoKlenow, de 75 KDa, correspondea su extremocarboxi-terminaly conservala
actividadpolimerásicay la exonucleasa3’- 5’. La actividadexonucleasa3’ -5’ permiteeliminarla
protuberancia3’ mediantela hidrólisisdel enlacefosfodiésterdel dNTPquese incorporéen este
extremopor la actividadde la ADN polimerasaTaq. Originariamente,el fragmentoKlenowse
generabapor el tratamientode la ADN polimerasa1 con subtilisina(Jacobsen,1974). En la
actualidad,seobtieneestefragmentopor donacióndel genpatA modificadogenéticamentepara
producir la ADN polimerasa1 sin los 323 residuosaminoacidicosde su extremoN-terminal
(Joycey Grindley, 1983).

111.2.11.9.1.Tratamientodelos productosde PCR con el fragmentoKlenow de la ADN

El fragmentode PCRse tratóconel fragmentoKlenow segúnel protocolodescritopor
Sambrooketa). (1989),comoseindicaacontinuación:
(1) Para cadatratamiento sepreparó en un tubo de Eppendorf la siguientemezcladereacción:

ADN (producto de PCR) 10,0 ¡ti
FragmentoKienow(“Promega~’) 1,0 ¡tI
Tampón lOx (“Promega’) 2,5pi
dNTP (2mM> (“Pbannacia’> 1,0 ¡tI
Aguadesionizada 10,5pi

Volumen total 25,0 ¡tí
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(2) La mezclaseagitópor inversiondeltuboy seincubóa temperaturaambientedurante30 mm
para permitir la actuación del enzima

(3) A continuación,la muestrase mantuvoen un bañotermostatadoa750(2durante20 mm para
inactivarel enzimaeinmediatamentedespuéssedepositóen un bañode hielo fundente.

(4) La muestraseconcentró,comosedescribióen la sección111.2.11.4.2.2,hastaun volumen
final de 13 pi y seprocedióasuligaciónen el vectorpBluescript.

111.2.11.9.2.Li2anlientode los productosde P(2R tratadoscon el fraamentoKlenow en el

fagémidopBluescriptII SK+

Las reaccionesde ligamientose realizaronde acuerdocon el protocolodescritopor
Sambrooket al. (1989),comoseindicaacontinuación:
(1) El tubo deEppendorfqueconteníael ADN ainsertar(13 pi) sedepositéenun bañodehielo

fundentey seañadieronlas siguientessoluciones:
Vector linealizado (0,3 itg) 4,0 pi
TampónT4 ADN ligasalOx (“Promega”) 2,0 pi
T4 ADN ligasa(“Promega”) 1,0 itl

Volumendereacción 20,0pi

(2) La mezclaseagitó suavementeporinversióndeltubo y se incubóen un bañotermostatadoa
15~(2durante16 horas.Finalizadala incubación,la muestrase conservéa ~20o(2hastasu
empleo.

111.2.11.10. Técnica de secuenciacióndel ADN

La secuenciaciónesla técnicamáspoderosaempleadaparala caracterizaciónde los ácidos
nucleicos.Una vez conocidala secuencianucleotídicasedispone,en principio, de todaslas
clavesparaestudiarel papelbiológico deesefragmentode materialgenético.Los procedimientos
básicosde secuenciaciónsonel métodoquímicode Maxamy Gilbert (Maxamy Gilbert, 1977) y
el métodoenzimáticode Sangero métododidesoxi de finalizacióno terminaciónde cadena
(Sangeret d., 1977), ambosbasadosen la producciónde fragmentosde ADN de diferente
longitudqueempiezanenun puntofijo y terminanen nucleótidosespecíficos.Losfragmentosde
ADN seproducenpor acciónquímicao mediantecopiaenzimáticaa partirde un fragmentode
ADN de cadenasencilla.Finalizadaslas reaccionesdesecuenciación,los fragmentosde ADN
obtenidosseseparanporelectroforesisen gelesde poliacrilamiday, posteriormente,seobtienela
correspondienteautorradiografíaque permitela determinacióndirectade la secuencianucleotídica
mediantela lecturade la posiciónde las bandas.

Los fragmentosasecuenciarenestetrabajoseamplificaronporP(2R hemiespecífico,tanto

directocomoanidado,previainserciónen el vectorpBluescriptconvenientementepreparadopara
ello. En cualquiercaso, la parejade cebadoresutilizadaincluía uno específicodel vectory
biotinizadoen su extremo5’. Las reaccionesde PCR quepermitieronla visualizaciónde un
únicofragmentode tamañomolecularadecuadohicieronposiblesusecuenciacióndirectaapartir
del productototalde PCR; sin embargo,en aquelloscasosen los que sevisualizómás deun

fragmentofue necesarioextraerpreviamentedel gel de agarosael supuestofragmentopositivo
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(en baseal tamañomolecularcalculado).En cualquiercaso,antesde ser secuenciadas,las
muestrasse purificaronparaeliminar las impurezas,talescomoenzimas,sales,nucleátidos
libres,agarosa,colorantes,aceites,etc.comosedescribióenla sección111.2.11.8.

111.2.11.10.1.Fundamentode la técnicade secuenciacióndel ADN

Lasreaccionesde secuenciacióndeestetrabajoserealizaronmedianteel kit desecuenciación
SequenaseVersion2.0 de “USB”, basadoenel métodoenzimáticode Sanger.Estametodología
se basaen la capacidadde los 2’-3’ didesoxinucleótidos(ddNTP) de actuarcomofmalizadores
de cadena,ya queal no poseerel grupo 3’ hidroxilo no puedenformarel enlacefosfodiéster
necesarioparala incorporacióndel siguientenucleótido.De estamanera,cuandola polimerasa
introduceun didesoxinucleótidoen la cadenaqueseestásintetizandobloqueasuelongación.

La síntesisdeADN serealizaen dosetapas:en la primeraetapatienenlugarlasreaccionesde
hibridacióndelADN conlos cebadoresde secuenciación,la reaccióndeelongacióny el marcado
radiactivode la cadenade ADN quese estásintetizandoy en la segundaetapase realizanlas
reaccionesde finalizacióncon los diferentesdidesoxinucleótidos.

En la primeraetapa(fasede hibridación,elongacióny marcadoradiactivo)se disponeuna
reacciónquecontieneunacadenasencillade ADN queactúacomomolde,y quecorrespondeal
fragmentode ADN quese va a secuenciar,un cebadorde aproximadamente15-25 nucleótidos
complementariosal extremoS’de la cadenamolde,los cuatrodesoxinucleótidos(al menosuno
de ellosmarcadoradiactivamente)y la ADN polimerasaTi modificadapor ingeneriagenética
(“Sequenasa2.0”). La ADN polimerasaTi incorporapreferentementelos didesoxinucleótidosy
tieneunacapacidaddepolimerizaciónsuperioral fragmentoKlenow de la ADN polimerasade E.
cdi, pero mantieneunaciertaactividadexonucleasa.Sin embargo,en la ADN polimerasaTi
Sequenasa2.0, sehaeliminado prácticamenteestaactividadexonucleasapor ingeneriagenética.

En la segundaetapa(fasede terminación),seañadeuna alícuotade la reacciónanteriora
cadauna de las mezclasde terminación (ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP) y, de estamanera,se
obtieneen cadareacciónun conjuntode subcadenasque terminanen los puntosen los quese
incorporóel ddNTPquese usó comoinhibidorde la elongación;es decir, la posiciónde cada
desoxinucleótidoen la cadenamolde estárepresentadapor la longituddel fragmentoque ha
incorporadoel didesoxinucleótidocorrespondiente.

La reacciónde secuenciaciónha de llevarseacaboen dos etapasya quela sequenase2.0
tiene mayor afinidad por los didesoxinucleótidos(ddNTP) que por los desoxinucleótidos
(dNTP), de tal modo que si en la mezclainicial estuvieranpresentesambos,los fragmentos
sintetizadosseríanmuy cortosy sólosepodríanleermuy pocasbasespróximasal cebador.

II1.2.11.10.2.Obtencióny orenaracióndel ADN decadenasencilla

Parala obtencióny preparacióndelADN decadenasencillaapartirdelos productosde PCR
purificados,seempleóel kir DynabeadsM-280 Streptavidinde “Dynal”, quepermiteobtener
mejoresresultadosquecuandose desnaturalizael ADN por calory que, además,posibilitala
recuperacióny secuenciaciónsimultáneade las dos cadenasdel ADN, con lo que se puede
definir mejory con un margende error menorla secuenciaexactadel fragmentoa estudiar.Las
Dynabeadsson unas partículasde poliestirenocon moléculasde estreptavidinaunidas
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covalentementeasu superficiey conun átomodehierro ensu interiorqueles confierecapacidad
magnetizante.El fragmentode P(2Rquedainmovilizadoen las partículasde poliestireno,debido
a la afinidadexistenteentrelas moléculasde biotina de su extremo5, y las moléculasde
estreptavidinaconjugadasenel soportesólido.A continuación,el ADN sedesnaturalizaconuna
soluciónde NaOH0,1N y, posteriormente,mediantela utilizaciónde un separadormagnético.
seseparanlasdoscadenassencillasde ADN: unadeellas biotinizaday la otra sin biotinizar,que
en adelantesedenominaranhebrapositivay hebranegativa,respectivamente.

El procedimientoempleadose describeacontinuación:
(1) Prelavadode lasD’,,nabeads

- Sedepositaron20 pi (200 ¡tg) de las Dynabeadsen un tubo de Eppendorf,quese colocó
posteriormenteen el separadormagnéticopara eliminarel sobrenadante.

- LasDynabeadsse resuspendieroncuidadosamenteconayudade una pipetaautomáticaen
20 pi del tampónB&W lx. A continuación,secoloco de nuevoel tubo en el separador
magnéticoparaeliminarel sobrenadante.

- Finalmente,las Dynabeadsseresuspendieronen 40 it~ del tampónB&W 2x.
(2) Inmovilización del producto P(2R
- Sedepositaron40 ¡ti del productode P(2R purificadoen el tubo de Eppendorfquecontenía

los 40 ¡ti del tampónB&W 2x con las Dynabeo.dsprelavadas,y se mezclósuavemente
con una pipetaautomática.

- La soluciónse incubó a temperaturaambientedurante15 mm, en el caso de que el
fragmentoasecuenciartuvieraun tamañoinferiora 1 kb, o en un bañotermostatadoa430(2

durante30 mm cuandoel tamañodel fragmentoerasuperiora 1 kb. En amboscasos,las
Dynabeadsse hande manteneren suspensión,paraque la cadenabiotinizadadel producto
dePCRseadhieraa la estreptavidinaconjugadaal soportesólido, por lo queel tubo seagitó
suavementepormversióncada3-5 min.

(3) Lavado y desnaturalizacióndel ADN de doble cadena
- El tubo de Eppendorfque conteníael producto de P(2R inmovilizadose colocóen el

separadormagnéticoy seeliminóel sobrenadante.
- El sedimentose lavó con 40 pi del tampónB&W lx y, posteriormente,se colocóen el

separadorpararetirarel sobrenadante,asegurándosede queseeliminabapor completo.
- Finalmente,la muestraseresuspendióen 8 ¡ti de unasolucióndesnaturalizantedeNaOH0,1

M, reciénpreparaday mantenidaen hielo, y se incubóa temperaturaambientedurante10
mm, enel casodequeel fragmentoa secuenciartuvieraun tamañoinferiora 1 Kb, o durante
5 min, cuandoel tamañoeramayora 1 Kb.

(4) Separacióny recuperaciónde las doscadenascomplementariasdeADN
- El tubo de Eppendorfconel ADN desnaturalizadosecolocóen el separadormagnéticopara

separarlasdoscadenascomplementariasde ADN.
- El sobrenadante(8 ¡tI), quecontienela cadenano biotinizada(hebranegativa),se trasvasó

cuidadosamente,con ayudade unapipetaautomática,a un nuevo tubo de Eppendorfe
inmediatamentedespuéssedepositóenun bañode hielo fundente.

- El sedimento,quecontienelasDynabeadscon la cadenacomplementariabiotinizada(hebra
positiva),se lavó con50 ¡ti de la soluciónde NaOH 0,1 M y, posteriormente,el tubo de
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Eppendorfse colocó en el separadormagnéticopara eliminar el sobrenadante.A
continuación,se efectuóun segundolavadocon 40 ¡ti del tampónB&W lx del modo
descritoanteriormente.Finalmente,el sedimento(hebrapositiva)se resuspendióen 50 ¡tí del
tampónTE y seconservéa 40(2 bastasuempleo.El volumende la solución en la quese
encuentrael ADN de cadenasencillaqueseva a secuenciarha de ajustarsea un volumen
final de 7 itl~ paralo cualel tubo de Eppendorfque conteníalos 50 ¡tí del tampónTE con la
hebrapositivase dispusoen el separadormagnéticoy, traseliminar el sobrenadante,el
sedimentoseresuspendióen 7 ¡tí de aguadesionizada.

- El sobrenadante(8 pi>, que contienela cadenacomplementariano biotinizada(hebra
negativa),se neutralizócon 4 ¡ti de H(2l 0,2M y con 1 it1 de Tris HCl lM, pH 7,5. Es
importanteempleardurantetodo el procesode neutralizaciónla mismapipetaautomáticapara
asegurarseque las cantidadesrequeridasse dispensancon la máximaprecision.
Seguidamente,el ADN se precipitó,paralo cualseañadióun 10% (1,3 ¡ti) de unasolución
de acetatosódico3N, pH 7,0 y 3 volúmenes(42,9 it’) de alcohol etílico a ~200(2.Tras
agitarsesuavementepor inversión, el tubo se mantuvo a ~85oCdurante 1 hora,
centrifugándoseposteriormentea 13.000rpm y 40(2 durante30 minutos.El sobrenadantese
decantéy se desechó,mientrasque el sedimentose lavócon 1 ml de alcoholetílicoal 70%
(y/y) en aguadesionizaday se desecóa vacio durante 5 minutos.La muestradesecadase
resuspendióen 7 ¡ti de aguadesionizaday seconservéa~20oChastasuempleo.

111.2.1 1.10.3.Reaccionesde hibridacióndel ADN conloscebadoresde secuenciación

En las reaccionesde secuenciaciónde la hebrapositiva de ADN se utiliza el cebador
especificodelfragmentoa secuenciar(el mismo quesC utilizó parasu amplificaciónporP(2R o
uno interno),mientrasqueparasecuenciarla hebranegativaseempleael cebadorespecíficodel
vector(el mismoquese utilizó parala amplificacióndel fragmentopor PCR). Los cebadoresse
emplearonaunaconcentraciónfinal equimolarde 0,05 itM.

El procedimientoempleadoseindicaacontinuación:
(1) Parala secuenciacióndecadafragmentode ADN se preparóla siguientemezclade reacción

enun tubo de Eppendorf:
ADN molde(cadenasencilla) 7,0 ¡tI
Tampón sequenasade reacción5x (“USB”) 2.0 ¡ti
Cebador (0.5¡t.M) 1,0 ¡ti

Volumen total 10 it1

(2) Una vez homogeneizadala mezclasuavementecon ayuda de una pipetaautomática,se
incubéen un bañotermostatadoa 65~(2durante2 mm. A continuación,sedepositóen una
cubetaconaguaprecalentadaa650(2y semantuvoatemperaturaambientedurante20-30min
paraquedescendieralentamentela temperaturade la muestrahastaaproximadamente320<2.
Inmediatamentedespués,las muestrassedepositaronen un bañode hielo fundente.

111.2.11.10.4.Reaccióndeelongacióny marcadoradiactivocon S21

Unavez establecidoel apAreamientoentrelos cebadoresde secuenciacióny la secuenciade
ADN complementaria,se procedeala reaccióndeelongacióny marcadoradiactivodela cadena
de ADN quese estásintetizando.Antes de prepararla reacciónde elongacióny marcado
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radiactivo,se precalentaronlasmezclasde terminacióna 370C,paralo cualse depositaron2,5 ¡tí
decadaunade lassolucionescon los didesoxinucleótidos(ddATP,dd(2TP,ddGTP,ddTTP)en
cuatrotubosdeEppendorfy sesumergieronen un bañotermostatadoa 370(2•

Paraprepararla reaccióndeelongacióny marcadoradiactivoseprocediódelsiguientemodo:
(1) De la solucióncomercialdedNTP ix (“USB”) se depositaron4 gí en un tubo de Eppendorf

y se mezclaroncon 16 ¡tI de aguadesionizada.La mezclade dNTP lx sedepositéen hielo
fundente.Asimismo,se deposité1 ¡tI del enzimaADN polimerasaT7 en un tubo de
Eppendorf.sele añadieron7 L’1 del tampónde disolucióndel enzimae inmediatamentese
depositéenhielo fundente.

(2) En el tubo de Eppendorfque conteníael ADN molde hibridadocon el cebador
correspondientey quesehabíamantenidoen hielo fundentesepreparóla siguientereacción
mezclandolos reactivosquesecitan acontinuación:

Dfl’0,IM (“USB’) igl
MezcladedNTPlx 21fl
Isótoporadiactivo a35SdAT!> (“ALS”) 0,5 ití
ADNpolimerasaT7(1:1)

(3) La mezclase incubé a temperaturaambientedurante 3 mm para permitir la actuaciónde la
T4 ADN polimerasay por tanto la elongaciónde la cadenade ADN.

111.2.11. 10.5.Reaccionesde terminacióncondidesoxinucleótidos

La síntesisde ADN se fmalizaen cuatroreaccionesde terminación,empleandoencadauna
deellasuno de los didesoxinucleótidosde terminaciónde cadena(ddATP,ddCTP, ddGTP,
ddflP). Parafinalizar la elongaciónde los fragmentosqueseestánsintetizandose prepararon
las reaccionesde terminaciónconlos ddNTPdel siguientemodo:
(1) Se depositaron3,5 ¡tí de la reacciónde elongacióny marcadoencadauno de los tubosde

Eppendorfprecalentadosa370<2queconteníanlasmezclasde terminación(ddATP, ddCTP,
ddGTP, ddTTP) y, posteriormente,se continué la incubaciónde las reaccionesde
terminacióna370<2 duranteotros5 mm.

(2) Finalmente,seañadieron4 ¡tí dela solucióndeparadaacadaunadelascuatroreaccionesde
terminación.

(3) Las muestrasasí preparadaspuedenconservarseduranteuna semanaa ~20oChastasu
empleo.

111.2.11.10.6.Electroforesisen gelesde poliacrilanxida

111.2.1l.l0.6.l.Preparaciónde los pelesde secuenciación

En presenciaderadicaleslibres,quesonaportadosporel persulfatoamónicoy estabilizados
por el TEMED, losmonómerosde acrilamidase polimerizanenlargascadenas.Posteriormente,
se establecenenlacescruzadosentreellas, graciasa la N, N’-metilén-bisacrilamida,con la
consiguienteformaciónde la matriz del gel, cuyaporosidadestádeterminadapor la longitudde
lascadenasde acrilamiday porel númerodeenlacescruzados.

Seprocediódel siguientemodo:
(1) En el momentode la preparaciónde los gelesde secuenciaciónseañadieron160 ¡tí de SPA
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y 90 ¡tí deTEMEDa 80 ml de la soluciónde acrilamida(6% y/y) conurea(6M). La solución
gelificantereciénpreparadase mantuvoenun vasode precipitadoinmersoen hielo fundente
hastasuempleo.

(2) Loscristalesde secuenciaciónselavaronprofusamenteconaguajabonosay, posteriormente
conetanolal 96%. Sedejaronsecary el máspequeñose impregnéconla soluciónrepelente
de silicona “SigmacoteSL-2”; una vez evaporadoel diluyente(heptano)se repitió el
tratamiento,para garantizarqueel gel quedaraunidoal cristalgrandedespuésde la carrera
electroforética.A continuación,se acoplaronamboscristalesintercalándoseen los laterales
dos láminasseparadorasde 0,35 mm, se colocócinta adhesivaa su alrededorparaevitar
pérdidasde la solucióngelificantey sedispusieronpinzasen los lateralesque ejercieran
presióny asegurasenla correctahomogeneizacióndel gel.

(3) Se cargaronaproximadamente80 ml de la solución gelificanteen una jeringa y se
depositaronen el espacioentreamboscristales(0,4 mm),quesedispusieronligeramente
inclinadospara evitar la formación de burbujasy facilitar la operaciónde llenado.
Inmediatamentedespués,se colocaronen la partesuperiordel cristalpequeño dos peines
separadoresinvertidosqueseintrodujeron50 cm paramarcarel frente electroforéticoy se
cubrióconunaláminade plásticoadherenteparaevitarunadeshidrataciónexcesivadel gel.
El gelde secuenciaciónsedejópolimerizaratemperaturaambientedurante2-20horas.

111.2.11.10.6.2.Montajedel armazónde secuenciación

(1) En primerlugarse retiró la láminade plástico,las pinzas,los peinesseparadoresy la cinta
adhesivade la parteinferior de los cristalesy el frente se lavé profusamentecon agua
destilada.Los cristalesconel gel sedispusieronen la cubetade secuenciacióny se añadióel
tampónde electroforesisTBE lx. A continuación,se lavéel frentesuperiorconTBE para
eliminar los cristalesde ureay se dispusieronlos peinescon los dientesligeramente
introducidosen el frente,lo quepermitiódisponerde 48 pocillosparacargarlas muestras.

(2) Seguidamente,el armazónelectroforéticoseconectéala fuentede altovoltajey seprecalentó
el gel a 75 w hastaquealcanzóunatemperaturade 500(2(45-60 mm), la cualse detectó
medianteun sensoradheridoauno de los cristales.

111.2.11.10.6.3.Condicionesde la carreraelectroforética

(1) Las muestrasa secuenciarsecalentaronen un bañotermostatadoa 92~(2durante2 mm,
inmediatamentedespuéssesumergieronenhielo fundentey secargaroneael gelenel orden
ACGT, a razónde 2,5 it1 porpocillo. Es convenienteno utilizarlos pocilloslaterales,para
evitarel efectocurvaturadelgel.

(2) Se aplicó un campoeléctricode 65 W y voltaje variable(1700-2000V) quepermitió el
mantenimientode unatemperaturaóptimade secuenciaciónde 5Q0(2 Se realizóunacarrera
cortade Ihoray media,hastaqueel coloranteazul (azulde bromofenol)abandonóel gel,
paraleerla secuenciapróximaal cebador(aproximadamente120-130pb)y unacarreralarga
de4 horasparasecuenciarhasta300 pb.

l11.2.1I.10.7.Procesadodelos eelesdesecuenciacióny autorradiografía

155 Pilar Casaus1ara



HL Material y Métodos

(1) Finalizadala electroforesisse separaronlos cristales,quedandoel gel de secuenciación
adheridoal cristalgrande.El gel se sumergióen la soluciónde lavadoy fijación y se
mantuvoaproximadamente20 mm. Se sacóel cristalde la solucióny sedepositaronencima
delgel dosláminasde papelWhatmanno 1. Trasejercerunaligerapresiónsobrelas láminas,
éstasse retiraronlentay cuidadosamente,quedandoel gel de secuenciaciónadheridoa una
deellas.El gelse cubrióconuna láminade plásticoy sedeshidratéa vacioen un desecador
horizontala 800(2durante1 hora.

(2) Unavezdesecadoel gel, seretiró laláminade plásticoy seautorradiografióen un cartucho
de amplificaciónde señalradiactivaconunapelículade máximaeficaciaparala radiación
emitidapor el ~ El periodode exposiciónde la películafue variable,generalmente24-72
horas.

(3) Finalizadala exposición,la autorradiografíaserevelóen un equipoautomáticoy seprocedió
ala lecturadirectay al análisisdela secuencianucleotídica.

111.2.11.11. Anél¡sis informático de las secuencias nucleotídicas y

aminoacídicas

El análisisinformáticode las secuenciasaniinoacídicasy nucleotídicasse realizóen un
ordenadorPC de lBM, con los paquetesinformáticosPCGene(versión6,8; lntelliOenetics,
Inc., MountainView, (2alifomia) y Genetics(2omputerGroup (versión 8; University of
Winsconsin,Madison).Los programasempleadosdel paquetePCGenefueronPHYSCHEM,
SOAP (Klein et a)., 1985 y Kyte y Doolite, 1982),HELIIXMEN (Eisenbergeta)., 1984) y
PALIGN. Con el programaPHYSCHEMse calculéel tamañomolecular,la composición
aminoacídica,la carganeta(a pH 7,0) y elpunto isoeléctrico(pl) de las proteínas.Medianteel
programaSOAP se determinéel índiceGRAVY o valor promediode hidropaticidadde las
proteínas(del inglés,GrandAverageHydropathyValue), quese definecomola sumade los
valoreshidropáticosde cadaaminoácidodividido por el total de aminoácidosde la secuencia
objeto de estudio(el valor obtenidose multiplicapor 10) (Kyte y Doolite, 1982).Asimismo,
medianteesteprograma,se clasificaronlas proteínasdemembranaen periféricaso integralesy,
enesteúltimocaso,sepredijola existenciadesegmentostransmembrana(Klein eta)., 1985). El
programaHELIXMEN (Eisenbergelal., 1984)seempleóparapredecirel númerode posibles
hélicesatransmembrana(PTHs). El programaPALIGN seutilizó pararealizarlos alineamientos
de parcsdesecuenciasanúnoacídicasy establecerlos porcentajesde identidad.

Los programasempleadosdel paqueteGeneticsComputerGroup fueronFASTA, MAP,
PILEUP, ECLUSTALW, PRE¶lTYPLOTyPRETTYBOX. Medianteel programaFASTA se
establecieronlassimilitudesentrelas diversassecuenciasaminoacidicasy nucleotídicasde las
proteínascaracterizadasen estetrabajoconlasde otrasde los bancosde datosSWISS-PROT,
SWJSS-NEW,TREMBLNEW, PDB-PROTEINy PIR. El progranaMAP se utilizó para
establecerlos mapasde restricciónde lassecuenciasnucleotídicas.Los restantesprogramasse
emplearonpara realizarlos alineamientosy establecerlas homologíasexistentesentre las
secuenciasaminoacídicasdelas bacteriocinasehipéteticasproteínasde inmunidadcaracterizadas
enestetrabajoy las de otrasbacteriocinasy proteínasde inmunidaddescritashastael momento.

Lassecuenciasnucleotídicasobtenidasen estetrabajoseregistraronen el bancode datos

156 Pilar Casaus1am



FIL Material yMeúodas

GENBANK mediantela direcciónelectrónicagb-admin@ncbi.nlm.nih.gov.

!LS7 Pilar Casaus Ura



CAPÍTULO IV.

RESULTADOS



IV. Resultados

IV.1. AISLAMIENTO Y SELECCIÓN DE BACTERIAS LÁCTICAS CON

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN MEDIO SÓLIDO A PARTIR DE

EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS

La flora lácticapresenteen 8 embutidoscrudoscuradosartesanales(chorizoscaseros),
elaboradossin adicióndecultivosiniciadoresen diversaslocalidadesde la geografíaespañola,se
aisléen placasconagarMRS queseincubarona32~Cbajocondicionesdemicroaerofilia.Delas
colonias desarrolladasse preseleccionaronal azar96 de cadaembutido,todasellasde pequeño
tamaño(1-2 mm),de formaconvexa,decolorblancoy conbordeslisos.

La actividadantimicrobianaen medio sólido de las coloniaspreseleccionadasseevaluó,
medianteel métodode antagonismomicrobianodiferido por siembraen picadura,empleando
comomicroorganismosindicadoresP. acidilactici 347, Lb. sake 148 y Ls. monocytogenes

ScottA (sección 111.2.3.1). De las 96 coloniaspreseleccionadasde cada embutido,se
seleccionaronaquéllasqueprodujeronhalosde inhibición nítidosde másde4 mm de diámetro
frente a, al menos,uno de los tres microorganismosindicadores.Posteriormente,se
determinaronsu morfologíay susafinidadestintoriales,mediantela tinciónde Gram, asícomo
su actividadcatalásica.El númeroy la morfologíade las bacteriaslácticascon actividad
antimicrobianapor siembra en picaduraseleccionadasde cadaembutido, así como la
denominacióny procedenciade los mismos, se muestraen la Tabla IV. 1. Las 46 cepas
seleccionadasresultaronserGram-positivasy catalasa-negativas,si bien,constituyeronun gmpo
de morfologíavariable.

Del embutidoA, procedentede Cáceres,seseleccionaron6 cepas,4 de morfologíacocoidey
2 bacilos.De los 4 cocos,lascepasA172 y A188 produjeronhalosde inhibición muy nítidos,
condiámetrosde 6 y 9 mm, respectivamente,frentea Ls. monocyrogenesScottA,mientrasque
las cepasAl y A130 mostraronhalos de inhibición menoresy no tan nítidos frente a este
microorganismoindicador.De las2 cepascon morfologíabacilar,unade ellasinhibió alos tres
microoorganismosindicadores,si bienel diámetrode los halosfue tansolode4-5 mm, y la otra
únicamenteinhibió aP. acidllactici 347.

En el embutido AA, originario de Cáceres,se detectaron8 colonias con actividad
antimicrobiana,4 de morfologíacocoidey 4 bacilos. Delos 4 cocos,la cepaAA13 produjolos
halos de inhibición másnitidos, con un diámetrode 8-10 mm, frente a Ls. monocyrogenes

ScottA,perono inhibió aningunadelasdos bacteriaslácticasempleadascomoindicadores.1>
los 4 bacilos,la cepaAA24destacépor producirhalosde inhibiciónmuynítidos,condiámetros
de 7-10mm, frentealos tres microorganismosindicadores.

Enel embutidoB, procedentede Segovia,sedetectéunacoloniade morfologíabacilarque
produjohalosdeinhibiciónde 5 mm de diámetrofrenteaLs. monocytogenesScottAy de 4 mm
frenteaP. acidilaCdci 347.

Las 5 cepasseleccionadasdel embutidoG, originario de Sevilla, presentaronmorfología
cocoide.La cepa018destacóporel tamañoy nitidezde los halosqueprodujofrentea Lb. sa/ce

148 y P. acklllactici 347, aproximadamentede 10 y 12 mm, respectivamente;sin embargo,los
halos queprodujo frente a Ls. ¡nonocytogenesScottA fueronalgomenores.La cepas016 y
G33 sólofueronactivasfrenteaLs. rnonocytogenesScottAproduciendohalosdeinhibición de
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IV. Resultados

7 y 8 mm de diámetro,respectivamente.
De las6 cepasseleccionadasdelembutidoP, elaboradoenLeón, seidentificaron3 cocosy

3 bacilos.Las cepasde morfologíacocoideP13, P20 y P21 mostraronactividadantimicrobiana
frenteaLs. monocyrogenesScottA,produciendohalosde 8-10mm. Los bacilossóloinhibieron
débilmentealas2 bacteriaslácticasempleadascomomicroorganismosindicadores.

Delembutido5, producidoen Burgos,se seleccionaron7 cepas,1 de morfologíacocoidey
6 bacilos.La cepacocoideinhibió solamentea P. acidilncñci 347, mientrasque los 6 bacilos
fueronactivosfrenteaP. acidilacñci 347 y U. monocytogenesScottA,si bien,la cepaSl24 fue
la que produjolos mayoreshalosde inhibición.

Las 3 cepasseleccionadasdel embutidoT, originariode Burgos,presentaronmorfología
cocoideeinhibieronel crecimientode U. monocytogenesScottA.LacepaT136produjoademás
halosde inhibición nítidos, de 10 mm de diámetro,frenteaLb. sa/ce148.

En el embutido X, procedentede León, se identificaron 10 cepascon actividad
ancimicrobiana,8 de morfologíacocoidey 2 bacilos.De los 8 cocos,la cepaX13 produjolos
mayoreshalosde inhibiciónfrentea Ls. monocytogenesScottA.Los 2 bacilossólo inhibieron
débilmentealas bacteriaslácticasempleadascomoindicadores.

IV.2. IDENTIFICACIÓN Y SELECCIÓN DE BACTERIAS LÁCTICAS

PRODUCTORAS DE SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS EXOCELULARES

EN MEDIO LÍQUIDO

Las 46 bacteriaslácticasseleccionadaspor presentaractividadantimicrobianaen medio
s6lido secultivaronen caldo MRS a 320(2durante16 h y, posteriormente,seobtuvieronlos
correspondientessobrenadanteslibres de célulasneutralizadosy esterilizadospor filtracióny
sobrenadanresconcentrados20 vecespor liofilización para evaluarsu actividadantimicnítiana
medianteel métododedifusiónen agar(sección111.2.3.2), frentealos mismosindicadoresque
seemplearonparadetectarla actividadantimícrobianaen mediosólido. En la TablaIV. 1 se
observaquedelas 46 bacteriaslácticasconactividadantirnicrobianaen mediosólido, solamente
12 (9 de morfologíacocoidey 3 demorfologíabacilar)mostraronactividadinhibidoraenmedio
líquido.

Los resultadosde la actividad antimicrobianaexocelular de los sobrenadantesy
sobrenadantesconcentradosde estas12 cepasfrentea Lb. sa/ce 148, P. acidilactici347 y Ls.
monocytogenesScottA se muestranen la Tabla IV.2. Las 9 cepasde morfologíacocoide
inhibieronel desarrollode Ls. monocytogenesScottA, tantoen el sobrenadantecomoen el
sobrenadanteconcentrado,pero carecieronde actividadantimicrobianadetectablefrente a las
bacteriaslácticasempleadascomoindicadores,a excepciónde lascepas018 y Ti 36. La cepa
018resultéserlamenosactivafrentea Ls. monocyrogenesScottA,pero,porel contrario,fue la
únicaqueinhibió aP. acidilacáci347y, juntoconlacepaTl3á,aLb. sa/ce 148. En cuantoalas
cepasde morfologíabacilar,la actividadantimicrobianadela cepaB18 únicamentesedetectéen
su sobrenadanteconcentradofrente aLs. monocytogenesScottA, al igual queenel casode la
cepaS124,sibienéstamostróademásunafuerteinhibición deldesarrollode 1’. acidilactici 347,
detectabletantoen su sobrenadantecomo en su sobrenadanteconcentrado.El bacilo £424
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IV. Resultados

inhibióel desarrollode los tresmicroorganismosindicadores,tantoconsu sobrenadantecomo
consu sobrenadanteconcentrado,mostrandounamayor actividadantimicrobianafrentea 1’.
acidilactici 347.

Los resultadosobtenidosindicanque las sustanciasantimicrobianasresponsablesde la
actividadinhibidorade las 12 bacteriaslácticasseleccionadasseexcretanal medioexocelulary
que dicha actividad es fácilmentedetectadaen sus sobrenadantesy/o sobrenadantes
concentrados.Porotra parte,estosresultadossugierenquelaactividadantimicrobianaexocelular
no se debeala deplecciónde nutrientesdel medio,ni aun descensodelpH, ni ala presenciade
bacteriófagoso de peróxidode hidrógeno.

IV.3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXOCELULAR DE LAS 12

BACTERIAS LÁCTICAS SELECCIONADAS FRENTE A DIVERSOS

MICROORGANISMOSINDICADORES

Con el objetode disponerdemásinformaciónsobreel espectrode acciónantimicrobianade
las 12 bacteriaslácticasseleccionadas,se evaluóla actividadinhibidorade sus sobrenadantesy
sobrenadantesconcentrados,medianteel método de difusión en agar, frentea diversos
microorganismosGram-positivosy Gram-negativosde interésen la industriaalimentada.Los
resultadosde inhibiciónobtenidosfrente a las 20 bacteriasGram-positivasempleadascomo
microorganismosindicadoressemuestranen la TablaIV.3.

Lascepasde morfologíacocoideAl72y X13 mostraronun amplio y potenteespectrode
acción frente a la prácticatotalidadde las bacteriasempleadascomo indicadores,incluidos
microorganismosproductoresde toxiinfeccionesalimentariascomoClostrictiumperfringens,Cl.

botulinum, Ls. monocytogenesy St. aureus. Asimismo, estascepasejercieronuna fuerte
inhibición del desarrollode otras bacteriaslácticasy de microorganismospotencialmente
alterantesde los alimentoscomoPropionibacreriumspp. La cepaP20 presentóun espectrode
acciónsimilar al de las cepasA172 y X13, si bien los halosde inhibicióndetectadosfueron
menores;concretamente,en lo que respectaa la inhibición de las otras bacteriaslácticasla
actividadantimicrobianasedetectésolamenteensu sobrenadanteconcentrado.LascepasAA 13,
P13, P21 y T136 mostraronuna gran inhibición del desarrollode la mayoríade los
microorganismosalterantesy patógenosanalizados.A esterespecto,esinteresantedestacarque
lascepaT136 y P13 produjeronlos mayoreshalosde inhibición, tantoconsussobrenadantes
comocon sus sobrenadanteconcentrados,frente a las 5 cepasde la especiepatógenaLs.
monocyrogenes.A partedesupotenteactividadanti-Lisreria, estascepasinhibieronel desarrollo
de las 2 cepasanalizadasde la especiepatógenaSt. aureus y de las 2 especiesdel género
Propionibacterium.Por otra parte, aunqueestascepasinhibieronel desarrollode las especies
patógenasCL perfringensy Cl. botulinum,en la mayoríade los casosla inhibición se detecté
únicamenteen los sobrenadantesconcentrados.Lamarcadasensibilidadde los microorganismos
alterantesy patógenosa los sobrenadantesde la cepaT136 contrastacon la resistencia,o la
escasasensibilidad,quepresentaronla mayoríade lasbacteriaslácticasanalizadas.La cepaG16
mostróun espectroantimicrobianosimilar, aunqueno inhibió el desarrollode Cl. perfringens
(2E(2T376ni de CL boátulinum CECT5S1.
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IV. Resultados

Por otra parte, la cepacocoideG 18 y el bacilo AA24 mostraronactividadantimicrobiana
frente a la práctica totalidadde las bacteriaslácticas,siendolas únicasque inhibieron
marcadamenteel desarrollode Lc. cretnorzsDR 1275 y L cremorisCNRZ117. Asimismo,es
interesantedestacarque estas cepas inhibieron muy débilmentea E. faecalis EF, a
Propionibacteriumspp. y a lospatógenosLs. monocytogenesy St. aureus, pero, sin embargo,
resultaronmuy activasfrenteaCL perfringensCECT376 y Cl. botuiinum CECT551.

En lo querespectaalas cepasde morfologíabadilarBl8y S124,éstasmostraronespectros
de acciónmásreducidosy, además,la actividadantimicrobianadetectadafue muchomásdébil.
LacepaSl24 inhibiódébilmenteala mayoríadelasbacteriaslácticasanalizadas;sin embargo,la
cepaBiS sólo mostroactividad,en el sobrenadanteconcentrado,frente a Lb. fermentum
CECT9338 y P. pentosaceusFBB61. Los sobrenadantesconcentradosde la cepaS 124
inhibieronel desarrollode Propionibacreriwn spp., CL perfringensCECT376,CL borulínum

CECT551 y unade las cepasde Ls. monocyrogenes.Los sobrenadantesde la cepaB18 no
fueronactivosfrente aCl. perfringensCECT37Ey Cl. botulinumCECTS5,pero,sin embargo,
inhibieron el desarrollode Propionibacterium spp., de todas las cepasanalizadasde Ls.
monocytogenesy St. aureus.

El hechode queE. foecalis EF, 1’. pentosaceusFBB6I y Lb. fermenrumCECT9338sean
inhibidospor los sobrenadantesde 8-9 de las 12 cepasanalizadas,esdecir, por el 66-75%,
sugieresu idoneidadcomo microorganismosindicadoresen experimentospreliminaresde
aislamientoeidentificaciónde bacteriaslácticascon acitvidadantimicrobiana.Porel contrario,L.
Cretnofls CNRZ117 y Lc. cremoris DR 1275 mostraronuna marcadaresistencia,siendo
únicamenteinhibidospor lossobrenadantesde 2 delas 12 cepasevaluadas,esdecir,porel 17%
de las cepasaisladas.

Ningunadelas 12 bacteriaslácticasseleccionadasejercióactividadantimicrobianadetectable
frente a las 6 bacteriasGram-negatívasempleadascomo microorganismosindicadores
(Aeromonashydrophlla, Enterobacreraerogenes, E. ccli, Ps. Jluorescens, Salmonella

rhyphimuriumy Y. enterocolitica).

IV.4. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXOCELULAR CRUZADA DE LAS 12

BACTERIAS LÁCTICAS SELECCIONADAS E INMUNIDAD A SUS

SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS EXOCELULA RES

Paradeterminarla inmunidaddelas 12 bacteriaslácticasseleccionadasa supropia actividad
antimicrobianaexocelular,asícomoparaestablecerla resistenciao sensibilidadquedichascepas
presentabanentresí y frentea las bacteriaslácticasP. acidilactici 347, L. ladis BB24, E.

faecium L50 y Lb. sake 148, productorasde pediocinaPA-l, nisina A, enterocinasLSOA y
L5OB y lactocinaS, respectivamente,serealizóunapruebaempleandoel métodode difusiónen
agar,en la cual seemplearoncomomicroorganismosindicadoreslas 12 cepasseleccionadasy
las4 bacteriaslácticascitadasanteriormente.Los resultadosobtenidosse muestranen la Tabla
IV.4 y en basealos mismosseconcluyelo siguiente:

1) Todaslas bacteriaslácticasanalizadasson inmunesa sus sustanciasantimicrobianas
exocelulares.
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IV. Resultados

2) LascepasA172, P20y X13 poseenespectrosde acciónsimilares,no seinhibenentresí,
no inhibenel desarrollode P. acidilacticí 347 (productorde pediocinaPA- 1) y no son inhibidas
por estabacteriocina.Por todo ello, es posiblesugerirque las cepasA172, P20 y X13 sean
productorasdepediocinaPA-1

3) Las cepasAA13 y P13 muestranespectrosde acciónsimilaresy no se inhiben
mutuamente,lo quesugierequeproducenlas mismassustanciasantimicrobianas.Ningunade
ellasinhibeel crecimientodeP. acidilactici 347 ni deL. lactis BB24 (productorde nisinaA); sin
embargo,la pediocinaPA-1 y la nisinaA inhibensudesarrollo,lo cualdescartala posibilidadde
quelascepasAAL3 y P13produzcanestasbacteriocinas.Asimismo,el hechode queestascepas
inhibanaE. faeciumL50 (productorde enterocinasL5OA y L5OB) y de queseaninhibidaspor
los sobrenadantesde estacepapermiteespecularqueproducensustanciasantimicrobianas
diferentesa lasenterocinasL5OAy L5OB. LacepaGlémuestraun espectrodeacciónsimilaral
de las cepasAA13 y P13; sin embargo,estosmicroorganismosson inhibidos por los
sobrenadantesde la cepa016y éstaes,a su vez,sensiblealossobrenadantesde lascepasAA 13
y P13,lo que sugierequela cepa016produceunasustanciaantimicrobianadiferente.

4) LascepasP21 y T136 poseenespectrosde acciónsimilaresfrentea lasbacteriaslácticas
de morfologíacocoidey no se inhibenmutuamente;sin embargo,la cepaT136es másactiva
frentea las cepasde morfologíabacilary es, junto con la cepa018, la únicade lascepas
cocoidesaisladasenestetrabajoqueinhibeaLb. sa/ce 148 (productorde lactocinaS). Lascepas
P21 y Ti 36 inhibenel desarrollodeE. faeciumL50, perono el deP. acklilactici 347 ni el de L
lactis BB24. Asimismo,las sustanciasantimicrobianasdeestastrescepasinhibenelcrecimiento
de las cepasP21 y T136. De todosestosresultadosse puedeespecularque estas2 cepas
producenla mismasustanciaantimicrobiana,si bien existendiferenciascuantitativasen cuantoa
su producción.Asimismo,se puededescartarque estabacteriocinaseala pediocinaPA-1, la
rxisinaA o las enterocinasL5OA y LSOB.

5) LascepasAAI 3 y P13 inhibenel desarrollode lascepasP21 y Ti 36, y viceversa,lo que
sugiereqúe la sustanciaantimicrobianaproducidapor las cepasAA13 y P13 esdiferentea la
producidapor los aisladosP21 y T136. Asimismo, la cepa016 y las cepasP21 y T136 se
inhibenmutuamentelo quesugierequeproducensustanciasantimicrobianasdiferentes.

6) La cepa018 destacapor su potenteespectrode acciónfrente al resto de las cepas
aisladas,muysimilar al mostradoporL. lactis BB24. El hechode queno inhibaaestacepay de
que sea resistentea la nisina A sugiereque la sustanciaresponsablede su actividad
antimicrobianaesla nisinaA.

7) El espectrode accióndel baciloAA24 esconsiderablementemásamplio queel mostrado
por lasotras2 cepasdemorfologíabacilaraisladasen estetrabajoy queel deLb. sa/ce148. La
cepaAA24esinhibida por Lb. sa/ce 148 y, asimismo,estemicroorganismoesinhibidopor los
sobrenadantesde la cepaAA24, lo cual permiteconsiderarque la sustanciaantimicrobiana
responsablede suactividadno esla lactocinaS.

8) Lascepasde morfologíabacilarBiS y 5124no seinhibenmutuamente,no inhibenaLb.
sa/ce148 y no son inhibidospor la lactocina5, lo cualpareceindicarqueambascepasproducen
estabacteriocina.No obstante,estasdoscepaspresentanespectrosde accióndiferentesentresíy
aldeLb. sa/ce 148.
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1V. Resultados

IV.5. CARACTERIZACIÓN MICROBIOLÓGICA Y BIOQUÍMICA DE LAS 12

BACTERIAS LÁCTICAS SELECCIONADAS

Las 12 bacteriaslácticasseleccionadasse sometierona la mayoríade las pruebas
recomendadaspor Schillingery Lticke (1987)para la identificaciónrápidade las bacterias
lácticasprocedentesdela carney de los productoscárnicos.Los aisladosse sometierontambién
a otraspruebasbiquimicascomplementarias,recomendadaspor Weiss(1992) y Teuberet al.

(1992). Para la identificacióny clasificaciónde las especiesdel géneroEnterococcusse
realizaronademásalgunasde laspruebasclásicaspropuestaspor Schleifery Kilpper-BliuIz (1984)
y de las sugeridasporDevrieseetaL (1993).

IV.5.1. Morfología y tinción por el método de Grain

La tinciónpor el métodode Gram de las 12 bacteriaslácticasseleccionadasy su posterior
observaciónal microscopioópticoevidencióquese tratabade un grupo de microorganismos
Grani-positivosconmorfologíavariable(TablaIV.5). LascepasA172, AA13, G 16, G 18, P20,
P21, T136 y X13 presentabanmorfologíacocoidey las 3 restantes,las cepasAA24, B18 y
5124, mostraronmorfologíabacilar.Las célulascocoidesA172, P20 y X13 aparecíanenlas
preparacionesformandoparesy tétradas,mientrasquelascepasP13 y T136 formabanparesy
cadenas.En la cepa018 seobservaroncélulasaisladasy algomayores,que nuncaaparecían
formandoparejaso tétradas.Lascepasde morfologíabacilarsevisualizabangeneralmentecomo
célulasaisladaso formandocadenascortas,en el casode lascepasB18 y 8124, o muy cortas,
en la cepaAA24.

IV.5.2. Actividad cataUsica

Las 12 cepasanalizadasfueroncatalasa-negativas(TablaIV.5).

IV.5.3. Crecimiento en presencia/ausenciade oxígeno

Todaslas cepasseleccionadasse desarrollaronen caldoMRS tanto en condicionesde
aerobiosiscomo de anaerobiosisestricta,no detectándosediferenciassignificativasen el
crecimientotrassuincubacióna320Cdurante16 horas.

IV.5.4. Determinacióndel pH final de los cultivos

Los resultadosobtenidostras determinarel pH de los cultivos en faseestacionaria
desarrolladosencaldoMRS a320CsemuestranenlaTablaIV.5.Todaslascepasacidificaronel
medioenel quesedesarrollaron,haciendodisminuirsupHdesde6,2 a valoresentre4,1 y 4,6.

IV.5.5. Producciónde gas a partir de la glucosa

Ningunadelas cepasseleccionadasprodujoCO
2 apartir de la glucosa(TablaIV.5).

IV.5.6. Producciónde ácido y diacetilo a partir de la glucosa

Todaslas cepasensayadasresultaronpositivasa la pruebadel Rojo de metilo, lo que no
resultasorprendentepuestodasellasacidificanel mediode cultivo enel quesedesarrollan.En lo
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IV. Resultados

querespectaa la pruebade Voges-Proskauer(producciónde diacetilo),las cepasde morfología
cocoideT136 y P13 y el bacilo B18 resultaronpositivas,la cepacocoideG16 mostróuna
respuestadébil y el restode las cepasresultaronnegativas(TablaIV.5).

IV.5.7. Hidrólisis de la arginina
Todaslascepasexceptoel baciloAA24 dieronunarespuestapositivaa estapruebaen los

dossistemasexperimentalesempleados(TablaLvi).

IV.5.8. Producción de ácido sulflddrico

Ningunade las cepasprodujo ácido sulfhídrico en las condicionesexperimentales
establecidas(TablaIVi).

IV.5.9. Tolerancia a distintas concentracionesde cloruro sódico

Lascepasse ensayaronparadeterminarlas máximasconcentracionesde clorurosódicoque
permitíansu crecimiento(TablaIV.5). Todaslas cepasexceptoel coco018 crecieronen caldo
MRS suplementadoconun 6,5% (p/v) de NaCí.Cuandola concentraciónde NaCí seelevóhasta
el 10%, los cocosA172, P20 y X13 y el baciloAA24 se desarrollaronconnormalidad,el coco
AAl3 y el bacilo5124crecieronsólodébihnentey,por último, las restantescepasno mostraron
crecimientocuantificable.

IV.5.1O. Tolerancia a distintos valores de pH

Todaslas bacteriaslácticasseleccionadasse desarrollaronen caldoMRS cuyo pH sehabía
ajustadoa valoresde 5,0; 9,0 y 9,6; cuandoel pH seajustóa4,5, la cepade morfologíacocoide
018 fue la únicaqueno presentócrecimientocuantificable(TablaIV.5).

IV.5.11. Crecimiento a diversas temperaturas

Las 12 cepasanalizadasse desarrollarona 10 y a 37’aC. Todasexceptoel coco 018 y el
bacilo 5124mostraronun crecimientocuantificablea450C,peroningunasedesarrollóa500C.El
crecimientoa 80C se determinóúnicamenteen el casode los 3 bacilosy de las cepasde
morfologíacocoideP13y T136,resultandosercuantificableentodosellos(TablaIV.5).

IV.5.12. Patronesde fermentaciónde hidratosde carbono

La capacidadde las 12 cepasseleccionadasdefermentarlos hidratosde carbonose muestra
en la TablaIV.6. A continuaciónseindican algunosde los resultadosmásinteresantes:

1) Las 12 cepasfermentaronla ribosa, la galactosa,la D-glucosa,la D-fructosa,la D-
manosa,la N-acetilglucosaniina,la esculina,la celobiosa,la maltosa,la sacarosay la trehalosa
y, a excepciónde la cepa018, la L-arabinosa,la arbutinay la lactosa.Todaslas cepasde
morfologíacocoidefermentaronademásla amigdalinay la salicina.

2) De las 12 cepasningunafermentéeleritritol, la D-arabinosa,la L-xilosa, la L-sorbosa,el
dulcitol, el inositol, el glucógeno,el xilitol, la D-lixosa,el D-arabitol,el L-arabitol,el gluconato,
el adonitol,el Wmetil-D-xilosido,el 2-ceto-gluconato,el 5-ceto-gluconato,la D-fucosani la L-
fucosa.Además,ningunade las cepasde morfologíabacilarfermentóel glicerol,ni la D-xilosa
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IV. Resultados

ni la ramnosa.
3) Las cepasde morfologíacocoidevariaronen su capacidadde fermentarlos siguientes

carbohidratos:glicerol, D-xilosa,ramnosa,manitol, sorbitol, a-metil-D-manósido,a-metil-D-
glucósido,melibiosa,inulina, melecitosa,D-rafinosa,almidón,~gentibiosa,D-turanosay D-
tagatosa.

LascepascepasA 172,P20 y Xl 3 fermentaronla D-xilosapero no fermentaronel glicerol,
el sorbitol, el cz-metil-D-manósido,el a-metil-D-glucósido,la melecitosa,el almidón, la p—
gentibiosa,ni la D-turanosa.LascepasA172y X13 fermentaronademásla melibiosa,la inulina,
la D-rafinosa,la D-tagatosay, débilmente,la ramnosay el manito!.

LascepasAA13, 016, PB, P21 y T136 fermentaronelmanitol,la melibiosay, exceptola
cepaAM 3,el glicerol.Sinembargo,no fermentaronni la D-xilosa,ni la ramnosa,ni, exceptola
cepaAA13, el sorbitol,el a-metil-D-glucósido,el a-metil-D-manósido,la inulina, lamelecitosa,
la D-rafinosa,el almidóny la D-turanosa.La cepaT136fue la únicade morfologíacocideque
fermentéla D-tagatosa.

La cepa018fue, junto conla cepaAA13, la únicaque fermentéel almidón.Asimismo,
fermentóla melibiosa,la ¡3-gentibiosay, débilmente,el manitoly el sorbitol, perono el glicerol,
la D-xilosa, la raninosa,el a-metil-D-manósido,el a-metil-D-glucósido,la inulina, la melecitosa,
la D-turanosay la D-rafinosa.

4) Las cepasde morfologíabacilarvariaronen su capacidadde fermentarlos siguientes
carbohidratos:manitol,sorbitol, a-metil-D-manósido,a-metil-D-glucósido,amigdalina,salicina,
inulina, melecitosa,D-rafinosa,p-gentibiosa,D-turanosay D-tagatosa.

LacepaAA24 fermentétodoslosazúcaresindicadosanteriormente,exceptola p-gentibiosa.
Por el contrario,lascepasB18 y 5124no fermentaronningunode estosazúcares,exceptolaD-
rafmosay, en el casodelbacilo5124,la jl-gentibíosa.

En el esquemade identificaciónrápidade lasbacteriaslácticasprocedentesdela carney de
los productoscárnicospropuestopor Schillinger y LOcke (1987), la respuestapositiva a la
tinción de Grani, una reaccióncatalasa-negativa,la capacidadde producir gasa partir de la
glucosa,la morfología,la presenciadetétradas,el crecimientoa 10, 15 y 45<’C y la toleranciaa
un 6,5% de NaCí constituyencaracterísticasde gran valor taxonómico.Atendiendoa los
resultadosobtenidostrasla realizaciónde las pruebasindicadasanteriormentey en basea dicho
esquemaseasignótentativainenteel géneroa las 12 bacteriaslácticasaisladas:

1) Las cepasA172, P20 y X13 se clasificaroncomoPediococcusspp., debidoa su
incapacidadde producirgasa partirdela glucosa,sumorfologíacocoidey a ladiposicióndesus
célulasformandotétradas.

2) El coco 018 se clasificó comoL.actococcussp., ya que no produjo gasa partir de la
glucosa,no se observarontétradasy sedesarrolléa 10 perono a450C.

3) Las cepasAA13, 016. P13, P21 y T136 de morfologíacocoidese clasificaron
tentativamentecomo Enterococcus spp, debidoa la incapacidadde producir gasa partir de la
glucosa,la ausenciade tétradasy a su desarrolloa 10 y 450Cy en presenciade un 6,5% dc
NaCí.

4) Los bacilosAA24, Rl 8 y Sl24 se incluyeronen el grupo II del géneroLactobacillus,
(géneroStreptobacteriumdeOrIa Jenseno lactobacilosheterofermentativosfacultativos),debido
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asuincapacidaddeproducirgasapartir de la glucosay asudesarrolloa 150C.
El esquemadeidentificaciónde SchillingeryLOcke(1987) prestaunaespecialatencióna la

clasificaciónde los lactobacilos,basadafundamentalmenteen el patrónde fermentaciónde
hidratosde carbono,el desarrolloa 80Cy la hidrólisis de la arginina;así, pues,atendiendoa
losresultadosobtenidostrasla realizacióndelaspruebasindicadasanteriormentey en baseaeste
esquema,seasignótcntativamentela especiedelas3 cepasde morfologíabacilar:

4.1) La cepaAA24 se identificó como Lb. planrarum, ya que fermentéel manitol, no
hidrolizó la argininay fermentéla ribosay la rafinosa.

4.2) Las cepasBíS y S124se identificaroncomoLb. bavaricus o Lb. sake,ya quese
desarrollarona 80Cy no fermentaronel manitol,perosí la ribosay la melibiosa.Dadoqueno se
pudoasignarla especieconcretaaestascepas,en adelantesedenominaránLactobacillussp.

Enel esquemade identificaciónde los pediococossugeridopor Weiss(1992),la hidrólisis
de la arginina,la capacidadde desarrollarseapH 4,5, a45’a(2y en presenciadeun 10% de NaCí
y el patrónde fermentaciónde la ribosa, la maltosa,el almidón, la lactosa,la arahinosay la
xilosa constituyencaracterísticasde gran valor taxonómico.Empleandoeste esquemade
identificación,las cepasA172, P20 y X 13 seclasificarontentativamentecomo1’. acidilactici o
P. pentosaceus,dadoquehidrolizaronla arginina,sedesarrollaronen presenciade un 10% de
NaCí y a valoresde pH de 4,5, crecierona 450Cy fermentaronla ribosa,la maltosa,la lactosa,
la L-arabinosa,la D-xilosa perono el almidón.Hastaquese asignela especieconcretaa estas
cepaséstassedenominaránPediococcussp.

En el sistemade clasificaciónde los lactococossugeridopor Teuber et al. (1992), la
hidrólisis dela arginina,la producciónde diacetilo,la capacidadde desarrollarsea pH 9,0, a lO
y a 450C y en presenciade un 6,5% de NaCí, así comola fermentaciónde la maltosay el
almidónson característicasmuy importantesparasu identificación.Aplicando estesistemade
clasificación,la cepa018 se identificó tentativamentecomo L. ladás, ya que hidrolizó la
arginina,no produjodiacetiloapartir de la glucosa,sedesarrolléa 100Cy a un pH de 9,0, pero
no a45<aCni en presenciadeun 6,5% de NaCíy fermentéla maltosa,la galactosa,la melibiosay
la ribosa,perono la melecitosani la D-rafmosa.

IV.5.13. Pruebas complementarias para las bacterias lácticas del género

Enterococcus

Paraconfirmar la inclusiónde las cepasAAI3, G16, P13, P21 y T136 en el género
Enterococcas,serealizaronalgunasdelas pruebasselectivaspropuestaspor Schleifery Kilpper-
BUz(1984)y Devrieseeta). (1993),como la determinacióndeltipo deisómerodelácidoláctico
producido,el crecimientoen un mediode cultivo selectivoconazidasódica, la toleranciaa las
salesbiliaresy la capacidadde fermentarel manitol en presenciade NaCí. Las 5 cepas
produjeronúnicamenteel isómeroL-ácidoláctico,sedesarrollaronenel medioselectivode azida
sódicaal 0,04%,toleraronlassalesbiliares(2%) y fermentaronel manitolen presenciade un
7,5% deNaCí, lo queconfirmó suclasificacióndentrodelgéneroEnterococcus. Asimismo,la
capacidadde las cepas016, P13, P21 y T136de fermentarlaL-arabinosa,la melibiosay el
manitol, perono el sorbitol, la D-rafinosa,la melecitosa.la inulina, el almidón,el 5 ceto-
gluconato,la D-turanosa,el adonitolni la L-sorbosapermitióclasificarlastentativamentedentro
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delgrupo E. faecium.El patrónde fermentaciónde hidratosde carbonode la cepaAA13 resulté
sermuy diferenteal mostradopor las 4especiesdelgrupoE. faecium.La respuestanegativaala
pruebadeVoges-Proskauery la capacidadde fermentarla inulina, la melecitosa,la D-rafmosa,el
sorbitoly el a-metil-D-glucésido,perono el glicerol,permitióclasificartentativamentela cepa
AA13 comoE. saccharolyticus.

Debido a que algunascepasdel géneroEnterococcusposeenactividadhemolíticay/o
ureásica,las5 cepassesembraronen placasde Agarsangrey en tubosconUreaAgarBase,lo
quedemostréqueningunade ellashemolizala sangredecarneroni hidroliza la urea.

IV.6. IDENTIFICACIÓN Y FILIACIÓN TAXONÓMICA DE LAS 12

BACTERIAS LÁCTICAS SELECCIONADAS MEDIANTE EL ANÁLISIS DE 5 U

PATRÓN ELECTROFORÉTICODE PROTEÍNAS TOTALES EN GELES DE

POLIACRILAMIDA CON DODECIL SULFATO SÓDICO (SDS-PAGE)

El análisisdel patrónelectroforéticode proteínastotalesobtenidopor SDS-PAOE(sección
111.2.7) permitióestablecertaxativamentela filiación taxonómicade las 12 bacteriaslácticasa
nivel de especie.En la Figura 4.1 se muestranlos electroforegramasdigitalizadosde las
proteínastotalesde las 12 bacteriaslácticasseleccionadasen estetrabajoy de L. lactis BB24
(Cintas,1995),P. acidilactici 347 (Moreira, 1993),Lb. sake148 (Sobrino,1993) y E. faecium
L50 (Cintasela)., 1995; 1998a,b), asícomode 11 cepasdeL. 1ac~s, 9 deL. cremoris, 16 de
P. acidilactici, 13 deP. pentosaceus,‘7 de Lb. sake, E de Lb. sak-atípico,8 de Lb. plantan¿my
13 deE. faecium.Enestafigura semuestraademásel gradode correlacióny el agrupamientoen
clustersde todaslas bacteriaslácticasincluidasenel análisiscomparativo.

Los patroneselectroforéticosobtenidospermitieronestablecerla siguienteclasificación
taxonómicadelas 12 bacteriaslácticasseleccionadas:

1) Pediococcussp. A172,Pediococcussp. P20y Pediococcussp. X13 seclasificaroncomo
/>. acidilacácíA172, A acid.llacdciP20y P. acidilacticíX13.

2) L lacás018seidentificócomoL lactis subesp.1ac~s018(L lactis 018).
3> Lascepasdel grupoE. faecium,Pl3, P21, T136y 016,seclasificaroncomoE.faecium

213, E.faecium221, E.faeciumTI 36 y E. faecium-atípicoG 16.La cepaclasificadainiciamente
comoE. saccharolyricusseidentificócomoE.faecium-atlpicoAAl3.

4) Lactobacillussp. BiS y LacrobacillusspS124seidentificaroncomoLb. sake-atlpicoBiS
y Lb. sake-atlpicoS124;asimismo,seconfirméla clasificaciónde Lb.planrarum AA24.

En baseala filiación taxonómicade las 12 bacteriaslácticasy teniendoen cuenta,además,
susespectrosde acciónantimicrobianay los resultadosdelaspruebasde inmunidady actividad
inhibidoracruzada,seseleccionaronparaposterioresestudioslas cepasE. faeciumPB y E.

faeciumTl36.Estascepasmuestranun amplioespectrodeaccióny, de acuerdocon laspruebas
de actividadinhibidoracruzada,producensustanciasantimicrobianas(bacteriocina.s)no descritas
hastala fecha. Por consiguiente,a partir de estemomento,el trabajorealizadose centró
exclusivamenteen la caracterizaciónbioquímicay genéticade las sustanciasproteicas
(bacteriocinas)responsablesde la actividadantimicrobianade E. faeciumP13 y E. faeciwn
T136.
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IV. Resultados

IV.7. ESPECTRO DE ACCIÓN DE E. faecium P13 FRENTE A DIVERSOS

MICROORGANISMOS DE INTERES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Unavez confirmadala identificacióntaxonómicade la cepaPl3 comoE. faeciumP13,se
examinóla actividadantimicrobianade sus sobrenadantesy sus sobrenadantesconcentrados,
mediantela técnicade difusión en agar, frente a un gran númerode bacteriaslácticasy
microorganismosalterantesy patógenosde interésenla industriaalimentaria.Deestemodo, se
evaluósuactividadantimicrobianafrentea22 bacteriaslácticasy 22 bacteriasGram-positivas,la
mayoríade ellasalterantesy patógenasde losalimentos.

En la Tabla IV.7 se observaque la mayoríade las bacteriaslácticasempleadascomo
microorganismosindicadoresno resultaroninhibidaspor el sobrenadantede E. faeciumP13.
Así, pues,de las 11 cepasdel géneroLactobacillus, solamenteLb. curvatusNCFB2739,Lb.
fermenrumCECT933Sy Lb. sakeNCFB2714 resultaroninhibidaspor el sobrenadantey por el
sobrenadanteconcentradoy, de las4 cepasdelgénero¡‘ediococcus,únicamentefueronsensibles
P. pentosaceusFBB6I y P. pentosaceusFBB63. E. faecalis EF resultó inhibido por el
sobrenadantey por el sobrenadanteconcentrado,mientrasqueE. faeciwnL50 sólofue sensible
al sobrenadanteconcentrado.Sin embargo,ningunode los sobrenadantesde E. faeciumP13
inhibió el desarrollode Lc. cremoris, de las 4 cepasensayadasdel géneroL.actococcusy de
Micrococcusvario.nsCECT23O(M. varians CECT23O).

Por el contrario, los sobrenadantesde E. faeciumP13 mostraronun amplio y potente
espectrode acción frente a los microorganismosalterantesy patógenosanalizados.El
sobrenadantey el sobrenadanteconcentradoinhibieronel desarrollode Ls. innocuaBLS6/26,
Cl. sporogenesC22110, St. carnosusMCi y las 3 cepasanalizadasdel género
Propionibacrerium.perono fueronactivosfrente a Cl. tyroburyricumNCDO1754. En lo que
respectaal espectrode acciónfrente amicroorganismospatógenos,tantoel sobrenadantecomoel
sobrenadanteconcentradoinhibieronfuertementeel desarrollode todaslascepasanalizadasde
Ls. monocytogenesy St. aureus, a excepciónde St. aureus FR1349. Las especiesCl.

perfringensy Cl. botulinum solamentefueroninhibidaspor el sobrenadanteconcentradoy
BacilluscereusATCC9139 (fi. cereusATCC9139)resultóserel únicodelos microorganismos
patógenosresistenteala actividadinhibidoradelos sobrenadantesy sobrenadantesconcentrados
deE.faeciumP13.

IV.8. CONDICIONES EXPERIMENTALES ÓPTIMAS PARA EL

CRECIMIENTO DE E. faeciun¡ P13 Y PARA LA PRODIJCCION DE SU

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La influenciade la composicióndel medio de cultivo, de la tensiónde oxígenoy de la
temperaturade incubaciónen el crecimientoy en la producciónde la actividadantimicrobiana
exocelularde E. faeciumP13 se determinóde acuerdoa los procedimientosdescritosen la
sección111.2.9. Entodoslos ensayosseevaluóla actividadantimicrobianade los sobrenadantes
y/o sobrenadantesconcentradosde E. faeciumP13 medianteel métodode difusiónen agar,
empleándosecomomicroorganismoindicadorE.faeciumT136.
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IV. Resultados

IV.8.1. Efecto de la composición del medio de cultivo

El efectode la composicióndel mediode cultivo en el crecimientoy enla producciónde Ja
actividadantimicrobianade E. faeciumP13 se determinótrassu incubaciónen 4 mediosde
cultivo complejos(MRS, APT, BHI y TSR), enun mediosintéticoo semidefinido(MB), cono
sin suplementosespecíficos,y en aguade peptona(sección111.1.4.5). El procedimiento
empleadopararealizaresteexperimentose detallóenla sección111.2.9.1.El caldo MRS se usó
comocontrol al tratarsede un medio de cultivo complejoempleadohabitualmenteparael
desarrollode las bacteriaslácticas.

Enla TablaIV.8 seindicael crecimiento(logufc/ml) y el pH final delos cultivos,asícomo
la actividadinhibidora (Al, mm2/ml) y la actividadinhibidoraespecífica(AJE, n1m2/logufc) que
sedaectaronenlossobrenadantesde E. faeciumP13cuandosedesarrollóacróbicamenteen los
diversosmediosdecultivo a 320Cdurante16 horas.A continuaciónsemuestranlos resultados
másinteresantes:

1) E. fc¿eciumP13sedesarrollóenlos 11 mediosde cultivo empleados,si bien el gradode
acidificacióny la actividad inhibidorade los sobrenadantesfueronvariables.

2) El mínimocrecimientoseobtuvocuandoE. faeciumP13 sedesarrollóenaguade peptona

(l,4x108 ufc/ml). En estemediono se detectódescensosignificativodel pH ni producciónde
sustanciasantimicrobianas.

3> El crecimientoen mediobase(MB) fue 3,5 vecessuperior(5,2x108ufc/ml) al obtenidoen
agua de peptonay, además,se detectóun descensodel pH y la presenciade actividad
antimicrobianaen los sobrenadantes.Cuandoel MB sesuplementóconproductoshidrosolubles
procedentesde la hidrólisisde proteínasde origencárnico(peptonay proteasa-peptona),lácteo
(triptonay caseínas)o mixto (triptosa),no se detectaronmodificacionesenel pH de loscultivos
pero, sinembargo,aumentaronlos valoresde crecimientoy de actividadinhibidora(Al y ALE),
quefueronmáximoscuandoel mediobasesesuplementócon triptonao concaseínas.

4) Los cultivos en APT y MRS mostraronun pH final de 4,4 y 4,3, respectivamente,y

aunqueel crecimientofuesuperioren APT (l,7x109ufc/mlfrentea l,1x109ufc/ml), la actividad
inhibidora(Al y ALE) del sobrenadanteobtenidoconMRS fue aproximadamenteel doblede la
detectadaconel APT.

5) En los mediosBUí y TSR, la tasade crecimientode E. faeciumP13 fue similara la
obtenidacuandoestemicroorganismose desarrollóencaldoMRS, sin embargo,el pH final fue
igual o superiora5,5y no sedetectóactividadantiniicrobianaenlos sobrenadantes.

Losresultadosobtenidosdemuestranqueel caldoMRS esel mediodecultivo óptimoparael
crecimientode E. fuecium P13y parala producciónde suactividadantimicrobianaexocelular.

IV.8.2. Efecto de la tensión de oxígeno

Las bacteriaslácticasson microorganismosanaerobiosfacultativoso microaerofflicos,
siendopor tanto una característicacomún a todasellas la capacidadde desarrollarseen
condicionesatmosféricasde tensiónde oxigeno.Con objeto de determinarel efectode la
presencia/ausenciade oxígenoen el crecimientoy en la produccióndela actividadantimicrobiana
de E. fuecium P13 se procedióa su incubaciónen caldoMRS en condicionesde aerobiosisy
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IV. Resultados

Tabla IV.8. Crecimiento y producción de la actividad antimicrobiana exocelular

de E. faeciumP13 en diversos medios de cultivo2

Medio de cultivo

Parámetros

log ufc/ml pH Al (min2/ml) AJE (mm2/logufc)

Aguadepeptona 8,17 7,1

MB 8,72 4,2 1.334 153

MB+Peptona 8,84 4,3 1.511 171

MB +Proteosa-peptona 8,87 4,3 1.511 170

MB+Triptosa 8,83 4,3 1.600 181

MB + Triptona 8,98 4,3 1.772 197

MB + Caseínas 8,83 4,3 1.696 192

BHI 9.10 5,7

API’ 9,24 4,4 1.166 126

TSR 9,10 5,5

MRS 9,05 4,3 2.512 278

aTodos los cultivos se incubaron a320Cdurante16 horas. Laactividad antimicrobiana delossobrenadantessedeterminé

mediante el método de difusión en agar (sección111.2.3.2),empleando como microorganismo indicador E.faeciumT136.
Sfmbolos: pH. pH final de los cultivos; Al, actividad inhibidora: AlE. actividad inhibidora específica; ., actividad

inhibidora no detectadaempleando 50 ~fl de sobrenadante.
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IV. Resultados

anaerobiosisestrictadurante16 horas,comosedescribióenla sección111.2.9.2.Resultadosque
no se muestranpusieronde manifiestoque la incubaciónde E. faeciumP13en aerobiosiso en
anaerobiosisestrictano afectasignificativamenteasu desarrolloni ala producciónde suactividad
antimicrobianaexocelular.En basea estosresultados,todaslas incubacionesposterioresde E.

faecíumPBserealizaronen condicionesde aerobiosis.

IV.8.3. Efecto de la temperatura

Unavez seleccionadoel caldoMRS comomediodecultivo y la aerobiosiscomocondición
de tensiónde oxigeno,se procedióa determinarla influenciade la temperaturade incubaciónen
el desarrolloy en la producciónde la actividadantimicrobianaexocelularde E. faeciumPl3.
acuerdocon el procedimientodescritoen la sección111.2.9.3, se estableciósu cinéticade
crecimientoy deproducciónde actividadantiniicrobianaencaldo MRS a 4, 8, 16, 24, 32, 37 y
450C,asícomolosparámetroscinéticosde sucrecimientoaestastemperaturas.

IV. 8.3.1. Cinética del crecimiento y de la producción de actividad antimicrobiana

Enla Figura4.2 se muestrala relaciónentreel crecimiento(log ufc/ml), el pH delcultivo y
la actividadantimicrobianade los sobrenadantes(Al, mm2/ml) de E. faeciumP13 cuandose
desarrollóencaldoMRSa4, 8, 16, 24, 32, 37 y 450Cduranteperiodosde tiempovariables.En
la TablaIV.9 seindica, paracadatemperatura,el valorcorrespondienteal pH de loscultivos una
vez finalizadala incubación,así comolos valoresmáximosde actividadantirnicrobiana(Al,
n~.m2/ml) y de actividadantimicrobianaespecífica(AJE, mnv/log ufc) de los sobrenadantes.Los
resultadosobtenidosseresumena continuación:

1) E. faeciumP13manifestóun crecimientocuantificablea 4, 8, 16, 24, 32, 37 y 450C.El

valor máximode crecimiento(l,9x109ufc/ml) se obtuvotras 16 h de incubacióna 370C.A 16,

24 y 320Clos valoresmáximos(7,2x108;7,5x108 y 9,2x108 ufc/ml) representarontansoloel
38-48% del crecimientomáximo a 370Cy se alcanzarona las72, 26 y 24 h de incubación,
respectivamente.El desarrollode E. faeciumP13a 4500fue muy rápido,y el valormáximo de

crecimiento(4.0x108 ufc/ml) se alcanzóa las 6 h de incubación;no obstante,este valor
representóúnicamenteun 21% del obtenidoa 370C.A 800serequirieron20 díasde incubación

paraque el cultivo alcanzarauna poblaciónde 3,6x108 ufc/ml, que representaun 19% de la
obtenidaa3700.El desarrolloa40C fue muy lentoy tras 20 díasde incubaciónsólo se alcanzó

unapoblaciónbacterianade 1 ,Ox106 ufc/ml, que representaun 0,05% de la poblaciónmáxima
obtenidaa370C.

2) El desarrollode E. faeciumP13 a 8, 16, 24, 32, 37 y 4500 provocó un descenso
significativodelpH de los cultivos. A 8, 16, 24 y 320Celdescensodel pH fue masacusado
haciael final de la faseexponencialdel desarrollomicrobiano,mientrasque a 37 y 450Cla
acidificacióndel mediocomenzóa detectarseal inicio de la faseexponencial.El pH final de los
cultivosa 16, 24, 32, 37 y 4500 fue inferiora 5,0, detéctándoseel mínimovalor(4,2) a 3200.

Finalizadala incubacióna 8~C, el pH descendióunaunidadconrespectoal pH incial (6,2) y a
400 el pH no descendiósignificativamente,ni siquieratras la incubacióndel cultivo durante20
días.
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Tabla IV.9. Parámetros cinéticos del crecimiento, pH
antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 desarrollado
diversas temperaturas

final y
en caldo

actividad
MRS a

45

1,46

Parámetrea 4 8

Temperatura de incubación (0C)

16 24 32 37

0,01 0,02 0,18 0,58 0,85 0,90

69,30 34,65 3,85 1,19 0,81 0,77 0,47

gfh 0,01 0,03 0,26 0,84 1,23 1,30 2,12

pH 6.0 5.0 4.7 4.5 4.2 4.3 4.4

Al 0 0 1,334 1,334 1,695 1,334 1,234

AlE 0 0 154 150 190 148 143

~i, velocidadespecíficade crecimiento (10); td, tiempo de duplicación (h); g/h, número de generacionespor hora; ph,
pH final dejos cultivos: ajos 20 díasdeincubación a4 y ST, a las 72 horas a 1 60C, a las 48 horas a 24. 32 y 370Cy Iras
24 horas a 450C; La actividad antimicrobiana de los sobrenadantessedeterminé mediante el método dedifusión en agar
(sección 111.2.3.2).empleando como microorganismo indicador E. faecium T136; Al, actividad antimicrobiana máxima
del sobrenadante(n’.m2/ud); ME, actividadantimicwbiana específicamáxima del sobrenadante(mtú2/log ufc).
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3) La actividadantimicrobianaexocelularsedetectóa16, 24, 32, 37 y 4500,siendomáxima
a 320C(1.695 mm2/ml). La actividadinhibidoramáximaa 16, 24 y 370Cfue idéntica(1.334
mm2/ml) y representó un 79% del valor máximo obtenido a 3200. A 450C, la
actividadantinúcrobiana máxima fue algo menor(l.234 mm2/ml), lo que representa un 73%de Ja
detectada a 3200. A 1600 la actividad inhibidora comenzó a detectarse hacia la mitad de la f~
exponencial; a 24, 32 y 3700 al fmal de la misma y a 45~C cuando el cultivo había entrado en fase
estacionaria. A 160C la actividad inhibidora comenzó a detectarse cuando el pH descendió a 5,7,
y a 24-320Cy 37~450Ccuando el pH fue inferior a 5,5 y a 5,0, respectivamente.

4) A 160C la actividad antimicrobiana se mantuvo constante durante las 72 h de incubación;
sin embargo, a medida que aumentaba la temperatura de incubación se detectó una degradación

paulatina de la actividad inhibidora. Así, por ejemplo, tras 30 h de incubación a 24, 32 y 3700
los sobrenadantes presentaron, respectivamente, el 85, el 68 y el 65% de su actividad
antimicrobiana máxima. A 4500 la actividad antimicrobianacomenzóa desaparecermuy
rápidamente-a las 11 h ya se detectó únicamente el 35% de la actividad antimicrobiana máxima-
y tras 13 h de incubación no se cuantificó actividad en el sobrenadante.

Teniendo en cuenta estos resultados y los valores de actividad inhibidora específica que de
ellos se derivan, se estableció que 3200 es la temperatura óptima para el crecimiento y para la

producción de la actividad antimicrobiana de E. faeciumPl 3.

IV. 8.3.2. Parámetros cinéticos del crecmuento microbiano

A partir de las gráficas de crecimiento mostradas en las Figura 4.2, y considerando
únicamente la fase exponecial del crecimiento, se obtuvieron las correspondientes rectas de
regresión, a partir de las que se determinaron los parámetros cinéticos del crecimiento
microbiano. En la Tabla IV.9 se indican los valores correspondientes a la velocidad específica de

crecimiento GO. al tiempo de duplicación (td) y al número de generaciones por hora (g/b) a las
diferentes temperaturas ensayadas. Como puede observarse, a medida que se incrementa la
temperatura de incubación aumentan la velocidad específica de crecimiento y el número de
generaciones por hora y disminuye, por tanto, el tiempo de duplicación. Los tiempos de
duplicación de los cultivos a 24, 32, 37 y 4500 fueron de 1,19; 0,81; 0,77 y 0,47 h,
respectivamente; es decir, a estas temperaturaslas velocidadesde crecimientofueron
relativamente altas, mientras que a 4, 8 y 1600 se requirieron 69,30, 34,65 y 3.85 h,
respectivamente, para que se duplicase la masa celular de los cultivos.

IV.9. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LA ENTEROCINA P DE E.

faeciumP13

IV.9.1. Estabilidad físico-química de la sustancia antimicrobiana exocelular de

E. faeciumP13 parcialmente purificada

La naturalezay la estabilidadfísico-químicade la sustanciaantimicrobianaexocelularde E.

faeciumP13 se determinaronsometiendosussobrenadantesy/o sobrenadantesconcentradosa
diversostratamientosenzimáticosy térmicos,a diferentesvaloresde pH y aun almacenamiento
prolongadoa variastemperaturas,aplicandola metodologíadescritaen la sección111.2.10.1.
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Finalizadoslos tratamientos,se determinéla actividadinhibidora (Al, mnvfml) de los
sobrenadantesy, en algunoscasos,la actividadinhibidoraresidual(AiIR, %), mediantela t&nica
de difusión en agarempleandocomomicroorganismoindkadorE.faeciumT136.

IV. 9. 1. 1. Efectodediversosenzimasproteolíticos.Llucolíticos y linoiíticos

La sensibilidadenzimáticade la actividadantimicrobianaexocelularde E. faeciumpl 3 se
determinótratandoalícuotasde sus sobrenadantescon diversosenzimasproteolíticos,
glucolíticosy lipolíticos. Los resultadosobtenidosfueronlps siguientes:

1) La actividadantimicrobianaexocelulardeE. faeciumPl3desapareciópor completodelos
sobrenadantestrassu tratamientocontodoslos enzimasproteoliticos(tripsina,papaína,pepsina,
proteasaII, proteasaVI y proteasaX1V).

2) Los enzimaslipolíticos (lipasa1 y lipasaVII) y el enzimaamilolítico a-amilasano
modificaronla actividadantimicrobianaexocelular,cuantificándosehalosde inhibición conun
diámetroigual alos producidosporel sobrenadanteal queno seafladióenzima

Estosresultadosindicanque la actividadantimicrobianade E. faeciumP13 sedebea un
compuestoexocelularde naturalezaproteica(bacteriocinaP) cuya actividadbiológicano está
mediadaporcomponenteslipidicos ni hidrocarbonados.

IV .9.1.2.EfectocombinadodelpHy de la temperatura

El efectocombinadodel pHy de la temperaturaenlaactividadinhibidoradeE. faeciumPl3

se determinóajustandoel pH de los sobrenadantesa valoresentre2 y 11 y manteniendolas
muestras a 2500 y a 40C durante24 h. Una vez determinada la actividad inhibidora (Al) de los
sobrenadantes, se calcularon los correspondientes valores de actividad inhibidora residual (MR.
%) y se confeccionó el histograma que se muestra en la Figura 4.3, en el que se observa lo

siguiente:
1) Independientemente de la temperatura de incubación, la máxima actividad antimicrobiana

(2.690mmZImla 400y 2511 mm2/ml a 250C ) se detecté a valores de pH de 4 y 4,7.
2) A valoresde pH inferiores,la actividadantimicrobianaresidualdetectadafue similar a

ambas temperaturas y representó el 53-57% (a temperatura de refrigeración) y el 56-60% (a
temperatura ambiente) del valor máximo obtenido a 40C y pH de 4 ó 4,7. Por el contrario, a
valores de pH entre 5 y 11, la actividad antimicrobiana se mantuvo más estable a temperatura de
refrigeración, detectándoseel 70% (1.927 mm2/ml) de la actividad máxima, frente al 43-54%
(1.164-1474 mm2/ml) cuando las muestras se incubaron a temperatura ambiente.

De estos resultados se deduce que la sustancia antimicrobiana de E. faeciumP13 conserva su
actividad en un amplio rango de pHs, tanto a 4 como a 250C, si bien, es más estable cuando el

pH se ajusta a 4 y 4,7 y se mantiene a temperatura de refrigeración.

IV. 9. 1.3. Estudio de la termorresistenciaa pH ácido y neutro

La terrnorresistencia de la actividad antimicrobiana exocelular de E. faeciumP13 se
determiné exponiendo sus sobrenadantes concentrados, con el pH ajustado a 4,5 y a 7,0, a
vanas temperaturas.

La cinética de termorresistencia de la sustancia antimicrobiana de E. faeciumP13 a
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Figura 4.3. Efecto combinado del pH y de la
temperatura (n 4 ya230C ) en la actividad antimicrobiana
del sobrenadante libre de células de E. faeciumPl 3.
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80,100,121,135 y l5O0Cse muestraen laFigura4.4. Los resultados más interesantes se indican
acontinuación:

1) El tratamientode los sobrenadantesconcentradosa 80 y a 10000durante60 minutos
únicamente redujo su actividad antimicrobiana un 11-42% (a pH4,5) y un 7-40% (a pH7,0).

2) Cuandola temperaturade calentamientoascendióa 12100,tras 15 minutosdeexposición
los sobrenadantes concentrados de pH 4,5 mantuvieron aún el 42% de su actividad
antimicrobiana, mientras que los sobrenadantes concentrados de pH 7,0 mostraron únicamente
el 16%.

3) Al aumentar la temperatura de calentamiento a 13500se observó que tras 6 minutos de
tratamiento las actividades antimicrobianas residuales fueron del 45% (a pH 4,5) y de tan sólo el

12% (a pH 7,0). A 15000, la actividad inhibidora residual de los sobrenadantes concentrados de
pH 4,5 fue del 22% después de 6 mm de tratamiento, mientras que en el caso de los
sobrenadantes concentrados de pH 7,0, a los 3,5 minutos no se detectó actividad inhibidora.

A partir de las gráficas de termorresistenciade la actividad antimicrobianaexocelularde E.

faecíumP13 se calcularon, asumiendo una cinética de primer orden, los parámetros cinéticos de
su inactivación térmica. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla IV. 10, en la que se
observa que se requirieron 40, 20 y 9 minutos a 121, 135 y 1500C, respectivamente, para que
disminuyese un 90% la actividad antimicrobiana los sobrenadantes concentrados de pH 4,5; sin
embargo,losvaloresD de lossobrenadantesconcentradosde pH 7,0 fueronconsiderablemente
inferiores,ya quesólo se necesitaron16, ‘7 y 2 minutosa 121, 135 y l50~C, respectivamente,
para que la actividad antimicrobiana se redujera a un 90%. En lo que respecta a los valores Z,
éstosfueronde 3000en lasmuestrascuyo pHsehablaajustadoapH 4,5 y de 2300a pH 7,0.

En base a estos resultados se puede afirmar que la sustancia antimicrobiana exocelular de E.
faeciumP13 posee una elevada termorresistenciaa 80, 100, 121, 135 y l50~C y que dicha
termorresistencia es pH-dependiente y considerablemente superior a pH 4.5.

IV. 9.1.4 Efecto del almacenamiento a distintas temperaturas y pHs

La actividad antimicrobiana residual de los sobrenadantes de E. faeciumP13 con el pH

ajustado a 4,5 y 7,0 se determinó después de estar almacenadas durante 12 meses a ~200Cy 3
meses a 4, 8 y 25~C. El efecto que el almacenamiento a estas temperaturas ejerció en la actividad
antimicrobiana se muestra en la Tabla IV. 11. Los sobrenadantes mantenidos en congelación, a
pH 4,5 6 7,0, mostraron una actividad inhibidora residual del 98 y del 95%. respectivamente.
Asimismo, los sobrenadantes de pH 4,5 almacenados a 4 y a 800 perdieron sólo un 5 y un 12%
de su actividad antimicrobiana inicial, respectivamente, mientras que en los sobrenadantes de pH
7,0 la reducción fue del 12 y del 17%. Por otra parte, el almacenamiento de los sobrenadantes a
temperatura ambiente durante 3 meses provocó una pérdida de su actividad antimicrobiana pero,
a pesar de ello, los sobrenadantes de pH 4,5 y pH 7,0 mantuvieron el 68 y el 32% de su
actividad antimicrobiana original, respectivamente,.

Los resultados obtenidos demuestran la estabilidad de la sustancia antimicrobianade E.
faeciumP13, especialmente a pH ácido, durante almacenamientos prolongados a temperaturas
de congelación y de refrigeración y a temperatura ambiente.
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Tabla IV.1O. Parámetros cinéticos de termodestrucción de la actividad
antimicrobiana exocelular del sobrenadanteconcentrado de E. faeciumPl 3

pH del sobrenadante
concentrado

Temperatura (0C)

100

4,5

306
121
135
150

100
121
135
150

7,0

235
40 16
20

9
7
2

163212
28 11
14 5

6 1,5

30 23

al>, tiempo necesariopara disminuir en un 90% la actividad antimicrobiana inicial a una temperatura determinada; t
112,

tiempo necesariopara que la actividad antimicrobiana inicial se reduzca en un 50% a una temperatura determinada; Z,
temperatura en

0C requerida para disminuir el valor Denun 90%.

Tabla IVil. Efecto del almacenamiento a diversas temperaturas en la actividad
antimicrobiana exocelular de E. faec¡ump¶

Actividad antiniicrobiana
residualdel sobrenadante(%)

Temperatura (0C) 4,5

-20

4

8

98

95

88

25 68

7,0

95

88

83

32

Parámetroa

D (min)

t
112 (min)

Z(~)

aLaactividad antimicrobiana residual de los sobrenadantes(MR. %)se determiné despuésde 3 mesesde almacenamiento

a 4, 8 y 25
0C y tras 12 mesesa -200C. mediante el método de difusión en agar, empleando como microorganismo

indicador E. facium T136.
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111.9.2. Modo de acción de la sustancia antimicrobiana exocelular de E. faeeium

PU parcialmente purificada frente a Ls. monocytogenes ScottA

El efectode la adiciónde 0,5 y lml de sobrenadanteconcentradode E. faecium1>13 en el
crecimientode Ls. inonocytogenesScottA se muestra en la Figura 4.5, en la que también se
muestra, como control, el efecto de la adición de 1 ml de sobrenadante concentrado de
P.acidilactici 144. El sobrenadanteconcentradode P. acidiloctici 144 no afectóla viabilidad del
microorganismo indicador, mientras que la adición de 0,5 ó 1 ml de sobrenadante concentrado de
E. faeciumP13 provocó un rápido descenso del número de unidades formadoras de colonias,

reduciendo drásticamente la población bacteriana inicial (3,7x105 ufc/ml) en un 81%, es decir, a

7x104 ufc/ml, cuando tan sólo habían transcurrido 45 mm de incubación. A las 4 horas de
incubación, la población bacteriana residual del cultivo al que se hablan adicionado 0,5 ml de

sobrenadante concentrado era de 1 ,9x104 ufc/ml, es decir, el 5,1% de la población inicial, lo que
equivaleaunareduccióndel94,9%; sinembargo,la poblaciónbacterianaresidualdelcultivo al

quese hablaafiadió 1 ml de sobrenadanteconcentradoeratansólo 7,7x103 uit/mi, lo que
representael 2,1% de la poblacióninicialy, por tanto, unareducciónde la mismadel 97,9%.
Transcurridas 8 horas de incubación, la población residual del cultivo al que se adicionaron 0,5

ml de sobrenadante concentrado (6,9x1(M ufc/ml) representaba el 18,6% de la población inicial,

mientras que en el caso de la adición de 1 ml de sobrenadante concentrado representaba

únicamente el 3,8% (1,4x104 ufc/ml). Asimismo, finalizado el tratamiento, la población
bacterianade los cultivos a los que seañadieron0,5 y 1 ml de sobrenadanteconcentrado
representó un 0,03 y un 0,007% de la población final de Ls. rnonocytogenesScottAen el

cultivo control(2,0x108ufc/ml).

111.9.3. Purificación a homogeneidad de la sustancia antimicrobiana exocelular

de E. faecium PB

La purificación de la sustancia antimicrobiana se llevó a cabo a partir del sobrenadante libre

de célulasobtenidopor centrifugaciónde 1 litro de cultivo de E. faeciumPl 3 (inóculo del
0,005%)desarrolladoen caldoMRS a320Cdurante16 horas.En primerlugarseprecipitaronlas
proteínasdel sobrenadantecon sulfato amónicoy, posteriormente,se aplicaronlas técnicas
cromatográficasde filtración en geles, intercambiocatiónico, interacciónhidrofóbicay
cromatografía de fase reversa(FPLC), según el protocolo descrito en la sección 111.2.10.3.2. La
actividadantimicrobianade lasfraccionesobtenidasduranteel procesode purificaciónse detectó
y secuantificómedianteun ensayoen placasmicrotituladoras(sección111.2.10.3.4),empleando
como microorganismo indicador E.faeciumTI 36.

El esquema de purificación de la sustancia antimicrobiana exocelular de E. faeciumPl 3 se
muestra en la Tabla IV. 12, en la que aparecen, entre otros parámetros, el incremento de la
actividad antimicrobiana específica y la recuperación de la actividad antimicrobiana en cada una
de las etapasdel procesode purificación. La actividadantimicrobianainicial detectadaen el
sobrenadancelibre de células(fracción1) fuede 455 UB/ml. La precipitaciónde lasproteínasdel
sobrenadantecon 500 gIl de sulfatoamónicopermitió concentrarla sustanciaantimicrobianaen
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un volumen de 120 ml (fracción II) con una recuperación del 99% y un incremento de la
actividad antimicrobiana específica de 8 veces, con respecto a la actividad antimicrobiana del
sobrenadantelibre de células.La fracciónII secromatografióa continuaciónen columnasde
filtración en geles (Sephadex G-25), pues de otro modo resultaba infructuosa la subsiguiente
cromatografíade intercambiocatiónico.El eluatorecogido(fracción III) mostróunaactividad
antimicrobianaespecífica8 vecessuperiora la delsobrenadantey unarecuperacióndel 77%. La
fracciónIII se aplicóa una columnade intercambiocatiónico(SP-Sepharose)y tras la elución
con50 ml de unasolución1M deNaCíen tampónNaPseobtuvola fracciónIV, la cualpresentó
unaactividadantimicrobianaespecífica106 vecesmayorquela original y unarecuperacióndel
61%. Estafracciónse aplicó a unacolumnade interacciónhidrofóbica(Octyl-SepharoseCL-
4B), eluyéndosecon 10 ml de unasoluciónde alcoholetílicoal 70% (y/y) la fracciónV, cuya
actividadantimicrobianaespecíficaera3.657 vecesla originaly cuyaactividadantimicrobiana
total representaba el 90% de la detectada en el sobrenadante. Seguidamente, la fracción y, eluida
de la columnade interacciónhidrofóbica(PepRPCHR5/5), seaplicó a unacolumnade fase
reversa,integradaen un equipode cromatrograflalíquida rápidade proteínas(FPLC). En la
Figura4.6 semuestraelcromatograniaobtenido,enelqueseobservanal principio de laelución
unassustanciasqueno mostraronactividadantimicrobianay que,probablemente,corresponden
a componentesdel medio de cultivo. Cuandoel gradientede elución alcanzóun 35% de 2-
propanol,comenzóa eluirun picoconactividadantimicrobiana,cuyaeluciónterminócuandola
concentraciónde 2-propanol fue de, aproximadamente,un 37%. Las fraccionescon actividad
antimicrobiana(fracciones15 y 16) se mezclarony serecromatogafiaronen la mismacolumna
bajosimilarescondiciones,obteniéndoseel cromatogramaquesemuestraen laFigura4.7, enel
que se observaun único pico de absorbanciaa 254 nm (fracción 8), que eluyó a una
concentraciónde 2-propanoldel 29-30% y quemostróunaactividadantimicrobianatotal de
129.162UD. La actividadantimicrobianaespecificadeestafracción(fracciónVI, TablaIV.12)
fue de 1.845.171 UB, esdecir, 115.323vecessuperioraladelsobrenadantelibredecélulas,y
representóúnarecuperacióndel28%de la actividadantimicrobianaoriginal.

A juzgarloscromatogramaobtenidos,la proteínaconactividadantimicrobiana(bacteriocina
1>) producidapor E. faeciumP13 estabapurificadaahomogeneidad,por lo queseprocedióa
determinaríaconcentraciónde proteínade la muestrapurificada(fracción VI, TablaIV.12),
segúnel procedimientodescritoenla sección111.2.10.3.5.LaconcentracióndebacteriocinaP en
la muestrafue de 26,4 ¡xg/ml y, por tanto, la cantidadtotal de bacteriocinaobtenidatras el
procesode purificaciónfue de 26,4j.tg.

111.9.4. Composiciónaminoacídicade la bacteriocinaP

El análisiscomparativode los cromatogramasde los hidrolizadosácidosde la muestrade
bacteriocinaPdeE. faecium1>13 purificadaahomogeneidad(FracciónVI, TablaVI.12) y de los
aminoácidospatrón,ambosobtenidosmediantecromatografíade intercambiocatiónico(HPLC),
permitió determinarla composiciónaminoacídicade la bacteriocina1> quesemuestraen laTabla
IVA 3. Debido a la hidrólisisácidaa la quese sometela muestra,el triptófanono se puede
detectarya que se destruyey, por otra parte,la asparraginay la glutaminase hidrolizan,
originándoseácido aspárticoy ácido glutámico,respectivamente,por lo que no se puede

193 Pilar CasausLara



IV.
R

esultados

QN
r-

—
O

Q
N

r-.
SC

QN
tN

—
0

0
00

—
SC

en
e

n

S
C

O
‘O

—
—

e
n

en
—

—
—

t-..
Ir>

—
—

00Ir>
oc

e
n

Ú
O

Ú
O

Q
N

—
O

—
O

Ir
Q

N
O

—
‘O

d
4

Ir
Ir>

O
en

CNI
—

e
-

rl

Q
N

<
N

l
en

en
e-

en
<Nl

o
oen

—
(Nl

2e
a

cd
O

~

ou1o4
-

cdou~e.—
.—

o
s

uo

00a.>

‘oecda.>
‘eCdcdS

u

o‘o

e
-

O
.

e-.

O
O

ir>
—

ou‘ocduo00cd
u

cdu‘o44~4
oa‘0es.54>cd‘-4cdS

u
1

-

ua>‘e00
L

v
cd

~

O
s
..

‘Ocd
,-~

1—8-e

u

a.>

u
‘e

uu

.~u-<

cd

.0
eN

1
-

o<aa.>

0..E“.5c
j
t1..oO

s
cdPCPCo6O

s

Leu4>uo4>cduu
¡

e1~e
j

4
-
uucdcaucd4
-

enencd4)

PCu‘o~
0‘ucaLe

0..cd0

u
u

.~
.~

uu
—

‘Q
n

t
s

—
u

E
~u

oE
”

u

S
~

É

u
tu

2ca
.~

.~
0

~

~
M

a

z
e

—
a

~
.~

~

S
u

co~
‘-

0O
—

‘~
1-

5>

=
u

—
ucl,

o
.~

.~
.~

.2
“a

u
~

cj
~

,s
~

.~
.~

~a
a

194
PilarC

asaus1am



IV. Resultados

¿

eso

z

o
Q

Q

7
70

-60

- 50

‘o
<Nl

0.2

40

oz
30 0~

o

rl

20 ~

10

o

Figura 4.6. Purificación de la sustancia antimicrobiana exocelular de E.
faecium P13 por cromatografía de fase reversa (FPLC) de la fracción
procedente de la columna de interacción hidrofóbica (fracción V; Tabla
IV.12). Las fracciones con actividad inhibidora (fracciones 15 y 16) se
mezclaron y se recromatografiaron bajo condiciones similares.
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determinar con certeza el número total de residuos polares sin carga neta o con carga neta
negativa. Los resultados más interesantes se indican a continuación:

1) Se reconocela existenciade unamoléculaproteica(bacteriocinaP) de 37-41 residuos
aminoacídicos,delos cuales6 residuos,esdecirel 15-16%, son glicina, 12-15residuos,esdecir
el 32-36%dela molécula,correspondenaaminoácidosapolaresy 19-20 residuoscorresponden
aaminoácidospolares(49-51%).

2) En cuantoa los aminoácidosapolares,se detectala presenciade los aminoácidos
alifáticosalanina(4), isoleucina(2), leucina(2), valina(2) y prolina(0-1); asimismo,esposible
quela moléculacontengael aminoácidosulfuradometionina(O-1)y los aminoácidosaromáticos
fenilalanina(0-1)y tirosina(2).

3) Dentrodelos aminoácidospolaresseencuentran3 ó 4 residuosconcarganetapositivaa
pH 6,0-7,0, entrelos quese incluyenla arginina(1 residuo),la usina(2) y, probablemente,la
histidina(1) y, al menos,8 residuossin carganetaa pH 6,0-7,0. Los restantes8 residuos
correspondena aminoácidosconcarganetanegativao sin carga(4 residuosdeAsx [AsplAsn]y
4 residuosde(lix [Glu/Gln]).

111.9.5. Secuenciaaminoacídica de la bacteriocina P

La degradacióndirectade Edmanpermitió determinarla secuenciade 43 aminoácidosdel
extremoN-terniinalde la bacteriocinaPpurificadaa homogeneidad(Figura4.8). La molécula
presentala secuenciaTyr-Gly-Asn-Gly-Val, entrelas posiciones5 y 9, que es idénticaa la
secuenciaconsensocaracterísticade lasbacteriocinasde la claseII del tipo pediocina(sección
11.4.1). Los aminoácidoscorrespondientesa las posiciones15, 17, 34 y 36 no pudieron
determinarsecon certeza,aunqueprobablementecorrespondena lisina (Lys15), triptófano
(Trp17), glicina(Gly34) y alanina(Ala3á). Asimismo,no pudo identificarseelaminoácido
correspondientea la posición 1 (Xaal). Aunque no se pudo establecerconcerteza,esposible
quela moléculacontengaun últimoresiduoen posición44, que corresponderlaal aminoácido
histidina(His44).

A partirde estosresultadosseobtuvo lacomposiciónaminoacídicade la bacteriocinaP que
se muestraen la TablaIV. 13. Con respectoa los 8 residuossin carganetao con carganeta
negativa(4 Asxy 4 Glx) detectadosporhidrólisisácida,la degradaciónde Edmanmostróquela
bacteriocinaposee2 residuosde ácidoglutámico(01u22y Glu25)y 5 residuosde asparragina
(Asn7, Asnl2, Asnl3, Asnl9 y Asn26),pero quecarecede ácido aspárticoy de glutamina.
Teniendoen cuentala presenciadel residuode histidinaenel extremoC-terminal,la bacteriocina
1’ estaríaconstituidapor 44 aminoácidos,lo cualconcuerdaconel númerode residuosdeducido
de la composiónaminoacídicaobtenidaporhidrólisisácida(41 residuos),si a estevalor se le
sumanlos tresresiduosde triptófanoobtenidospordegradacióndeEdman. Elanálisisdevarias
muestrasde bacteriocinaP,medianteespectrometríademasas,no permitiódeterminarsu masa
molecular.

La secuencia aminoacídica del fragmento N-terminal de la bacteriocina P, producida por E.
faeciumP13, se comparócon las secuenciasde otrasbacteriocinasde los bancosde datos
SWISS-PROT,SWISS-NEW, TREMBLNEW, PDB-PROTEINy PIR, no encontrándose
identidadconningunade ellas.Así, pues,labacteriocinaP, producidapor E. faeciumP13, es
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Tabla IV.13. Composición aminoacídica de la enterocina P de

E. faecium P13

Númeroderesiduos

Aminoácido Contenido(pmol)

Asx 5

Ala 5
Mg 1

Cys 2

G1y 8

Glx 2

1-lis 1

Ile 3

Leu 1

Lys 2

Met 1

¡‘be o

Pro 0

Ser 4

Thr 1

Trp 3

Tyr 2

Val 3

Xaa o

44Total

aN~eromás probable de residuos

contiene1 residuo de arginina.

1.345,2

1.245,6

339,0
631,7

1.987,3
1.340,8

285,4
541,1

6064
650,6
65,2

244.8

307,6
1.240,0

600,8
ND

698,5
598,5

ND

5

4

1

2
8
2
0-1
3
1

2
1

o
o
4

1
3
2
3

4344

Por hidrólisisa Por secuenciab Por genética0

andnoacldicospor molteula asumiendoque la enterocina P

bNdwem deresiduosaminoacídicos deta enterocinaFapartir dela secuenciaproteica obtenida

mediante degradaciónde Edruan.
0NI5jnerOderesiduossininoacidicos de la enterocina Y apartir de la secuenciaproteica obtenida

mediante la secuenciaciónde su correspondientegen estructura].
Código trisílabo de los aminoácidos: Ala, Alanina; Aig, Arginina; Asn, Asparragina; Asp,
Ácido aspártico; Cys, Cisteina; Gín, Glutamina; Glu, Ácido glutámico; Oly, Glicina; ¡-lis.
Histidina; Ile, Isoleucina; Leu, Leucina; Lp, Lisina; Mcl, Metionina; Phe, Penilalanina; Pro,
Prolina; Ser, Serian; mr, Treonina; Trp, Triptél ano; Tyr. Tirosina; Val, Valina. Asx.
Asparragina o Ácido aspartico; GLx Glutanjina o Ácido glutánxico.
Símbolos: Xaa, residuo an,inoacídicono identificado; ND, no detenninado.

4

4

1

2

6

4

0-1
2
2
2
0-1
0-1

0-1
4

2

ND

2
2

ND

37.41
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Figura 4.8. Secuencia aminoacídica de la enterocina P de E. faecium PU

obtenida por degradación de Edman

Codigo trisílabo de los aminoácidoscomo en la Tabla JV.13.
Código monosílabo de los aminoácidos: A, Alanina; 1<, Arginina; N, Asparragina; Il, Ácido aspártico; C, Cisteina; Q,
Glutamina; E, Ácido glutámico; G, Glicina; lvi. Histidina; 1, Isoleucina; L. Leucina; 1<, Lisina; M, Metionina; E.
Fenilalanina; P, Prolina; 5, Serma; T, Treonina; W, Triptófano; Y, Tiroxina; V, Vahna.
Símbolos: Xaa (X), residuoaminoacídicono identificado.Los asteriscosindicanqueel residuoaminoacidico no sepudo
determinar con certeza. La interrogación señalaque posiblementeexiste un residuo de histidina en la posición 44.
Se ba subrayado la secuenciaconsensoque presentanlas bacteriocinasdel tipo pediocina.

1 5 10 15*

N Xaa-Thr-Arg-Ser-Tvr-G1v-ASn--GIV--Val-Tyr-CYS-ASfl-ASfl--Ser-LYS

X T R S Y ~3 N G V Y C N ti S 1<

* 20 25 30

Cys-Trp-Va1-Asn-Trp-Gly-Glu-Ala-Lys-Glu-ASn-I1E-Ala-Gly-Tle
C W y ti w O E A 1< E ti 1 A 0 1

* 35 * 40

Val-Ile-Ser-Gly-Trp-Ala-Ser-Gly-Leu--Ala-GIy-t4et-Gly-? C
y i s O W A S O L A O M O
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unanuevabacteriocinay sedenominéenterocinaP.

111.9.6. Efecto del ditriotitol (DTT) en la actividad antimicrobianade la

enterocifla P

La muestradeenterocinaP purificadaahomogeneidadsetratóconel agentereductorD’fl’, a
unaconcentraciónde lOmM, durante12-14h a 300C(sección111.2.10.7).Unavez excluidoel
efectoinhibidordel DTT en el desarrollodelmicroorganismoindicador(E. faeciumT136) se
determinóel porcentajede reducciónde la actividadantimicrobianade la bacteriocinatratadacon
este agentereductor.La actividadantimicrobianaresidualde la enterocinaP fue de 16.383
UR/mí, frentea las 35.431UB/ml cuantificadasen el correspondientecontrol, lo quesupone
unareducciónen suactividadbiológicadel 54%.

IV.9.7. Concentracióninhibidora mínima (CIM) de la enterocina P frente a

diversos microorganismosde interésen la industria alimentaria

La concentracióninhibidoramínima(CIM) dela enterocinaP purificadaahomogeneidadse
determiné,medianteun ensayoen placasmicrotituladoras,frente a un grannúmerode bacterias
lácticasy microorganismosalterantesy patógenosde interésen la industriaalimentaria,segúnel
procedimientodescrito en la sección111.2.10.8. En la Tabla IV.14 se muestranlas
concentracionesde enterocinaP que fueronnecesariasparainhibir en un 50% el desarrollode
cadamicroorganismoindicador.De las 22 bacteriaslácticasanalizadassolamente8 resultaron
inhibidaspor la enterocinaPpurificadaa homogeneidad,obteniéndoseCIMs muy bajas(1-22
ng/mí) frentea Lb. curvatusNCFB2739,Lb. fermentumCECT9338,P. pentosaceusFBB63 y
L ¡ocñsBB24; sin embargo,serequirieron69-238ng/ml parainhibir en un 50% el desarrollode
Lb. sakeNCFB2714, P. pentosaceusFBB61, E. faeciumL50 y E. faecalisEF. Empleandouna
concentraciónmáximade bacteriocinade1,25 ¡xg/ml no se inhibió el desarrollode M. varíans

CECT23O.
La enterocina P purificada a homogeneidad resulté muy efectiva frente a todos los

microorganismosalterantesanalizados.Así, pues, serequirierontan sóloentre4 y 37 ng/ml de
bacteriocinaparainhibiren un 50% el desarrollode Cl. sporogenesC22/lO y de lasdos cepas
analizadasdel géneroPropionibacterium,mientrasqueparainhibir elcrecimientode Ls. innocua

BL/8626, St. carnosusMC ly las 2 cepasanalizadasde Cl. íyrobutyricumfueronnecesarios
1 39-559ng/ml deenterocinaP.

Asimismo,la enterocinaP resultó ser un potenteinhibidordel desarrollode todos los
microorganismospatógenosempleadoscomoindicadores,siendodestacableslas bajasCIIMs
requeridaspara inhibirel desarrollode Cl. perfringensCECT376 (4 ng/mí) y de4 de lascepas
analizadasde Lx. monocytogenes(18-39ng/mí). Porotra parte,concentracionesdeenterocinaP
entre125 y 294ng/ml fueronsuficientesparainhibirel crecimientode Cl. botullnum CECTS51,
B. cereusATCC9 139 y 4 de lascepasanalizadasde St. aureus.

Los resultadosobtenidosdemuestranque la enterocinaP purificadaa homogeneidad
mantienesu amplio y potenteespectrode acción y que sólo se requierenpequeñas
concentracionesde bacteriocina-entre4 y 294 ng/mí-parainhibir en un 50%el crecimientode la
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IV? Resultados

mayoríadelos microorganismosalterantesy patógenos,incluidasbacteriasdegran importancia
higiénico-sanitariacomo Ls. monocytogenes,B. cereus, Sr. aureus, Cl. perfringensy Cl.
botulinum.

111.10. CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DE LA ENTEROCINA P DE E.

faecium P13

IV.1O.1. Obtención de mutantes de E. faecium PU deficientesen la producción

de enterocina P y en su inmunidad

Alícuotas de un cultivo puro de E. faedumP13 con fenotiposEnt~ (capacidadde producir

enterocinaP)e Inm~ (inmunidada estabacteriocina)seincubarona 320Cdurante72 horasen
caldoMRScon distintasconcentracionesde novobiocina(sección111.2.11.1).La concentración
de novobiocinade lgg/ml permitió un crecimientonormalde E. faeciumP13, obteniéndose

recuentosde 6,5x108ufc/ml; sinembargo,empleando2,5 gg/ml de novobiocinala poblaciónse

mantuvoen los nivelesiniciales(lx i¿V ufc/ml) y cuandose aumentóla concentraciónde

novobiocinaa 5,0 y a7,5 pg/ml los recuentosobtenidosfueronde l,4xi0~ y de3x103 ufc/ml,
respectivamente.De los cultivos con 1,0; 2,5 y 5,0 ~ig/mlde novobiocinase seleccionaronal
azar48 coloniasy se determinósu capacidadde producirenterocinaP mediantela técnicade
inhibición por siembraen picadura,empleandoE. faecium T136 como microorganismo

indicador. La concentraciónde novobiocinade lggIml no indujo la apariciónde coloniascon
fenotipodistinto al salvaje(Ent.); sin embargo,empleando2,5 y 5,0 vg/ml de novobiocinase
obtuvieron,respectivamente,5 y 20 coloniascon fenotipoEnt. Diez de estascolonias se
inocularonen caldo MRS y se incubarona 320C durante16 horas para, posteriormente,
confirmarsu fenotipoEnt- y determinarsu inmunidada la enterocinaP mediantela técnicade
difusión en agar. Ninguno de los sobrenadantes obtenidos mostró actividad antimicrobiana frente

aE.faeciumT136y. porotra parte,todoslos cultivosfueronsensibles(mm-) al sobrenadantede
un cultivo de E. faecium P13 con fenotipoEnt~. La estabilidadde los fenotiposEnt-Inm- se
confirmómedianteun ensayoen placasmicrotituladorasdespuésde realizarse3 transferencias
consecutivasde loscultivosen caldoMRS

A continuación,se seleccionaronlascepasPMS, PM10, PMlS y PM2O, de fenotiposEnt-
mm-, paraintentarasociarlos nuevosfenotiposala curaciónde algún plásmidoespecífico.

IV.1O.2. Aislamiento y visualización del ADN total de E. faecium PU y de los

mutantesseleccionados

El ADN cromosómicoy plasmídicode E. faeciumP13 y de los mutantesPM5, PMlO,
PMI 8 y PM2Oseaislóapartirde 10 ml de suscultivos encaldoMRS, segúnel métodode lisis
alcalinadescritopor Andersony McKay(1983),conlas modificacionesindicadasenla sección
111.2.11.2.Los resultadosobtenidostrasrealizarlaelectroforesisen un gelde agarosaal 0,8%
(p/v) semuestranen la Figura4.9. El ADN cromosémicode E. faeciumP13 y de los mutantes
seleccionadossevisualizócomounamanchanucleotídicaúnicaenla porciónsuperiordelgel. En
lo querespectaal ADN plasmidico,tanto E. faeciumP13 comolos 4 mutantesseleccionados
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12 3 4 56 7 8

kb kb

piásnt>60 —

Crom.— 12.2

y— —8.116.2
8.0— — 5.0

5.0— —3.8

2.9— — 2.0

2.0—
— 1.0

— 0.5

Figura 4.9. Electroforesis en gel de agarosa del ADN
cromosómico y plasmídico de E. faecium PU (2), dc los
mutantes PM5 (3), PMJO (4), PM1S (5) y PM2O (6) y de E.
faeciua’n T136 (7). En las columnas 1 y 8 se muestran los
marcadores del tamaño molecular del ADN plasmídico y del
ADN lineal, respectivamente.
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mostraronun solo plásmidode elevadotamañomolecular,posiblementemayor de 6OKb,
localizadoencimade la bandacromosémica.Dadoque la cepade fenotiposEnt~Inm~ y lasde
fenotiposEnt-lnm- mostraronel mismo perfil plasmídicoresultó imposible determinarla
localizaciónplasmidicao cromosómicade tos determinantesgenéticosque codifican la
produccióndeenterocinaP y suinmunidad.

111.10.3. Secuenciacióndel gen estructuralde la enterocinaP y de su hipotético

gen de inmunidad

La secuencianucleotídicadel fragmentode995ph delADN de E. faeciumP 13 quecontiene
el genestructuralde la enterocina1> (enrP) y suhipotéticogende inmunidad(entiP) se determinó
secuenciandodiversosfragmentosde PCR medianteel métodoenzimáticode Sángero método
didesoxide fmalizaciónde cadena,comose describióenla sección111.2.11.10.La secuenciay
la direcciónde los ollgonucleótidossintéticosutilizadoscomocebadoresen losexperimentosde
PCR o de secuenciación,su temperaturade fusión y sulocalizacióncon respectoala secuencia
aminoacídicade la enterocinaP y/o ala de su hipotéticaproteínade inmunidadsemuestranen la
Tabla IV. 15. La orientacióny la posición relativade los oligonucleótidossintéticosen el
fragmentosecuenciadode995 pb semuestraenla Figura4.14.

IV. 10.3.1. Obtenciónde la Drimerasecuencianucleotldica

A partirde la secuenciaaminoacidicade la enterocinaP, obtenidamediantedegradaciónde
Edman(Figura 4.8), sediseñéel oligonucleótidodegeneradoENTP1,seleccionandoparaello
unazonade la secuenciaque indujeralamínimadegeneracióndelcódigogenético.El fragmento
seleccionadocorrespondióa los residuosaminoacídicoscomprendidosentrelas posiciones16 y
23 (Figura4.10). A partir de estasecuenciaaminoacídicase dedujo la secuenciadel ARN
mensajerocorrespondientey la del ADN que en él se transcribe.Esta secuenciade ADN

mostrabatres tripletesde doble ambigiledady dos de cuádruple,por lo queel númerode
secuenciasposibleserade 128. Conel objetodedisminuirel gradode degeneracióndelcebador
ENTPí sedecidióintroducirla baseneutrainosina(1) -que seapareade formaestablecon las
cuatrobasesnitrogenadas(Ohtsukaet aL, 1985)-en las posicionesde cuádrupleambiguedad,
por lo queel númerode secuenciasposiblesse redujoa 8. A continuación,serealizarontres
PCRs hemiespecificos(sección111.2.11.6.3)empleandocomo ADN molde muestrasque
conteníanfragmentosdel ADN total de E. faeciumPl3digeridocon los enzimasde restricción
DraI, RsaI o SspI (sección111.2.11.3)y ligadosen el vectorfagémidopBluescriptII SK+
(sección111.2.11.5),previamentetratadocon HincII (mezclasde ligaciónDm1, RsaIy SspI)
(sección 111.2.11.4.2)y, como cebadores,el oligonucleótidodegeneradoENTP1 y el
oligonucleótidoSK2 (especificodel vector)biotinizadoen suextremo5’. La etapade hibridación
se realizóa 550C durante30 seg y la polimerizaciónse efectuóa 720C durante2 mm. La
electroforesisde los productosde PCR en un gelde agarosaal0,8% (p/v) revelóun fragmento
mayoritariode 0,7 Kb empleandola mezclade ligaciónfluí y uno de 0,5 Kb con la ligaci6n

RsaI. El fragmento0,5 Kb-RsaIseextrajodel gelde agarosay, acontinuación,sepurificópara
eliminar productosque pudieraninterferir en las reaccionesde secuenciaciónposteriores
(secciones111.2.11.7y 111.2.11.8).A continuación,sesepararonlas dos hebrasde ADN del
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Tabla IV.?I5. Oligonucleótidos sintéticos empleadosen las experiencias de PCR
y de secuenciacióndel gen estructural de la enterocina P de E. faeeium P13 y de
su hipotético gen de inmunidad

a.]~ (0C), temperatura de fusióndel AÚN.

bLoc, localización de los oligonucleótidos en la secuenciaaminoacídica de la enterocina P o en la de su hipotética

proteína de inmunidad (números con subíndice i); ~,el cebador ENTP4 se localizaa 12 ph upstreamde la secuencia
repetida inversa izquierda <SRIO mostrada en la Figura 4.14; -, los cebadoresTHS y SK2 se localizan en el vector
comercial pflluescript II SK +.

CDÚ, se refiere a la dirección de tosohgomxcleétidoscon respectoa la hebra codificante; es decir, hacia suextremo 3’ <5

downsrrea,n (5’- 3’) o hacia su extremo 5’ó ups¡ream (3’. 5’).
Los paríntesis indican: (d), oligonucicólido degenerado;(Mo), oligonucleátido biotinizado. PCR, reacción en cadenade
la polimerasa; la modalidad de PCRse indicacon los subíndices:1-1, hemniespecifico;N, anidado. SEQ, reaccionesde
secuenciación.
Los desoxirribonucicótidos con las diferentes basesnitrogenadasdel ADNse indican como: A, adenina; <2, citosina; 6,
guanina; T. úmina; Y (C/T); R (MG); 1. baseuniversal mesina
Los oligonucícétidos utilizados fueron diseñados por la autora, a excepciónde THS y 51(2, cuyas secuenciasson
específicasdel vector comercial pBluescript II SK +.

Nombre Empleo Secuencianucleotldica(5’- 3’) Tm (t)a ~b
1y1.c

ENTPI (d) PCRH TGY TGG (IT! AAY TGG GOL CIAR OC 60,1 16-23 5’. 3’

SEQ

ENTP2 PCRH N GAT VrA VrA CTT ‘I1?C ATA 6TA T~A ATO TCC 54,5 43.6~ 3’- 5’

SEQ

ENTP3 PCRKN ~ 60.8 6-17 3-5’
SEQ

ENTP4 SEQ CTCATrrGTA’rPCTI’CGCGGAATrAATI’CArTCC 61,7 * 3’.. 5’

ENTPS PCRN CTITCAACAAAGTI’CTAGAATI’AAGrGAAACAGC 60,5 (6-t7)~ 5’- 3’

SEQ

TH8 PCRN CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 60,1 -

SEQ

SK2(bio) PCRH.N CCGCTCTAGAACTAGTOGATC 54,2 - 5-3’
SEQ
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IV. Resultados

fragmento,graciasa la especificidaddel cebadorSK2 marcadoconbiotinapor la estreptavidina
(sección111.2.11.10.2),y se secuenciaronlas hebraspositiva (biotinizada)y negativa,
empleandocomo cebadoresde secuenciaciónENTPí y SK2, respectivamente.Tras la
autorradiografíacorrespondientesepudieronleer conclaridadun total de 134 pb (Figura4.1 lA).
A partir deestasecuencianucleotídicasededujeronlas posiblessecuenciasaxninoacídicasy, tras
compararlascon la de la eníerocinaP,seconfirméquela hebra5’-3’ (hebra codificante) del
fragmento secuenciado contenía el extremo 3’ del gen estructural de la enterocina P (entP),que

codificasuextremoC-terminal,entrelos aminoácidos29 y 44 (Figura4.1lB), obteniéndosede
estemodo la primerapautaespecíficade secuenciación.

111.10.3.2.Avancede la secuenciaciónhaciael extremo3

’

A partir de la secuencianucleotidicade 134 pb obtenidaconENTP1 y SK2 sediseñéel
cebadorespecíficoENTP5 y, a continuación,se realizó un PCR anidadohemiespecifico
empleando,comoADN molde,el fragmento0,7 Kb-DtnI obtenidoanteriormenteconENTP1 y
SK2 y, como cebadores,SK2 y ENTPS (interno con respectoa ENTP1). La etapade
hibridaciónserealizóa550Cdurante30 segy la polimerizaciónseefectuéa720Cdurante45 seg.
Finalizadala electroforesisde los productosde PCR en un gel de agarosaal 0,8 (p/v) se
visualizóuna únicabandade 590 pb. El fragmento590 pb-LkiI se purificó directamentedel
productode PCR y, acontinuación,se obtuvieronlos correspondientesfragmentosde ADN de
cadenasencillay se secuenciéla hebrapositiva, empleandoENTP5 como cebadorde
secuenciacién.Tras la autorradiografíacorrespondientese empezóa leer, con la carrera
electroforéticacorta, a una distanciade 12 ph del cebadorENTP5, lo que permitió un

solapamientode 15 pb con respectoa la secuenciade 134 pb obtenidacon ENTP1 y SK2.
Solapandolas secuenciasobtenidascon las dos carreraselectroforéticasse determinóuna
secuenciade 301 ph.

111.10.33. Secuenciacióndesdeel fmal del ~enestructuralhaciasuextremo5

’

A partir de la secuencianucleotídicade134 pb obtenidaconENTP1 y SK2 sediseñoel
cebadorespecíficoENTP2. A continuación,serealizarontresPCRshemiespecíficosempleando,
como ADN molde, las mezclasde ligación Dm1, RsaI y SspI y, como cebadores,el
oligonucleótidoespecíficoENTP2y SK2 biotinizado.La etapade hibridaciónserealizóa550C
durante30 seg y la polimerizaciónse efectuéa 720C durante2,5 mm. Tras realizarla
electroforesisdel productodePCRcorrespondienteala ligaciónSspIsevisualizaronnumerosos
fragmentosde intensidaddébil, en el obtenidoempleandola ligaciónDm! se visualizaron2
fragmentosde tamañosimilar (750 y 800 pb) y en el correspondientea la ligaciónRsaI se
visualizó un único fragmentode 250 pb, el cual se seleccionépara llevar a cabo su
secuenciación.La visualizaciónde una únicabandapermitió la purificacióndel fragmento250
pb-RsaI directamentea partir delproductode PCR. A continuación,el fragmentoseconvirtió a
cadenasencilla y se secuenciéla hebrapositiva, empleandoENTP2 como cebadorde
secuenciación.Con la carreraelectroforéticacortaseempezóa leera unadistanciade 4 ph del
cebadorENTP2, lo que permitióconfirmar las 40 pb correspondientesal principio de la
secuenciade134 pb obtenidacon ENTPL y SK2. Solapandolassecuenciasobtenidascon las
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IV. Resultados

dos carreraselectroforéticasse obtuvo la secuenciade 137 ph desdeel final de entPhaciasu
extremo5’.

IV. 10.3.4. Secuenciación desde la mitad del ~enestructural hacia su extremo 5

’

Apartir de la secuencia nucleotfdicade 137 ph obtenida con ENTP2 se diseñéun nuevo
cebador especifico, ENTP3, para continuar la secuenciacióndesdela mitadde entP hacia su
extremo5’. Empleando como ADN moldelas ligacionesDm1 y SspI y como cebadoresENTP3

y SK2, serealizarondos PCRshemiespecíficoscon una temperaturade hibridaciónde 55<~C
durante30 segy un tiempode polimerizacióna720C de 1 mm. Tras realizarla electroforesisde
los productosde PCR, en el correspondientea la ligación SspI se visualizaronnumerosos
fragmentosde intensidaddébil y en el obtenidoempleandola ligaciónDnA se visualizaron2
fragmentosmuy próximos,de 645 y 695 pb, queno se pudieronextraerdel gel por separado.
Por estemotivo, se decidiórealizarun PCR anidadohemiespecíficosobrela mezclade ligación
Dm1 bajocondicionessimilares,peroempleandola parejadecebadoresENTP2(cebadorexterno
a ENTP3) y THS (cebadorexternoa SK2) y, a continuación,efectuarunaelectroforesisdel
productode PCR en un gel de agarosaal 2% (plv) paraincrementarel poderde resoluciónde
fragmentosde tamañosimilar. Finalizadala electroforesis,se visualizaronnuevamente2
fragmentos,de 793 y 843 pb aproximadamente,peroestavezlo suficientementeseparadoscomo
parapermitirsuextracccióndelgel de formaindependiente.A continuación,paraelucidarcualde
los dos fragmentoseraelpositivo, se realizarondosPCRsanidadoshemiespecíficosempleando,
como ADN molde, unamuestraconel fragmentopequeño(793 pb-DmI-ENTP2-THS)y otra
con el fragmentogrande(843 pb-DmI-ENTP2-THS)y, como cebadoresinternos,SK2 y
ENTP3.Conel PCRdel fragmentopequeñoseconsiguióamplificarun únicofragmentode 640
ph (640 pb-DmI-ENTP3-SK2).La visualizaciónde una única bandaen el gel de agarosa
permitió la purificacióndelfragmento640 pb-DniI-ENTP3-SK2directamentedel producto de
PCR. El fragmentopurificadose convirtió a cadenasencillay sesecuenciéla hebrapositiva
empleandoENTP3 comocebadorde secuenciación.Con la carreraelectroforéticacortase
empezóaleera unadistanciade 16 ph del cebadorENTP3, lo quepermitió un solapamientode
14 ph con respectoa la secuenciade137 pb obtenidacon ENTP2. Solapandolas secuencias
obtenidascon las dos carreraselectroforéticasse obtuvo unasecuenciatotal de 296 pb, que
permitiófinalizar la secuenciacióndelgenestructuralde la enterocinaP y delcorrespondientea
suhipotéticaproteínadeinmunidady avanzarhaciael extremo5’.

IV. 10.3.5.Avancede la secuenciaciónhaciael extremo5

’

A partirde la secuencianucleotídicade 296 ph obtenidacon ENTP3 sediseñéel cebador
ENTP4,quese utilizó comocebadorinternoparasecuenciarnuevamentela hebrapositivadel
fragmento640pb-DnzI-ENTP3-SK2.Tras la autorradiografíacorrespondiente,se leyó con la
careraelectroforéticacortaa unadistanciade 11 pb de la secuenciadelcebadorENTP4, lo que
permitió confirmarlas 51 ph del principio de la secuenciade 296 pb obtenidaanteriormente.
Solapandolas secuenciasobtenidascon las dos carreraselectroforéticasse determinéuna
secuenciade 247ph haciael extremoSt

La integraciónde los resultadosanteriorespermitió obtenerla secuenciade 995nucleótidos
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IV. Resultados

contiguosdel ADN de E. faeciumP13 quesemuestraenla Figura4.12.

111.10.4. Análisis del gen estructural de la enterocina P, de su hipotético gen de

inmunidad y de las regiones adyacentes. Identificación de las regiones

nucleotídicas relacionadas con el inicio de la transcripción y de la traducción

El análisisinformáticode la secuencianucleotfdicade995 pb del ADN de E. faeciumP13
obtenidamediantela secuenciaciónde variosproductosdePCR revelóquecontienetresmarcos
delecturaabiertos(ORF)conlamismapolaridad(hebra5’-3’), denominadosorJX, entPyenáP
(Figuras4.12 y 4.14).

El ORF central,denominadoenrP, correspondeal gen estructuralde la bacteriocinay
codificaun péptidode 71 aminoácidosconun tamañomolecularteóricode7.552 dáltones(Da).
Mediantela comparaciónde estasecuenciaaminoacídicacon la obtenidaparala enterocinaP por
degradaciónde Edman,se deduceque estabacteriocinase sintetizacomoun precursoro
prepéptido(pre-enterocinaP) quecontieneunaextensiónN-terminal de 27 aminoácidosconun
tamañomolecularteóricode 2.940Da(Figura4.13;TablaIV.16). El puntode procesamientode
labacteriocinasesitúainmediatamentedespuésde los residuosVal-Asp-Ala (posiciones-3 a-1)
de laextensiónN-terminal,lo quedalugara un péptidode 44 aminoácidos(enterocinaP) conun
tamañomolecularteóricode4.630Da(Figura4.13;TablaIV.16).

La expresióngénicaen los procariotas,al igual queen los eucariotas,se rige por los
procesosde transcripcióny traducción.La clavede lainiciaciónde la transcripciónesla uniónde
la ARN polimerasaaunaregióndelADN denominadapromotory la conversiónde aquéllaaun
estadoactivo,conlo quecomienzala síntesisdelARN mensajero(ARNm) correspondiente.El
estudiode la estructurade numerosospromotoresde laARN polimerasade E. coli y de algunas
bacteriasGram-positivas,comoBacillus subtilis, Cl. pasreurianwn y Lactococcusspp., ha

permitidodefinirun promotorconsensoparaesteenzima(Rosenbergy Court, 1979;Moranet

aL, 1982;Hawley aaL, 1983;GravesaaL, 1986;VanDer VossenaaL, 1987; Koivulaetat,

1991). En estepromotor,localizadodelante(upsrream)delgencorrespondiente,se distinguen
dos regioneshexaméricas:una en posición -10 -con respectoal punto de iniciación de la
transcripción-fuertementeconservaday rica en A+T, denominadasecuenciaTATA o de
Pribnow (Pribnowbox, secuenciaconsenso:TATAAT) (Pribnow. 1975), y otra en posición-

35, menosconservada,cuyasecuenciaconsensoes TTGACA. El espacioentreestasdos
secuenciastiene gran importanciapara el correcto funcionamientodel promotor y es
generalmentede 17 ±1 nucleótidos.En estecontexto,el análisisde la región nucleotídica
localizadadelantedelgenestructuraldela enterocinaP (entE>) permitióidentificar dossecuencias

hexaméricas,separadaspor 19 nucleótidos,correspondientesa las regiones-10 y -35 de su
hipotético promotor(Figura 4.12). La secuenciade la región -10 (TATAAT) coincide

completamentecon la secuenciaconsensoy la secuenciade la región-35 (TTATCA) difiere
únicamenteen los dos nucledtidosinternos.En la regióndel promotorde entPse identificaron,

además,dos juegosde secuenciasrepetidasdirectas(SRDl y SRD2) y uno de secuencias
repetidasinversas(SRI).Las SRD1consistenen dossecuenciasde 9 pb (TI’ATG[A/C]T[A[1]T)

separadasporunaregi6nde 12 pb ricaenA y T. La secuencia‘1TATGATAT, localizada2 pb
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IV. Resultados

Figura 4.12. Secuencianucleotídica del gen estructural de la enterocina P (entP)
de E. faecium P13, de su hipotético gen de inmunidad (entiP) y de las regiones
adyacentes. Identificación de las regiones relacionadas con el inicio de la
transcripción y de la traducción

1 CTCAGTATTTGTCACACAAAAATTCGAAAAATATTCTATAGCTTTATAGAAGGOCCAACA

61 ACTTTTAAGGTTTTGATCCTGTTTrAATTTCTCArTTCAGCGTTCTT¶VCAATAO2I~AQZ

8.0. -35
121 TAATTAAGTTCAGATAGATATAAAATTAOATCTCAATAGGGTATACTCCAGAAATGGAAC

orfl ti E E

181 AATATGAAAATCAAGTAGCAAAATATT’ISAGAAAAGTAGGAAAT’rATGCGCGTTATTGTG
YE NOVAR Y L RKVG NY A R YO V

241. ~ACACACGATTTTCTAGGGAA’n2AATTAATTCCCCGAAGAATACAAA’ItAGATTAGTTT
T H DF L GNE LI FR RIO MR LV L

SRII SRDII SflDid 8R021
301 TAACAA7fl4T7’V2’WATTGCCArPATGCTTrCAAAACAACTGTTTATGATATAA2TA~A

T M 1 F Y O H Y A E 1< T T V Y D 1 1

gRíd SRD2d 8.0.

361 AATTTTTCTAAAAATCATZ¶ATAATTATTTTAGAAAAAGGACGTATTGATTTATGAGAAA

F E * -10 entP M R K

421 AAAATTATTTAGTTTACCTCTTATTGGAATATTTGGGTTAGTTGTGACAAATTTTGGTAC
1< L E 5 L A L 1 0 1 E O L y y T N E O T

481 AAAAGTTGATGCAGCTACGCGTTCATATGGTAATOGTGTTTATTGTAATAATAGTAAATG
KVDAATRSYCNOVY ONNO KG

541 CTGGGT’TAACTGGGGAGAAGCTAAAGAGAATATTGCAGGAATCGTTATTAGTGOCTGGGC

WVNWG E ARE NI AG IVI SG VI A

8.0.

601 TTCTGGTTTGGCAGGTATGGGACAVTAATACTATGAAAAGTAATAAATCTrI’CAACAAAG
5 0 L A O 14 0 Ii *entiPM K 5 N R 5 E 14 K V

661 ‘rTCTAGAA’1’TAACTGAAACAOCATTAGCCAOCCCAGAAATTAAAAAAGATAAAAATCTAT
LE L TE TAL AT FE 1K R DR NL O

721 GTGAAATrTTAGAAAAAGTAAAAGOTAGTOCTGOTAAAGGTGAATTTTATTATGATTACA
E ILE 1< VR AS AAK GE E Y YO Y K

781 AGAAAGAATTTOAAOCTGOAATTAGTGGATTOAOTATTAGAAAOGGO’ITTTOOAOAOOGA
K EF Q PAÍS OF TI R NO F ST PR

841 AGGTTTTAn\2GAGTTccTIcO2~AAGTAAAAACTcOOAAAGcAr2GTCoGGAcT<rI\sAG
V L LE L L AEVK T PR AW SG L *

901 rrATGATAAG~OOATTOTArTrrTTOTAAGAGTATOTAArInAGrrTTAAGGAAOATAT

961 GGAATATAGAAATTAAAATGTTACAATATAVPICG 995

Código monosflabo delos anionoácidoscomo en la Figura 4.8. Los dexosirribonucícótidos seindican como en la Tabla
IV.l5. Los numéros indican la posición de las basesnitrogenadasen pares de bases. ATO: codon de iniciación de la
traducción correspondiente al aminoácido metionina; , codonesde terminación de la traducción (UAA, UGA). Las
regiones -35 y -10 de los hipot¿ticospromotoresy las secuenciasShine-Dalgarno(SO.) sehansubrayado.Los 2 juegos
de secuenciasrepetidas dixectas(SRDi. izquierda; 5RDd, derecha)sehan suprarayado y las secuenciasrepetidas inversas
<.SRIIy SRld)semuestranencursiva. El punto de procesamientode la bacteriocina estáseñaladocon una flecha vertical.
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IV. Resultados

delantede la región -35, se denominóSRDL derecha(SRDld), mientrasque la secuencia
TTATGCITT, localizada 12 ph delante dela SRDId, se denominó SRDI izquierda (SRDli). El
segundojuegode SRD (SRD2) consisteen dos secuenciasidénticasde 9 pb (TATAAnAT),
separadaspor una región de 21 ph ricaen A+T. Las SRD2 se solapanparcialmentecon las

regiones -10 y -35 del promotor. La SRD2 derecha (SRD2d) incluye el hexémero
correspondientea la región -10 y los tres nucleótidosposteriores(IWI.?AATTAT) y la SRD2
izquierda(SRD2i), localizada21 ph delantede la SRD2d,incluye 4 nucleótidosdel extremo5’

de la región-35 y los 5 nucleótidosanteriores(TATAATTAT).Las secuenciasrepetidasinversas

(SR!)consistenen dos secuenciasde 10 pb ricasen A+T. La SRIderecha(SRId), de secuencia
AAAAATCATT, selocalizainmediatamentedelantede la región-10 delpromotorde entP. La

SRI izquierda (SRIi), desecuenciaAATGATTTTTselocaliza55 pb delantede la SRId. En
los procariotas,inmediatamentedespuésde la transcripciónacontecela traducciónen los
ribosomasdel ARNm reciéntranscrito.En la región del ARNm que se encuentraentresu
extremoS’ y el tripleteo codonde iniciaciónde la traducción(AUG, UUG o GUG), conocida
como región 5’ no traducida,se localizala secuenciade unión al ribosoma(RBS, del inglés
RibosomeBindingSite)o secuenciaShine-Dalgamo(S.DJ. La secuenciaS.D. consisteen un
nanómero rico en purinas cuya secuencia consenso (5’ -UAAGGAGGU-3’. el caso de E. coli) es
complementariaal extremo3’ del ARNr-16S (3’-AUUCCUCCA-5’) (Shiney Dalgarno,1974).
La secuenciaS.D y el codonde iniciaciónde la traducciónestánseparadospor unaregiónde 2-
10 pb (consideradasdesdeel núcleoAGGA dela secuenciaS.D. hastael primernucleótidodel
codondeiniciación). En estecontexto,el análisisde la regiónnucleotídicalocalizadadelantede
entE> permitió identificar unasecuencia5. D. altamenteconservada(AAGGAGGU), que se
encuentraaunadistanciaóptimade 11 pb delcodonde iniciaciónde la traducción(AUG) de la
pre-enterocinaP.

ElORF localizadoenel extremo3’ delfragmentosecuenciadode 955 pb sedenominóentiE>

(Figuras4.12 y 4.14). El codonde iniciación (AUG) de entiE> seencuentrasólo4 nucleótidos
detrás(doú’nstream)del codonde terminación(UAA) del genestructuralde la enterocinaP y,
por otra parte,a la distanciaóptimade 10 pb del codonde iniciaciónde enriE> se localizauna
posiblesecuenciaS.D. (GGGA). EnriE> codificapresumiblementeunaproteína(ENTIP) de 88
aminoácidosconun tamañomolecularteóricode 9.886Da (TablaIV. 16). La comparaciónde la
secuenciaajuinoacídicadeestaproteínacon las de los bancosde datosSWISS-PROT,SWISS-
NEW, TREMBLNEW, PDB-PROTEINy PIR revelóquese tratabade una nuevaproteínay
permitióhipotetizarque es la proteínaresponsablede la inmunidadde E. faeciumP13 a la
enterocinaP.

El ORF localizadoenel extremos’delfragmentosecuenciadode 955 ph se denominóorfX
y su codonde iniciación(AUG) seencuentraa41 ph delcodonde iniciacióndel genestructural
de la enterocinaP, solapandoparcialmentecon la región -35 de supromotor(Figuras4.12 y
4.14). El análisisde la regiónnucleotídicalocalizadadelantede orfX permitió localizaruna
posiblesecuenciaS.D. (AGGG), situadaaunadistanciaóptimade 12 ph delcodonde iniciación
de orfK. Asimismo,se identificaron,separadaspor una distanciaóptima de 18 ph, las
secuencias-10 (TATAAA) y -35 (TTCACT) del hipotéticopromotorde orfX. OrJX codifica
presumiblementeunaproteína(ORFX) de 65 aminoácidosconun tamañomolecularteóricode
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IV Resultados

7.978 Da (TablaIV.16). El análisisinformáticode estaproteínacon el programaPHYSCHEM
revelóquesetratabade unaproteinaestable,catiónica(carganeta3, a pH 7,0), con un elevado

pI (9,2) ehidrófoba(IndiceGRAVY de-0,04). Deacuerdoconel programaSOAP(Klein etaL,

1985) se trata de una proteína periféricaque carece de segmentos transmembrana; no obstante, el
programa HELIXMEN (Eisenherget aL, 1984) predijo unaposible hélicea transmembrana
(PTH) de 21 residuos,entrelas posiciones42 (Val) y 62 (Ile). La comparacióndela secuencia

aniinoacidicade ORFX con las de otrasproteínasde las basesde datosindicadasanteriormente
no permitió encontrarningunahomologíasignificativa.

En la Figura4.14 semuestrala organizacióngenéticay el mapaparcialde restriccióndel
fragmentode995 pb delADNde E. faeciumP13quecontieneelgenestructuraldelaenterocina

P (entE>), el gencorrespondientea su hipotéticaproteínade inmunidad,ENTIP, (entiE>) y el

orJX

La secuencianucleotídicadel gen estructuralde la enterocinaP, de su hipotéticogen de
inmunidady de las regionesadyacentesseencuentraregistradaen la basede datosGENBANK
conel númerode accesoAF005726.

111.10.5. Análisis de la secuencia aminoacídica de la enterocina P, de su

extensión N-terminal y de su hipotética proteína de inmunidad. Parámetros

físico-químicos

La secuenciaaniinoacídicade la enterocinaP deducidade la secuenciagenéticade su
correspondientegen estructuralcoincideconla obtenidapordegradaciónde Edman,y permite
determinarla presenciadel aminoácidoalaninaensu extremoN-terminal (Alal) y, asimismo,
confirmar la existenciade un residuode histidinaen suextremoC-terminal (His44),por lo quela
enterocinaP maduracontiene44 residuosaminoacídicos(Figura 4.13). El análisisde su
secuenciaasninoacídicarevelóqueestabacteriocinacontieneensu extremoN-terminal,entrelas
posiciones5 y 9, la secuenciaconsensoYGNGV característicadelasbacteriocinasdela claseII
deltipopediocina(sección11.4.1). Los principalesparámetrosfísico-químicosdelaenterocinaP
semuestranenla TablaIV. 16, en la queseobservaquela moléculacontieneun 18%deresiduos
de glicina, un 41%de aminoácidosapolares(de los cualesel11%son residuosaromáticos),un
27%de aminoácidospolaresneutrosy el 5 y el 9% restantelo constituyenaminoácidosácidosy
básicos,respectivamente.La enterocinaP esunaproteínaestable,periférica,catiónica(carga
neta1, a pH 7,0), de elevadopI (8,3), hidrófoba(indiceGRAVY de -1,50) y conun tamaño
molecularteóricode 4.630 Da. El extremoN-termínal(hastael residuo22) es pocohidrófobo
(índiceGRAVY de -8,46), mientrasquela región C-terminaldela moléculaesmuy hidrófoba
(índiceGRAVY de +5,45) y, segúnel prograniaHELliXMEN(EisenbergeraL, 1984), contiene
unaposiblehéliceatransmembrana(PTH) de 21 aminoácidos,entrelos residuos23 (Ala) y 43
(Gly) (índice GRAVYde +7,23).

El análisis de la extensión N-terminal de 27 aminoácidos de la enterocinaP (Figura 4.13)
permitió identificar las siguientesregiones:(i) tresresiduosaminoacídicosconcarganetapositiva

inmediatamentedespuésdel extremoN-terminal,en las posiciones-26 (R), -25 (K) y -24 (K),
los cualesconformanla regiónhidrofílica (índiceGRAVY de -41) denominada“dominio N”; a
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IV. Resultados

continuación,(u) unaregión, desdeL (-23) hastaF (-7), ambosinclusive,constituidapor 12
aminoácidoshidrófobos.3 residuospolaressin carganetay 2 glicinas,queconformanel núcleo
hidrofóbico(índiceGRAVY de +21,29) o “dominio H”, en el que seencuentraunaposible
hélicea transmembrana(PTH) y, porúltimo, (iii) unaregiónmenoshidrófoba(índiceGRAVY
de -4,2), denominada“dominio C”, formadapor 6 aminoácidos(desdeG-6 hastaA- 1, ambos
inclusive),de los que destacan2 residuoshidrófobos,no aromáticosy de pequeñotamaño
molecularenlas posiciones-3 (Val-3)y -l (Ala-l), con respectoalpuntode procesamientode la
preproenterocinaP. Estascaracterísticasde la extensiónN-terminalde la enterocinaP

concuerdancon la “regladel-3-1” y con los demáscriteriosestablecidosporVon Heijne(1983,
1986)(sección11.4.6) paralos péptidosseñalque dirigenla secreciónde proteínasatravésde la
RutaGeneralde Secreción(OSP)dependientedelpeptidoseñal(sistemasec-dependiente),enla
que intervienen los productos de los genes sec y las peptidasasde señal(Gierasch, 1989;
Wandersman,1992; Pugsley, 1993). Los parámetros físico-químicos más relevantes del péptido
señalde laenterocinaPsemuestranen laTablaIV.l6, en la queseobservaqueel 11% de la

moléculaestaconstituidopor residuosde glicina, el 55% correspondea aminoácidosapolares

(de los cualesel 11%son residuosaromáticos),el 15%a aminoácidospolaresneutrosy el 19%
restantecontieneaminoácidospolarescargados(4% ácidosy 15% básicos).La moléculaes

estable,catiónica(carganeta3, apH 7,0), deelevadopI (11,1),muy hidrófoba(índiceGRAVY
de +8,92) y conun tamañomolecularteóricode 2.940 Da. Deacuerdoconel programaSOAP
(Klein ei aL, 1985) se trata de una proteínaintegral y, al igual que prediceel programa

HELIXMEN (Eisenberget aL, 1984), poseeuna hélicea transmembrana(PTH) de 17

aminoácidos,entrelos residuosaminoacídicoscorrespondientesa las posiciones-23 (Leu) y -7

(Phe).
Teniendoen cuentatodosestosresultadosse puedeconcluirque la enterocinaP de E.

faecium P13 es una nueva bacteriocinasa-dependientedel tipo pediocina,es decir, una
sustanciaantimicrobianaque sesintetizaen los ribosomasen formade un prepropéptidoo
precursorinactivo(preproenterocinaP) quecontieneun péptidoseñalquelo dirije ala membrana
plasmáticay quese procesaconcomitantementecon la secrecióndel péptidoactivoo maduro

(enterocinaP), que contienela secuenciaconsensoYGNGV, a travésde la RutaGeneralde

Secreción(OSP).
La hipotéticaproteínade inmunidadde la enterocinaP contiene88 aminoácidosy un tamaño

molecularteóricode 9.886 Da. Del análisis de su secuenciaaminoacidica(Figura4.12) se

desprendeque estaproteínacarecede unaextensiónN-terminal(secuencialídero péptidoseñal)
lo que la diferenciade la enterocinaP y de la mayoríade las bacteriocinasdescritas.Los

parámetrosfísico-químicosdela hipotéticaproteínade inmunidadde laenterocinaP semuestran
en laTablaIV.16, de laquesededucequeel 5% lo constituyenresiduosde glicina,el 45%son
aminoácidosapolares(10%residuosaromáticos),el 20%sonresiduospolaresneutrosy el 30%
restantelo constituyenresiduospolarescargados(13%deresiduosaminoacídicosácidosy 17%

de residuosaminoacidicosbásicos).La moléculaesperiférica,estable,catiónica(carganeta4, a
pH 7,0), de elevadopI (9,8) e hidrófoba (índice GRAVY de -3,56). De acuerdocon los

programasHELIXMEN (Eisenbergel aL, 1984) y SOAP(Klein el aL, 1985), la hipotética
proteínade inmunidadde laenterocinaP no contienesegmentostransmembran&
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IV Resultados

¡11.11. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA PARCIAL DE LA ENTEROCINA B

DE E. faecium T136

IV.11.1. Purificación a homogeneidad y determinación de la secuencia

aminoacídica parcial de las sustancias antimicrobianas exocelulares de E.

faecium T136

La purificaciónde las sustanciasantimicrobianassellevó a caboa partirdel sobrenadante
libre de célulasobtenidopor centrifugaciónde doscultivos de E. faeciumT136 (inóculo del

0,01%) desarrolladosen frascoscon 500 ml de caldoMRS a320C durante16 horas.En primer
lugarse precipitaronlas proteínasdel sobrenadanteconsulfato amónicoy, posteriormente,se
aplicaronlas técnicascromatográficasde intercambiocatiónico,interacciónhidrofóbicay fase
reversasegúnelprotocolodescritoen lasecciónííl.2.l0.3.3.Laactividadantimicrobianade las
fraccionesobtenidasduranteel procesode purificaciónse detectóy cuantificómedianteun
ensayoen placasmicrotituladoras(sección111.2.10.3.4),empleandocomomicroorganismo
mdicadorE. faecium Pl3.

Los resultadosglobalesde la purificaciónde lassustanciasantimicrobianasde E. faecium

T136 semuestranen la TablaIV.17, en laqueaparecen,entreotrosparámetros,el incrementode
la actividadantimicrobianaespecíficay la recuperaciónde la actividadantimicrobianaencadauna

de las etapasdel procesode purificación. La actividadantimicrobianainicial detectadaen el
sobrenadantelibre de células(fracción1) fue de 555 UB/ml. La precipitaciónde las proteínasdel

sobrenadantecon sulfatoamónico(500g/l) permitióconcentrarlassustanciasantimicrobianasen
un volumende200 ml (fracciónII) con unarecuperacióndel 77% y conun incrementode la

actividadantimicrobianaespecíficade 6 veces.La fracción II se aplicó a una columnade
intercambio catiónico (SP-Sepharose), eluyéndose la fracción III, que mostró un incremento de
actividadantimicrobianaespecíficade 471 vecesy unarecuperacióndel 31%. Estafracciónse
aplicóa unacolumnade interacciónhidrofóbica(Octyl-SepharoseCL4fl),eluyéndoseconuna
solución de alcohol etílico al 70% (y/y) la fracción IV, cuya actividad antimicrobiana
representabael 30% dela delsobrenadantey cuyaactividadantimicrobianaespecíficafue 1.323
vecessuperiora la inicial. LafracciónIV eluidade lacolumade interacciónhidrofóbicaseaplicó

aunacolumnadefasereversa(PepRPCHRS/5) integradaen un equipodecromatografíalíquida

rápidade proteínas(FPLC) obteniéndoseel cromatogramade la Figura4.15. Como seobserva

en estafigura, al principio de la cromatografíaeluyeronunassustanciasque no mostraron
actividadantiinicrobianay cuandoel gradientede 2-propanolfue de un 28-34% se obtuvieron
dos fraccionescon actividadantimicrobiana(fracciones7 y 8). Lasfraccionesqueeluyerona
continuacióncarecieronde actividadinhibidora y cuandoel gradientede 2-propanolalcanzóel
40% aparecióun pico de absorbancia,correspondientea la fracción 11, quevolvió a mostrar
actividadantimicrobiana.En basea estosresultados,la mezclade las fracciones7 y 8 y la
fracción 11 serecromatografiaronindependientementeen la mismacolumnabajo condiciones

similares,peroempleandoun gradientede eluciónmás lentoparalograrasíunamejorseparación
de las sustanciasproteicas.

Trasla cromatografíade fasereversade las fracciones7 y 8 seobtuvoel cromatogramadela
Figura 4.16, en el que se observa nuevamente la presencia de dos picos de actividad
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IV. Resultados

antimicrobiana.El primerpicocorrespondea lasfracciones5, 6 y 7 y el segundocoincideconel
pico de absorbanciade la fracción 11. Las fracciones5, 6 y 7 se mezclarony se
recromatografiaronde nuevo, obteniéndoseel cromatogramade la Figura4.17, en el quese
observaque a unauna concentraciónde 2-propanoldel 26% eluyóun pico de absorbancia
mayoritario(fracción10) quemostróactividadantimicrobiana.La actividadantimicrobianade
estafracción(fracciónAl, TablaIV.17) representóunarecuperacióndel 0,8% y su actividad
antimicrobiana específica fue 7.533 veces superior a la del sobrenadante. Asimismo, la fracción
11 (Figura4.16) se recromatografióy seobtuvoel cromatogramaquese muestraen la Figura
4.18, en el quese observaque aunaconcentraciónde 2-propanoldel 27% eluyó un pico de
absorbanciamayoritario(fracción 11) que mostró actividad antimicrobiana.La actividad
antinjicrobiana de esta fracción (fracción A2, Tabla IV. 17) representó una recuperación del 2% y
su actividadantirnicrobianaespecíficafue 11.567vecessuperiorala del sobrenadante.

Finalmente,se cromatografióde nuevo la fracción 11 (Figura 4.15), obteniéndoseel
cromatogramaquesemuestraen la Figura4.19. Comopuedeobservarse,el pico de actividad
antimicrobianacoincidióconel pico de absorbanciamayoritario(fracción5), queeluyó aun 40%
de 2-propanol.La actividadantimicrobianade esta fracción (fracción A3, Tabla IV. 17)
representóun 0,4% con respectoa la del sobrenadantey su actividadantimicrobianaespecífica
fue 1.384vecessuperiora la inicial.

La concentración de proteína de las muestras purificadas se determiné según el
procedimientodescritoen la secciónIII.2.10.3.5, resultandoquelas fraccionesAl, A2 y A3
teníanunaconcentraciónde proteínade 40, 15 y 11 ¡xg/ml, respectivamente.Por lo tanto, la
cantidadtotal de proteínaAl, A2 y A3 obtenidatrasel procesodepurificaciónfuede 36; 16,5 y
19,8 i’g. respectivamente.

Para determinar si las tres fracciones obtenidas contenían bacteriocinas diferentes o si, por el
contrario,erandistintas formasmolecularesde la mismasustanciaproteica,se determinésu
secuenciaaminoacídicamediantedegradaciónde Edman(sección111.2.10.5). Los resultados
obtenidosfueronlos siguientes:

1) La fracción Al conteníauna única proteína, de la que sólo sepudieron determinarlos

primeros 18 residuosde su extremoN terminal(Xaa-Thr-His-Ser-Gly-Lys-Tyr-Tyr-Gly-Asn-
Gly-Val-Tyr-Xaa-Thr-Lys-Asn-Lys;donde Xaa representaun residuo aminoacídicono
identificado).Estasecuenciaaminoacídicasecomparéconlasde los bancosde datosSWISS-
PROT,SWISS-NEW,TREMBLNEW,PDB-PROTEINy PIR y resultóser idénticaal extremo
N-terminalde la enterocinaA producidapor E. faeciumCTC492 (Aymerich,1996; Aymerichet

al., 1996).
2) La fracción A2 conteníauna mezclade las fraccionesAl y A3.
3) La fracción A3 estabaconstituida por una única proteína, de la que sólo se pudieron

determinarlos primeros19 residuosde su extremoN-terminal (Xaa-Asn-Xaa-His-Xaa-Met-
Pro-Asn-Glu-Leu-Asn-Arg-Pro-Asn-Asn-Leu-Ser-Lys-Gly). Esta secuencia aminoacídica se
comparécon las secuenciasde otras bacteriocinasde los bancos de datos indicados
anteriormente,no encontrándoseidentidadconningunadeellas.Así, pues,se tratade unanueva
bacteriocinaproducidaporE.faeciumT136, quesedenominóenterocinaB.

Con el objeto de disponer de una mayor cantidad de enterocina B para poder determinar su
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11) se recromatografiaronbajo condicionessimilares.
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Figura 4.16. Purificación de las sustancias antimicrobianas exocelulares de
E. faecium T136 por cromatografía de fase reversa (FPLC) de las
fracciones 7 y 8 de la Figura 4.15. Las fracciones con actividad inhibidora
(fracciones 5, 6 y 7 y fracción 11) se recromatografiaron bajo condiciones
similares.
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Figura 4.17. Purificación de las sustancias antimicrobianas exocelulares de

E. faecium T136 por cromatografía de fase reversa (FPLC) de las
fracciones 5, 6 y 7 de la Figura 4.16.
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Figura 4.18. Purificación de las sustancias antimicrobianas exocelulares de
E. faecium T136 por cromatografía de fase reversa de la fracción 11 con
actividad inhibidora de la Figura 4.16.
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IV Resultados

composicióny su secuenciaaminoacidicacompleta,asícomosu masamolecularpor espectro
metríade masas,se procedióa optimizarla producciónde lasenterocinasB y A de E. faecium
T136.

IV.1 1.2. Optimización de la producción y purificación a homogeneidad de la

enterocina B y de la enterocinaA

Comopasoprevioa laoptinuizaciónde la produccióny ala purificacióna homogeneidadde
lasenterocinasB y A de E. faecium 1136, se seleccionaronmicroorganismossensiblesacada
una de ellas para, de este modo, poder cuantificar la actividad antimicrobiana de cada bacteriocina
mdependientementemedianteun ensayoen placasmicrotituladoras(sección111.2.103.4).

En primerlugarseseleccionaronE. faeciumPl3, Lb. sake148 y P. pentosaceusFBBÓ1, ya
queeransensiblesa la actividadantimicrobianadelsobrenadantede E. faeciumT136 (Tablas
IV.2, IV.3 y IV.4), esdecir, sensiblesala enterocinaBy/oala enterocinaA. Acontinuación,se
determinésu sensibilidada laenterocinaB y ala enterocinaA purificadasa homogeneidad.Los
resultadosobtenidospermitieronseleccionaraLb. sake148 comoun microorganismoindicador
idóneo para detectarla presenciade la enterocinaB, ya que resultó muy sensiblea esta
bacteriocinay,por el contrario,fue resistentea la enterocinaA.Asimismo,se seleccionéa1>.

pentosaceusFBBÓ1 comomicrorganismoindicadorparadetectarla presenciadela enterocinaA,
pueserainhibidopor estabacteriocinaperono por la enterocinaB (secciónLV.! 1.7).

IV. 1 1.2.1.Optimizaciónde la oroduccióndela enterocinaB y dela enterocinaA

ParaoptimizaríaproduccióndelasenterocinasBy A, E. faeciumT136 (inóculodel0,1%>
se desarrollóanaeróbicamenteen caldo MRS a 300Ccon agitaciónconstante(Sorpm) en un
fermentador,manteniendoconstanteel pH delmediode cultivo (6,2;5,7 y 5,2), durante24 ó 63
h (sección111.2.10.4.1).Durantela incubaciónde los cultivossemonitorizóel consumode
glucosay se tomaronmuestrasperiódicamenteparadeterminarsu absorbanciaa 620 nm y la
actividad antimicrobiana de los sobrenadantes correspondientes. La producción de enterocina By
de enterocinaA durantelas fermentacionescontroladasse determinéde forma indirecta,
evaluandola actividadantimicrobianade los sobrenadantesfrente a Lb. sake 148 y P.
peniosaceusFBB61 medianteun ensayoenplacasmicrotituladoras.

EnlaFigura4.20se muestranlascinéticasdelcrecimientoy dela producciónde enterocinas
B y A, asícomoel consumode glucosa,cuandoE. faeciumT136 sedesarrollóenel fermentador
conel pH constantea6,2 y 5,7 durante24 h y conel pHconstantea5,2 durante63 h.

A pH 6,2 (Figura 4.2DA), la cinéticade producción de las enterocinas B y A fue similar,
comenzandoa detectarsela actividad antimicrobianaal inicio de la fase exponencialde
crecimiento(tras 5 horasdeincubaciónenel casode la enterocinaA y despuésde 6 horasenel
casode laenterocinaB). La máximaactividadantimicrobianade la enterocinaA se alcanzóhacia
la mitadde la faseexponencial(12 horas),mientrasqueen el casode laenterocinaB sedetectéal
final de la misma(15 horas).La actividadantimicrobianamáximade laenterocinaA (1.822.000
UB totales)representóúnicamenteun 25% de la cuantificadapara la enterocinaE (7.208.000
UB totales).La actividadantimicrobianade las dos bacteriocinasdisminuyóprogresivamente
durantela incubación,detectándoseal final de la fase estacionaria325.000 UB totalesde
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enterocinaAy 1.201.400UR totalesde enterocinaB.lo que representaun 17 y un 18%,
respectivamente,de la actividadantimicrobianamáxima. En lo que respectaal consumode
glucosaduranteel desarrollode E. faeciumT136, en las 12 primerashorasde incubaciónse
metabolizóel 51%de la glucosa(41 g) y alas 15 h -final de la faseexponencialdelcrecimiento-
ya se hablametabolizadoel 86% (69,1 g). Durantelas últimas9 h de incubaciónsólo se
fermentaron2,9 g de glucosa.lo quesignificaquefinalizadala incubaciónsehabíametabolizado
el 90% de la glucosa(72g).

A pH 5,7 (Figura4.20B), la produccióndeenterocinasB y A mostróunacinéticasimilara
la descritaen el casoanterior,comenzándosetambiéna detectarla actividadantimicrobianaal
inicio de la faseexponencialde crecimiento(tras6 horasde incubaciónen el casode la enterocina
A y despuésde 7 horasen el caso de la enterocinaB). Asimismo, los valoresmáximosde
actividadantimicrobianade la enterocinaA yde la enterocinaB sealcanzaronhaciala mitad de la
faseexponencial(14 horas)y en el final de la misma(20horas),respectivamente.La actividad
antimicrobianamáximade la enterocinaA fue de 2.228.000UB totales,esdecir,un 29%de la
detectadaparala enterocinaB (7.716.000UB totales).Así, pues, manteniendoel pH delcultivo
a 5,7 aumentóla producciónde enterocinaB en un 7%, con respectoa los valoresobtenidosa
pH 6,2, mientrasqueen el casode la enterocinaA la producciónseaumentóen un 22%.
Asimismo, las dos bacteriocinasfueron mucho más establesa pH 5,7, ya que una vez
alcanzados los valores máximos de producción, la actividad antimicrobiana se mantuvo constante
durantetoda la faseestacionaria,detectándoseal final de la mismaun 99% (7.660.000UB
totales)de la actividadantimicrobianamáximade la enterocinaB y un 77% (1.722.000UB
totales) en el caso de la enterocinaA. A diferenciade lo que sucediócon la actividad
antimicrobiana,el crecimientode E. faecium T136a pH 5,7 fue menory máslento quea pH
6,2, prolongándosela faseexponencialde crecimientohastalas 20 h de incubación.La tasade
fermentaciónde la glucosatambiéndisminuyó,ya que se requirieron15 h de incubaciónpara
quese metabolizaseel 49 % de la glucosa(39g) y 20 h paraquese fermentaseel 84% (67 g).
Durante las últimas 4 h de incubación sólo se fermentaron 3 g de glucosa, lo que significa que
finalizadala incubaciónsehabíametabolizadoel 88%de laglucosa(70 g).

Finalmente, E faeciumT136 se desarrolló,aunquelentay débilmente,cuandoel pH del
mediode cultivo semantuvoa5,2; sin embargo,no sedetectéactividadantimicrobianadebidaa
la enterocinaB o a laenterocinaA enel sobrenadantedel cultivo (Figura4.20C).

Los resultadosanterioresdemuestranque la máximaactividadantimicrobianade la
enterocinaB (3.858 UR/mí)y de la enterocinaA(1.114UD/mí) se obtienecuandoE. faecium
Tl36se desarrollaanaeróbicamenteen un fermentadora300Cy pH constantede 5,7 durante20
y 18 h, respectivamente.Conel objetode cuantificaríaoptimizaciónde la producciónde cada
una de las bacteriocinasse determiné,medianteun ensayoen placasmicrotituladoras,la
actividadantimicrobianadel sobrenadantede un cultivo de E. faeciumT136 desarrollado
aeróbicamentea 300C durante16 horas sin controlarel pH del cultivo, empleandocomo
microorganismosindicadoresLb. sake 148 y P. pentosaceusFBB61. La actividad
antimicrobianadel sobrenadantedebidaa la enterocinaB fue de 219 UB/ml, mientrasque en el
casode la enterocinaA sedetectaron62 UB/ml. Deestosresultadossededucequeel desarrollo
de E. faecium T136anaeróbicamenteenun fermentadora300Cmanteniendoel pH constantea
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5,7 permiteincrementaraproximadamente18 vecesla producciónde enterocinaB y de
enterocina A.

IV. 1 1 .2.2. Purificación a homogeneidadde la enterocinaB y de la enterocinaA

Unavez optimizadala producciónde lasenterocinasB y A se llevó a cabosu purificacióna
homogeneidad,medianteel protocolo descritoen la sección111.2.10.4.2, a partir del
sobrenadanteobtenidopor centrifugaciónde 2 1 de cultivo de E. faeciumT136(inéculoinicial
del0,1%) desarrolladoanaeróbicamenteen MRSa300<2en el fermentadorapH constantede 57
durante18 horas.La actividadantimicrobianade las distintasfraccionesobtenidasdurantela
purificaciónseevaluófrentea P. pentosaceusFBB6l y Lb. sake 148, empleandoun ensayoen
placasmicrotituladoras(sección111.2.10.3.4).De este modo, se realizó un seguimientodel
procesode purificaciónde cadauna de las bacteriocinasde forma independiente,como se
muestraen la TablaIV. 18. La actividadantiniicrobianatotal del sobrenadantelibre de células
(fracción 1) debidaa la enterocinaBy a la enterocinaA fue de 4.599.606y 1.500.000 UR,
respectivamente.Tras la purificación de esta fracción por cromatografíade interacción
hidrofóbica(AmberliteXAD-16) se eluyó la fracción II de 250 ml que mostró un 95%
(4.374.419UB) de la actividadantimicrobianainicial de la bacteriocinaBy un 41% (616.000
UB) de la correspondientea la enterocinaA. Esta fracciónse aplicó a una columnade
intercambiocatiénico(SP-Sepharose),eluyéndosedespuésla fracción III de 50 ml cuya
actividadantimicrobianadebidaa las enterocinasBy A fue de 3.662.719 UB y 300.000,
respectivamente.A continuación,esta fracciónse aplicó a una columnade interacción
hidrofóbica(Octyl-SepharoseCL4B), lo quepermitióconcentrarambasbacteriocinasen una
única fracciónde 10 ml (fracciónIV) quemostróel 44% (2.048.000UB) de la actividadinicial
de la enterocinaB del sobrenadantey el 5,3% (80.110 UR) en el casode la enterocinaA.
Posteriormente,la fracciónIV se aplicó a unacolumnade fase reversa(PepRPCHR5/5)
integradaen un equipode FPLC y se realizóla elucióngradualde las diversassustancias
proteicascontenidasen la misma.Cuandola concentraciónde 2-propanolalcanzóun 24%
eluyeronunasfraccionesqueconteníanenterocinaA, mientrasquelas fraccionesconenterocina
B no eluyeronhastaquese alcanzóun 28% de 2-propanol(no semuestranlos resultados).Las
fraccionesqueconteníanenterocinaB se mezclaron,al igual que las quelas quecontenían
enterocinaA, y serecromatografiaronbajo condicionessimilaresperoempleandoun gradientede
eluciónisocráticodel 28%, enel casodela enterocinaB, y del24% parala enterocinaA (Figuras
4.21 y 4.22).

En el cromatogramade la Figura4.21 seobservaqueal principio delaeluciónsedetectaron
dos picos de A280 que no mostraronactividadantimicrobianafrente a Lb. sake 148. A

continuacióneluyóun pico de absorbancia(fracción 6) que coincidiócon el pico de actividad
antimicrobianadebidaala enterocinaB. A juzgarpor el cromatogramaobtenido,la enterocinaB
hablasido purificadaa homogeneidady mostróunaactividadantimicrobianatotal de 753.339
UR, por lo queel rendimientode supurificaciónfue del 16% (fracciónVB; TablaIV.18).

En lo que respectaal cromatogramade la enterocinaA, en la Figura4.22 se observaque
durante la elución apareció un único pico de absorbancia (fracción 3) que coincidió con el de la
actividadantimicrobianafrente a P. pentosaceusFBB6l. Esta fracción, que conteníala
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enterocinaA purificadaa homogeneidad,mostróuna actividadantimicrobianatotal de 74.071
UB, lo que representauna recuperacióndel 5% de la actividadantimicrobianainicial (fracción
VA; TablaIV.18).

A partir de este momento,el trabajo se centrófundamentalmenteen la caracterización
bioquímicay genéticade la enterocinaBde E. faeciumTl36;no obstante,tambiénsedeterminé
el efectodelditiotritol en la actividadantimicrobianade la enterocinaA de E. faeciumT136, su
CLM frente adiversosmicroorganismosde interésen la industriaalimentariay, asimismo,la
secuencianucleotídicadel genestructuralque codificala producciónde enterocinaA en E.
faeciumT136.

IV.11.3. Composición aminoacídica de la enterocina B

En la TablaIV. 19 semuestrala composiciónaminoacídicaobtenidaporhidrólisisácidade la
enterocinaB de E. faeciumT136 purificadaahomogeneidad(fracciónVB; TablaIV. 18), de la
quesededucelo siguiente:

1) La bacteriocinaposee52-54residuosaminoacídicos,de los cuales8 residuos,esdecirel
15%, son glicina; 23 residuos,es decirel 44 % de la molécula,correspondena aminoácidos
apolaresy 21-23residuoscorrespondenaaminoácidospolares(40-42%).

2) En cuantoa los residuosapolares,sedetectala presenciade los aminoácidosalifáticos
alanina(8), isoleucina(2), leucina(5), prolina (4), y vaina(1); asimismo,es posibleque la
moléculacontengael aminoácidosulfurado metionina(1) y los aminoácidosaromáticos
fenilalanina(1) y tirosina(1).

3) Conrespectoalos aminoácidospolares,seencuentran6 residuosconcarganetapositiva
a pH 6,0-7,0, entre los que se incluyen la arginina(2 residuos), lahistidina (1) y la lisina (3) y,
al menos,4-5 residuossin carganetaa pH 6,0-7,0 (2-3 residuosde cisteínay 2 residuosde
serna).Losrestantes11-12residuoscorrespondenaaminoácidoscon carganetanegativao sin
carganeta(9 residuosde Asx [Asp/Asn]y 2-3 residuosde Gbc [Glu/Gln]).

IV.11.4. Secuencieaminoacídicade la enterocinaB

En la Figura4.23 semuestrala secuenciaaminoacídicade los 41 aminoácidosdelextremo
N-terminal de la enterocinaB, obtenidamediantedegradacióndirectade Edman.Los 19
primerosresiduosaminoacidicosconcuerdancon los de la secuenciaaminoacídicaparcial
obtenidaa partir de la fracción A3 (TablaIV.17; secciónIV.ll.l) y permitieron,además,
identificar los residuosde las posiciones1, 3 y 5 como ácidoglutámico (Glu1), ácido aspértico
(Asp3) y arginina(ArgS). El aminoácidocorrespondientea la posición22 no pudodeterminarse
con certeza,aunqueposiblementese tratade un residuode alanina(Ala 22). Por otra parte,
aunquesóloseobtuvola secuenciade los primeros41 aminoácidosesposibleque, de acuerdo
conlos resultadosde lacomposiciónaminoacídicaobtenidapor hidrólisisácidade la bacteriocina
(TablaIV.19; secciónIV.l 1.3), la moléculacontengaotros 11-13residuosaminoacídicosensu
extremo<2-terminal.La moléculapeptídicano presentala secuenciaconsensocaracterísticade las
bacteriocinasdela claseII del tipo pediocina.
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Tabla IV.19. Composición aminoacídica de la enterocina B de

E. faecium T136

Aminoácido Contenido(pmo¡)

Asx
Ala

Aig

Cys
Gly
Glx
His

Ile

Leu

Lys

Met
Pbe
Pro

Ser
lbr

‘IP

Tyr

Val

Total

8.866,0

7.765,9

2.062,6
2.648,9

7.815,0

2.499,6

1.041,0

2.120.8
4.854,4
2.812,5

1.078,8

1.154,3
4.236,5

2.221,7

ND

959,0
1.030,1

ND

Númemderesiduos

Porhidrélisisa Porsecuenciab

9
8
2
2-3

8
2-3
1

2
5

3
1

4

2

ND

1

1

ND

52.54

6

6
2

7
2
1

2
4

3

1

1

3
1

1

1

41

aN~Cffi más probablederesiduosaminoacidicospor moléculaasumiendoquelaenterocinaIl

contiene1 residuo de tirosina.
bNtimeroderesiduosaminoacidicosde laenterocinaB apartir delasecuenciaproteicaobtenida

mediantedegradaciónde Editan.
CNómeroderesiduosaminoacidicosdelaenterocinaB a partir de la secuenciaproteicaobtenida

mediantela secuenciaciónde su correspondientegen estructural.
Código trisflabo de los aminoácidosy símboloscomoen la TablaIV.13.

Por genéticac

8
8
2
2
8
2
1

2
5

4

1

1

4

2
o
1

1

1

o
53
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Figura 4.23. Secuencia aminoacídica de la enterocina II de E. faecium T136

obtenida por degradación de Edman.

Codigo trisilabo de los aminoácidoscomoen la Tabla lV.13. Código monosílabodelos aminoácidosy símbolos
comoen la Figura 4.8.

1. 5 10 15

N G1u-Asn-ASp-HIS-Arg-Met-Pro--Asn-Glu-Leu-Asn-Arg-Pro-Asn--Asn
E N D 1-1 E M F 14 E L 14 R P 14 14

20 * 25 30

Leu-Ser-Lys-Gly-Gly-Aa-Ala-Lys-Gly-Ala-Ala-Ile-Ala-Gly-Cly
L S K G O A A PC O A A 1 A O O

35 40

Leu-Phe-Gly-Ile-Pro-Lys-Gly-Xaa-Leu-Ala-TrpC
L F 0 1 P K O X L A W
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IV. Resultados

IV.1L5. Tamaño molecular de la enterocina B por espectrometría de masas

La enterocinaB producida por E. faeciumT136 seanalizóporespectrometríade masas,con
el objetode determinarsu tamañomolecular.El espectrode masasobtenido(Figura 4.24)
muestralos picoscorrespondientesa las distintasformasionizadasde la molécula,asícomosu
masamolecularaparente.Como se observa,aparecen4 picos con máximaintensidad,

corrrespondientesalasformasionizadas(positivas)mayoritariasde labacteriocina.A partirde la
masamolecularaparentede cadauno de estoscomponentesmayoritarios(918,4, 1.096,4,
1.370,2y 1.828,0Da, respectivamente),de su intensidadrelativay de su cargaeléctrica(+6,
+5, +4 y +3, respectivamente)secalculó,medianteun análisismatemático,el tamañomolecular
realdecadauno de ellos, quefue de5.510,4;5.482,0; 5,480,8y 5.484,9,respectivamente.El
valor promedio de los resultados generados permitió determinar el tamaño molecular de la

enterocinaB comode 5.479,0±1,2 Da.

IVAlá. Efecto del ditiotritol (DTT) en la actividad antimicrobiana de la

enterocina B y de la enterocina A

Lasmuestrasde enterocinaB y enterocinaA purificadasa homogeneidadse trataronconel
agentereductorDTT, a una concentraciónde lOmM, durante12-14 h a 300<2 (sección
111.2.10.7).Unavez excluidoel efectoinhibidordel Dli’ en el desarrollodel microorganismo
indicador(E. faeciumP13)sedeterminóel porcentajedereduccióndela actividadantimicrobiana
delasbacteriocinastratadasconesteagentereductor.La actividadantimicrobianaresidualde las
enterocinasBy A fuede 1.132 y 1.420UB/ml, respectivamente,frentea las 10.752y 204.000
UB/ml cuantificadasen los correspondientescontroles,lo quesuponeuna reducciónen su
actividadbiológicadel 90 y 99,3%, respectivamente.

IV.11.7. Concentración inhibidora mínima (CIM) de la enterocina B y de la

enterocina A frente a diversos microorganismos de interés en la industria

alimentaria

La concentracióninhibidora mínima (CIM) de la enterocinaB y de la enterocinaA de E.
faeciumT136 se determinó,medianteun ensayoen placasmicrotituladoras,frentea un gran
númerode bacteriaslácticasy microorganismosalterantesy patógenosde interésen la industria
alimentaria, según el procedimiento descrito en la sección 111.2.10.8. En la Tabla IV.20 se
muestranlas concentracionesde enterocinaB y de enterocinaA quefueron necesariaspara
inhibir en un 50% el desarrollode cadamicroorganismoindicador.De los 7 lactobacios
analizados,sólamenteLb. fermentumCECT9338resultó inhibido por ambasbacteriocinas,si
bienla CIM de la enterocinaA fue de 810 ng/mí,esdeciraproximadamente24 vecesmayorque
la CIM de la enterocinaB, y Lb sake 148 fue únicamentesensiblea la enterocinaB, conuna
CIM de 210 ng/ml. Asimismo, Lb. cun’atusNCFB2739fue solamentesensiblea la enterocina

A, conunaCIM de 480ng/ml. Conrespectoa los 3 pediococosempleadoscomoindicadores,
P. pentosaceusFBB6 1 y P. pentosaceusFBB63 resultaroninhibidosúnicamentepor la
enterocinaA,conCIMs de 373 y 610 ng/mí,respectivamente,y P. pentosaceusPCl no resulté
inhibido por ningunade ellas. Por el contrario, las dos especiesdel géneroEnrerococcus

236 Pilar Casaus1am



IV
.

R
esultados

e,

o

j

e,e,o
•0e,ej.3oejuzCoEoo.ej

‘4Pb4
-

E
-

N
•
e

E
E

.—
,

~

ej

.E
.E

U
t~

—~
e

—
e

,

e,
ca

o

S
e,

eq
e

,

“E

(%
)

E
A

p
E

g
a

J
pup¡sualuI

u¡-1
:

-iu

C
’J

o-
o

•oo•oao•oC
o

oo

.8o

o

-m

oo
oLo

I4~(N
i

2
3

7
P

ilar
C

asaus1am



IV
.

R
esultados

r~
n

r-
—

—

u

fi

E.,
.

•
e.,

‘a
t’

c
.c

..—
~

‘o
o,

.~
r

te
~

~
•~

-~
~

E
c

a
E..

~
•e

,
.2

‘a
e.,

E
E

~
E..

E..
E..

~
—

.-.

S
S

S
~

<
U

Q
Z

cre
<

fl
‘0

-
r-

—
r-

n
o’

C
N

tS
C

V
—

2
ca

.~
•-.

—
—

—
E..
‘a‘-~

e..,
~

te
to

O
O

~
c~

‘a
‘a

•
cre

o
r-

—
c
n

’O

E
1

fi

e.,
e.,

E..
E..

‘a
‘a

fi

o

‘rl
—

~
z

~
u

eS
fi

—
o

’—
fl~

½

~

~
O

O
.~

~e
-

½E..

te.
cacaO½ca

enc
a

c
a

ca

II
—

‘a
‘a

h
~

r-.
‘o

‘a
‘a

E..
E..

ca
ca

S
S

u
~.0E

.’

IIE
-

Qne
,

u
~.0o

.
4>
uE

-

:1

fi1~‘ale.

ca

.2~~4
e

so4
-

E
-EE

—ca4>•<rl)CCC
I>
o1~4>Cau,CC4>jaCCeCC1-ojacaCC4>(aoo4
-CCCC

E
-

e,
.0‘4cee,4>OEooe,‘ee.>‘4
.0

.0oe
—

o

—
e,

t•0
.-

.0e
.,.>

‘e‘a
e

,
‘eo
j.

o
u,

?
‘

e
-

e,e>i4>
e,

E
.>

4>
u,

O
.’,

e~-~
.E.7

ore,
fiere

y

23&
P

ilarC
asausM

m



IV. Resultados

analizadasse vieron afectadaspor ambasbacteriocinas,si bienen los dos casos,las CIMs de la
enterocinaA fueronmenoresque las CIMs de la enterocinaB. El desarrollode L. cremoris

CNRZI17, Lc. cremorisDB127Sy M. varians230no resultéinhibido por ningunade las dos
bacteriocinas,empleandoconcentracionesmáximasde 5,0 iig/ml de enterocinaB y de 3,75
ig/ml de enterocina A.

En cuantoa los microorganismosalterantesempleadoscomo indicadores,todos ellos
resultaroninhibidospor la enterocinaB y por la enterocinaA purificadasa homogeneidad.Las
CIMs frentea las3 cepasanalizadasdelgéneroPropionibacteriumfluctuaronentre40-50 ng/ml
de enterocinaA y 50-90ng/mlde enterocinaB. Asimismo,parainhibir en un 50% el desarrollo
de Ls. innocuaB1J8626y St. carnosusMCI fueronsuficientes120 y 180 ng/mlde enterocina
A, mientrasqueserequirieron430y 410ng/mlde enterocinaB,respectivamente.Las CIMs de
enterocina A frente a las 3 cepas analizadas del género Clostridium fueronaproximadamente2-3
vecessuperioresalasobtenidasparala enterocinaB, quefueronde 140-550ng/ml.

Por otra parte, las enterocinasB y A fueron muy efectivasfrente a la mayoríade los
microorganismospatógenosanalizados,siendodestacableslas CIMs de enterocinaA (40-100

ng/mí) y deenterocinaB(140-440ng/mI) requeridasparainhibir el desarrollode las5 cepas
analizadasde Listeria monocyrogenes.Por el contrario, Cl. perfringensCECT376 y Cl.
botulinumCECT551 no resultaroninhibidospor ningunade las dos bacteriocinas.Asimismo,la
enterocinaB no fue activa frentea B. cereusATCC9l39y se requirieron682 ng/ml de
enterocinaA parainhibiren un 50% sucrecimiento.Las3 cepasanalizadasde St. aureusfueron
inhibidaspor concentracionesde enterocinaA entre530 y 770 ng/ml. LasCIMs de la enterocina
B frente a St. aureus FR1137fueronsimilares(460 ng/mi),pero, sin embargo,se requirieron
1.000y 1.300 ng/ml de bacteriocinaparainhibir el desarrollode St. aureus FRI196E y St.
aureusFR1472,respectivamente.

De estos resultadosse deduceque la enterocinaB y la enterocinaA purificadasa
homogeneidadposeenactividadantimicrobianaindependientey muestranun amplioespectrode
acción,en el quese incluyenun gran númerode microorganismosalterantesy patógenos.La
mayoríade las bacteriaslácticasanalizadasfueron resistentesa ambasbacteriocinas,sin
embargo,pequeñasconcentracionesde enterocinaB -entre50 y 550ng/mí-y de enterocinaA-
entre40 y 580 ng/mí-fueronsufucientesparainhibir en un 50%el crecimientode la mayoríade
los microorganismosalterantesy patógenosde importancia higiénico-sanitariacomo, entre
otros, CL tyrobutyricum,Propionibacreriumspp., Ls. monocytogenesy St aureus.

[ViL CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DE LA ENTEROCINA B DE

E. faecium T136

IV.12.l. Aislamiento y visualización del ADN total de E. faecium T136

El ADNcromosómico y plasmídico de E. faeciumT136 sealsió a partir de 10 ml de un
cultivo en caldo MRSsegún el método de lisis alcalina descrito por Anderson y McKay (1983),
conlasmodificacionesindicadasen la sección111.2.11.2.Los resultadosobtenidostrasrealizar
la electroforesisen un gel de agarosaal 0,8% (p/v) se muestranen la Figura 4.9 (sección
IV.l0.2). El ADN cromosómicodeE. faeciumTl36se visualizóen la porción superiordel gel
comounaúnicamanchanucleotídica,encimade la cualse detecté,al igual queen el casode E.
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IV. Resultados

fc¿eciumP13,un plásmidodeelevadotamañomolecular,posiblementemayorde 60 Kb.

IV.12.2. Secuenciación del gen estructural de la enterocina B y de las regiones

adyacentes

La secuencianucleotidicadel fragmentode 352 pb del ADN de E. faecium T136 que
contieneel gen estructuralde la enterocinaB (entB) se determinósecuenciandodiversos
fragmentosdePCR medianteel métodoenzimáticodeSángero métododidesoxide finalización
de cadena,comose describióen la sección111.2.11.10. La secuenciay la direcciónde los
oligonucleótidossintéticosutilizados como cebadoresen los experimentosde PCR o de
secuenciación,su temperaturade fusión y su localizacióncon respectoa la secuencia
aminoacídicade la enterocinaE semuestranen la TablaIV.21.

IV. 12.2.1. Obtencióndela urimerasecuencianucleotídica

A partir de la secuenciaaminoacidicade la enterocinaB, obtenidamediantedegradaciónde
Edman (Figura 4.23), se diseñaronlos oligonucleótidosdegeneradosENTB 1 y ENTB2,
seleccionandoparaello zonasde la secuenciaqueindujeranla mínimadegeneracióndel código
genético.Losfragmentosseleccionadosfueronlos correspondientesa los aminoácidosentrelas
posiciones2 y 7, en el casodeloligonucleótidoENTE1, y entrelas posiciones27 y 32, parael
cebadorENTB2 (Figura4.25). A partir de la secuenciaaminoacídicadeambosfragmentosse
dedujolasecuenciadel ARN mensajerocorrespondientey la delADN queenél setranscribe.La
secuenciade ADN del fragmentocorrespondientea los aminoácidosentrelas posiciones2 y 7
mostrabacuatroposicionesde doble axnbigtiedady una de cuádruple,por lo queel númerode
secuenciasposibleserade 64. A partir de estainformaciónse sintetizóel cebadordegenerado
ENTBí. La secuenciade ADN del fragmentocorrespondientea los aminoácidosentre las
posiciones27 y 32 mostrabauna posición de dobleambigiledad,unade triple y cuatrode
cuádruple,por lo queel númerode secuenciasposibleserade 1.536. En basea la información
conocidasobrelos codonesmásfrecuentesdelgéneroEnterococcus,seescogióel tripleteTAO
parael aminoácidoisoleucina,con lo que seeliminó la degeneracióntriple originadapor la
tercera posición de este codon (TAT/G/A) y de este modo se redujo el número de secuencias
posiblesa 512y se sintetizóel cebadordegeneradoENTB2.A continuación,se realizóun PCR
específico(sección11L2.ll.6.3) empleandounamuestrade ADN total deE. faeciumT136 y los
cebadoresENTE 1 y ENTB2. La etapade hibridaciónse realizóa 500<2durante30 seg y la
polimerizaciónseefectuóa720Cdurante2 mm.Los fragmentosamplificadossevisualizarontras
realizarlaelectroforesisdela totalidaddelproductodePCR enun gel deagarosaal2% (p/v). El
cálculoteóricodeltamañodelfragmentoqueseamplificaríateniendoen cuentala posicióndelos
cebadoresconrespectoa la secuenciapeptídicapermitióidentificarunabandade 90 pb comola
correspondienteal fragmentopositivo. El fragmentose extrajo del gel de agarosay, a
continuación,se purificó para eliminar productosque pudieraninterferiren las posteriores
reaccionesde secuenciación(secciones111.2.11.8 y 111.2.11.7).Antes de procedera la
secuenciacióndel fragmentopurificado,éstese tratócon enel fragmentoKlenow de la ADN
polimerasa1 para convertir sus extremos cohesivos en planos y, de este modo, posibilitar su
inserciónen el fagémidopBluescriptII SK+, previamentetratadoconel enzimade restricción
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IV. Resultados

Tabla IV.21. Oligonucleótidos sintéticos empleados en las experiencias de PCR

y de secuenciación de los genes estructurales de la enterocina B y de la

enterocina A

3Tm (0C), temperatura de fusióndel ADN.
bLoc, localización de los oligonucleátidos en la secuenciaaminoacidica de la enterocina B o de la enterocina A; el

cebadorTH1O(AI)se localizaentre los aminoácidos correspondientesalas posiciones -it y -18 dela secuencialíder de
la enterocina A.
cDfr, serefiereala dirección dejos oligonucleótidosconrespectoala hebracodificante;esdecir, haciasuextrenho3’ 6

downstream (5’-3’)o hacia su extremoS’ 6 upstream (3’- 5’).
Los paréntesisindican: (d), oligonucicétido degenerado; (bio), oligonucícótido biotinizado. ¡‘CL reacción en cadenade
la polimerasa; la modalidad dePCR se indica con los subíndices: E, específico;H, hemiespecífico.SEQ,reaccionesde
secuenciación.
Los desoxirribonucícótidos con las diferentesbases nitrogenadas del ADNseindican como: A, adenina; C, citosina; G,
guanina; T, tiinina; Y (CfI); R (MG); M (C/A); N (MC/Olp.
Los oligonucícótidos utilizados fueron diseñadospor la autora, a excepciónde ENTAI (TH1O) (Aymerich exaL, 1996) y
SK2, cuya secuenciaes específicadel vector comercial pBluescript LI 5K..-.

Nombre Empleo Secuencianucleotldica(5’. 3’) Tm (cC)a y~b oit

ENTB 1(d) ¡‘CRE H AAY GAY CAY MONATO CC 51,0 2-7 5-3’
SEQ

ENTB2(d) ¡‘CRE AM4 ARN CCN CCN 0<20Al 53,0 27-32 3’- 5’

ENTB3 ¡‘CREN AOACCTAACAACflATCTAAAG 50,7 12-19 5’-3’
SEQ

ENTB4 PCR~ GCGA~~OCAGCACCACATflTG 58,1 21-28 3-5’

ENTB5 ¡‘CRE,H GrrOCATVrAGAGTATACATrTGC 53,6 46-53 3’-5’
SEQ

ENTAl ¡‘CREN GAT TAl GAA ACA 1112AAA AAT ni GTC 55,0 Lila 5’- 3’
(1H10) SEQ

ENTA2 ¡‘CRE AAA ACC ACC TAl AGA CAí TCC 10<2 57,0 31-38 3’- 5’

SK2 (Fío) PCR~ CCG CTC TAO AAC TAO 100 ATC 54,2 - 5’- 3’

SEQ
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1V? Resultados

HinCII (secciones111.2.11.9y 111.2.11.4.2).A continuación,empleandocomomoldede ADN
estaligacióny comocebadoresel oligonucleótidodegeneradoENTB1 y el oligonucleótidoSK2
biotinizadoen su extremo5’, se realizóun PCR hemiespecíficocon unatemperaturade
hibridaciónde 510<2durante30 segy un tiempodepolimerizacióna720Cde 10 seg.Teniendoen
cuentaeltamañodelinsertoligadoy laposicióndelcebadorSK2 y de la dianaderestricciónde
HincII en la secuencianucleotídicadelfagémidopBluescriptll SK+, el fragmentopositivoque
se amplificaríatendríaun tamañode 154 ph, correspondientea la sumade las90 pb del inserto
máslas 21 ph del oligonucícótidoSK2 y las43 pb entreel final de la secuenciade SK2 y la
dianade restricciónparaHincII. Trasrealizarla electroforesisdelproductode PCRenun gelde
agarosaal 2% (p/v) sevisualizóla presenciade unabandamayoritariacorrespondienteal
fragmentode 154 ph, que se extrajo del gel de agarosay se purificó para procedera su
secuenciación.En primer lugar, sesepararonlas dos hebrasde ADN del fragmento154 ph-
HincII, graciasa la especificidaddel cebadorSK2 marcadocon biotinapor la estreptavidina
(sección111.2.11.10.2),y se secuenciaronlas hebraspositiva (biotinizada)y negativa,
empleandocomocebadoresde secuenciaciónel oligonucleótidodegeneradoENTB 1 y SK2.

respectivamente.Trasla autorradiografíacorrespondientese pudieronteerconclaridadun total
de 57 ph (Figura4.26A). A partirde estasecuencianucleotídicasededujeronlas posibles
secuenciasaminoacídicasy, trascompararlasconla de la enterocinaB, seconfirmóquela hebra
5’-3’ (hebracodificante)del fragmento secuenciadoconteníala región del gen estructural de la
enterocinaB (emA?) quecodificala regiónde la bacteriocinaentrelos aminoácidos12 y 30
(Figura4.26B),obteniéndosedeestemodola primerapautaespecíficade susecuenciación.

IV. 12.2.2.Secuenciacióndesdela mitad del genestructuralhaciasuextremo3

’

A partirde la secuencianucleotídicaparcialdelgenestructuralde laenterocinaB sediseñóel
cebadorespecíficoENTB3 y, a continuación,se realizaroncuatro P<2Rs hemiespecíficos
empleandocomoADN moldemuestrasqueconteníanfragmentosdel ADN total de E. faecium

T136 digeridocon L~nI, HincII, RsaIo SspI y ligadosen el fagémidopBluescriptII SK+
previamentetratado con HincII (mezclasde ligaciónDm1, HincII, RsaI y Sspl) y, como
cebadores,ENTB3 y SK2.La hibridaciónserealizóa55O(2 durante30 segy la polimerizaciónse
efectuó a 720<2 durante 2,5 mm. Tras realizar la electroforesis de los productos de P<2R en un gel
de agarosaal 0,8% (p/v) se seleccionó un fragmento de 1,2 Kb, correspondiente a la ligación
HincII, por ser el de mayorintensidad.Una vez extraidodel gel y purificadose convirtió a
cadenasencillay se secuencióla hebrapositiva, empleandoENTB3 como cebadorde
secuenciaciónTras la autorradiografíacorrespondientese empezóa leer, con la carrera
electroforéticacorta,a unadistanciade 23 ph del cebadorENTB3,lo quepermitióconfirmarel
final de la secuencianucleotídicade 57 pb obtenidacon el cebadorENTB1. Solapandolas
secuenciasobtenidasconlasdoscarreraselectroforéticasseobtuvola secuenciade 130 pb desde
la mitad del genestructuralde la enterocinaB haciasuextremo3’.

IV. 12.2.3.Secuenciacióndesdeel fmal del ~enestructural hacia suextremo5

’

A partirde la secuencianucleotldicade130 ph obtenidaconENTB3 sediseñoel cebador
específicoENTBS y, a continuación,serealizaronsieteP<2Rshemiespecíficosempleandocomo

243 Pilar CasausLara



IV
.

R
esultados

(n

~C
C

o
C

CC
o

Ca
5-

c
C

a
—

CC
~

Ca

C
C

—
‘a

Ca

E
—

C
C‘o

~
Ca

e
-.

5
-

te
’

‘4
.-,

Ca

Ca
e’

—
tCCoCC

e
n

,
CC

M
~

e
o

—
CC

s
C

a
CC

Ca
Ca

Ca

e’5
-

-Ca

u:-
>eb

u
—

C
a

ZC
o

O
~

4
>

5
-

CC
CC

E
n

CC
Ca

.—
Ca

CaCC
C

o

C
a

e
uC

a
e

c
n

tCCe’
sc

uc
d

CC
Ca

u
-

cn
u~

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

E
-’

.ri~
E-.

0
0

0
0

0
0

o0H.r1.rcO(~1sc0o:4tuo..

ooooOE-’
ooE-.
scscOoOoE

.
ooE-’
OE

-

scuoooE
-

oC.DE—’
oscE’E

-
oo.rcoscu

-,

‘e
e

-
‘u

o

eS
u>o‘u

0
’,

~
.2e

.-

5
e

n
n

o
o‘e

n
—

o
4

>
’a

‘u
e

‘4
4

>
o

‘u
~

60
.~

e
~

o

e
-

C
o

e
.-

—
>

.~o
u-

‘u~>
.,c

4>
1~

o
—

«
~

E
u

>
N

O‘a

1
—

u>
SA4>

‘uO
‘o

4
>

.0
-—

4
>

‘e
00

‘u
4>

-
u>

E
-

oE

I~u>
en

0
~

~
O4

E
n

C

~
:

-8
.~

‘e
s

4
g

o
~

‘e
o

E
e

i
e

~
~-e

‘a
~

-‘5
—

~
>

~
0

SA

o~
E

~
’u

O
r..

~
~

e

8
‘e

1
.‘~a

E
-

4
’CC

‘eCdi
Ca5

-
‘oCCue’CCCa
‘oCCCae’5-ocde’
‘ou(a

2
4

4
P

ilarC
asausLara



IV Resultados

ADN molde las mezclasde ligación Dm1, RsaI, SspI, FspI, NaeI y StuI y, como
cebadores,ENTB5 y SK2. La hibridaciónserealizóa550<2durante30 segy la polimerizaciónse
efectuóa 720<2durante2,5 mm. En los productosde PCR de las ligacionesFspI, Miel y StuI,
no sevisualizóningunabanda. Empleandolas ligacionesDm1 y Rsal se obtuvieronvarias
bandas,correspondiendolasde mayorintensidada un fragmentode280 pb y auno de250 pb,
respectivamente.Conla ligaciónSspIseconsiguióamplificar,entreotros,un fragmentode 1,4
Kb, quese seleccionópor serel fragmentomayoritario.Tras la extraccióny purificacióndel
fragmento1,4 Kb-SspI, se llevó a cabosu conversióna cadenasencillay, posteriormente,se
secuenciéla hebrapositivaempleandoENTB5 comocebadorde secuenciación.<2on la carrera
electroforética corta se empezó a leer a una distancia de 15 ph del cebador ENTB5, lo que
permitió un solapamientode 42 pb con la secuenciade 130 pb obtenidaanteriormente.
Solapandolassecuenciasobtenidasconlas doscarreraselectroforéticasseobtuvo unasecuencía
de 264 pb que permitió completar la secuencia del gen estructural de la enterocina B y avanzar
haciael extremo5’.

La integraciónde los resultadosanteriorespermitió obtenerla secuenciade 352 nucleótidos
contiguos del ADNde E. faeciumT136 que se muestra en la Figura 4.27.

IV.12.3. Análisis del gen estructural de la enterocina B y de las regiones

adyacentes. Identificación de las regiones nucleotidicas relacionadas con la

transcripción y con el inicio de la traducción.

El análisisinformáticodela secuencianucleotldicade352 pb del ADN de E. faeciumT136
obtenida mediante la secuenciacióri de varios productos de PCRreveló que contiene un marco de
lecturaabierto(ORF), denominadoemA? (Figura 4.27), que corresponde al gen estructural de la
enterocinaB y quecodifica un péptido de 71 aminoácidos con un tamaflo molecular teórico de
7.482 Da. Mediantela comparaciónde estasecuenciaaminoacídicacon la obtenidapara la
enterocinaB por degradaciónde Edman,sededucequeestabacteriocinasesintetizacomoun
precursoro prepéptido(preproenterocinaB) que contieneunaextensiónN-terminal de 18
aminoácidoscon un tamañomolecularteóricode 2.034Da(Figura4.28;TablaIV.22). El punto
de procesamientodel prepéptidosesitúainmediatamentedespuésde los dos residuosde glicina
consecutivos (posiciones -2 y -1) de la extensión N-terminal, lo que da lugar a un péptido de 53
aminoácidos (enterocina B) con un tamaño molecular teórico de 5.465 Da (TablaIV.22).

El análisis de la secuencia nucleotídica localizada delante del gen estructural de la enterocina
B (emA?) permitióidentificarlas secuenciashexaméricascorrespondientesa las regiones-10
(TATAGA) y -35 (T~CAGA) del hipot4ticopromotorde su transcripción,separadaspor una
distanciaóptimade 16 pb (Figura4.27). Asimismo,4 pb debajodelcodonde terminacióndela
traducciónde la pre-enterocinaB (UAA) se identificóuna regiónpalindrómicaconstituidapor
dos secuenciasrepetidasinversasde 15 ph ricas en A+T (GAAGAGAAAAAA<2TC y
GAG1TITITCT<2TT<2) separadaspor 5 pb y seguidasde unacolade timinas (ITITIT). El
ARNmtranscrito a partir de esta secuencia adoptada una estructura secundaria en forma de
horquillaseguidade 6 residuosde uracilo.Estahorquilla tieneunaenergíalibre deGibbs (AG)
de -19,8 Kcal/mol (-82.8 KJ/mol), por lo que estadafavorecidatermodinámicamentey
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IV. Resultados

Figura 4.27. Secuencia nucleotídica del gen estructural de la
enterocina B (entB) de E. faecium T136. Identificación de las
regiones relacionadas con el inicio de la transcripción y de la
traducción y del hipotético terminador rho-independiente de la
transcripción

1 TGTTATPCCTCAVTCAGAGTTCCCAACTGT<flGGTATAGATATA’IflTCCCTAGTATCGTA

SRD1
61 ATAAAATACTGTAAAAGGAOCGAGTrPIEAAATATGCAAAATGTAAAACAATTAAGTAGGAA

S.D entE 14 Q N y 1< E L S T 1<

121 AGAGATGAAACAAATTATCGGTGGAGAAAATGATCACACAATGCCTAATGACTTAAATAO

EM K Ql 100£ N DE RM FN EL NR
f

181 ACGTAACAACTTATCTAAAGGTGGAGCAAAATG~GTGCTGCAATI~CTGGGGGATTATT
FN NL 5K 00 ARGO A Al ACOLE

SRM
241 TGGAATCCCAAAAGGACCACTAGCATGGOC’PGCTGGCT’TAGCAAATGTATACTCTAAATC

OIP KG PL A W A A O LAN V Y 5KG

301 CAACTAAAAAAGAAGAGAAAAAACTGATPACGACTTTTI’TCTGTTGTTrPTT 352
N *

Código monosílabo de los aminoácidos como en la Figura 4.8. Les dexosirribonucícótidos se indican
como en la Tabla ¡V.21. Les numéros indican la posición dejas bases nitrogenadas en pares de bases.
ATO: codon de iniciación de la traducción correspondiente al aminoácido metionina; *, codon de
terminación de la traducción (UAA). Las secuencias -35 y -10 del hipotético promotor y la secuencia
Shine-Dalgarno (5. D.) se han subrayado. Las secuencias repetidas directas (SRDi. izquierda; 5RDd,
derecha) se han suprarayado. Las secuencias palindrómicas correspondientes posiblemente a un
terminador simple (rIto-independiente) de la transcripción se indican con flechas horizontales. El punto
de procesamiento de la bacteriocina está seflalado con una flecha vertical.
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IV. Resultados

constituidauna estructuraestable que podría servir como un terminadorsimple (dio-

independiente)de la transcripciónde entB(Platt,1986;Leóny García,1992).
En las regionesqueflanqueanel genestructuralde la enterocinaB (entB) se identificóun

juegode secuenciasrepetidasdirectas(SRD)queconsisteen dos secuenciasidénticasde 10 pb
(ATA<2TCTAAA) (Figura4.27). La SRD izquierda(SRDi) se localizaa 17 pb del codon de
iniciaciónde la traducción(AUG) de lapre-enterocinaB y la SRD derecha(SRDd)sesolapacon
el extremo3’ del gen estructural,situándose7 pb delantedel codon de terminaciónde su
traducción (UAA).

El análisis de la secuencia nucleotídica localizada delante de entA? permitió identificaruna
secuencia Shine-Dalgarno muy conservada (AAGGAG), que se encuentra a una distancia óptima

de 12 pb delcodonde iniciación de la traducción(AUCI) de la pre-enterocinaB.
La secuencianucleotídicadel genestructuralde la enterocinaB y de lasregionesadyacentes

seencuentraregistradaen la basede datosGENBANK conel númerodeaccesoU87997.

IV.12.4. Análisis de la secuencia aminoacídica de la enterocina B y de su

extensión N-terminal. Parámetros físico..quíniicos

A partir de la secuenciagenéticade la enterocinaB sededuceque la bacteriocinamadura
contiene53 aminoácidos,lo que coincidecon el valor obtenidopor hidrólisis ácida(52-54)
(TablaIV.19; secciónIV.l 1.3); sin embargo,mediantedegradacióndeEdmansólose pudieron
identificarlos primeros41 residuosaminoacídicosdela región N-terminal(Figura 4.23). Por
otra parte,de la secuenciagenéticasededucequelas posiciones22 y 23 correspondena los
aminoácidosusinay cisteina(Lys22 y <2ys23),lo cualestáen discordanciaconlos resultados
obtenidospor degradaciónde Edman(Ala22y Lys23).Asimismo,el residuoaminoacídicodela
posición38, queno pudoserdeterminadoconcertezapor degradacióndeEdman(Xaa3S),se
identificó comoprolina(Pro38)(Figura4.28)

La composiciónaminoacídicade la enterocinaB deducidade la secuenciagenéticamuestra
unagran similitud conla obtenidapor hidrólisisácida(TablaIV. 19). Conrespectoa los 11-12
residuospolarescon carganetanegativao sin carganeta(9 Asx y 2-3 Glx) detectadospor
hidrólisisácida,la bacteriocinaposeeúnicamente3 residuosconcarganetanegativa(Glu 1, Glu9
y Asp3)y 7 residuosdelaminoácidoneutroasparragina.La bacteriocinaposee,además,otros 5
residuosde aminoácidosneutros,entrelosqueseincluyenla cisteina(2 residuos),la serma(2) y
la tirosina(1). Encuantoalos aminoácidospolaresconcarganetapositiva, la secuenciagenética
permitióidentificar un residuomásde lisina, por lo que en total se incluyenen la molécula4
residuosde usina,2 residuosde argininay 1 residuo de histidina. La secuenciagenética
confirmó la presenciade los 23 residuosapolaresdetectadospor hidrólisisáciday permitió,
además,identificarun residuodel aminoácidoaromáticotriptófano (Trp41).

El análisis de la secuenciaaminoacídicade la enterocinaB madurareveló que esta
bacteriocinano contieneen suextremoN-terminalla secuenciaconsensoYGNGV característica
de lasbacteriocinasde la claseII del tipo pediocina(sección11.4.1). Losprincipalesparámetros
físico-químicosde la enterocinaB se muestranen la TablaIV.22, en la quese observaquela
moléculacontieneun 15%de residuosde glicina, un 45%de aminoácidosapolares(delos cuales
el 6% son residuosaromáticos),un 21% deaminoácidospolaresneutrosy el 6 y el 13%restante
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IV. Resultados

lo constituyenaminoácidosácidosy básicos,respectivamente.La enterocinaB esunaproteína
de 53 aminoácidosestable,periférica,catiónica(carganeta3, a pH 7,0), de elevadopI (9,7),
hidrófoba(IndiceGRAVY de -3,8)y conun tamañomolecularteóricode 5.465Da. El extremo
N-terminal de la bacteriocina (hasta el residuo 24) es muy hidrófilo (índice GRAVYde -16,42),
mientrasquela regiónC-terminalesmuy hidrófoba(indiceGRAVY de +6,72) y contieneuna
posiblehélicea transmembrana(PTH) de 21 aminoácidos,entrelos residuos25 (Ma) y 45
(Leu) (índiceGRAVY de +11,42),segúnel programaHELIXMEN (EisenbergetaL, 1984).

El análisis de la extensión N-terminal de 18 aminoácidos de la enterocinaR (Figura 4.28)

permitió observarque: (i) las posiciones-15, -12, -7 y -4 estánocupadaspor los residuos
aminoacídicoshidrófobosvalina, leucina,metioninaeisoleucina(Val-lS, Leu-12,Met-7 elle-
4), (u) las posiciones-11, -9 y -8 estánocupadaspor el residuopolarneutrosermay por los
residuospolaresconcargalisina y ácidoglutámico (Ser-11, Lys-9y Glu-8) y (iii) lasposiciones
-2 y -1 estánocupadaspor el aminoácidoglicina (Gly-2 y Gly-1). Estascaracterísticasde la
extensiónN-terminalde la enterocinaB concuerdanconloscriteriosestablecidosporFremauxa
al. (1993)y Havarsteina aL (1994) (sección 11.4.6) para las secuencias líder del tipo doble
glicina que contienen las bacteriocinas que se procesan y secretan mediante una ruta de secreción
independientede un peptido seflal (sistemasec-independiente)en la que intervienen
transportadoresABC específicosy susproteínasaccesorias(Wandersman,1992;Fathy Kolter
1993; Havarstein a al., 1995a; Franke a al., 1996) (Figura 2.2; sección11.4.7). Los
parámetrosfísico-químicosmás relevantesde la secuencia líder del tipo doble glicina de la
enterocinaB se muestranen la TablaIV.22, en la queseobservaque la moléculacontieneun
11% de residuos de glicina, un 33% de aminoácidos apolares, entre los que no se incluye ningún
aminoácidoaromático,un 28% de aminoácidospolaresneutrosy el restante 28%está constituido
por aminoácidospolaresconcarganetanegativa(11%)o positiva(17%).Estasecuencialíderes
estable, periférica,catiónica(carganeta 1, a pH 7,0), de elevadopI (9,7), presentaun índice
GRAVY de -5,9 y un tamañomolecularteórico de 2.034 Da. De acuerdocon los programas
HELIiXMEN (Eisenberga aL, 1984) y SOAP (Klein a aL, 1985), la moléculano contiene
segmentostransmembrana.

Teniendoen cuentatodos estosresultadosse puedeconcluirque la enterocinaB de E.
faeCiumTl36esunanuevabacteriocinasec-independientequeno esdel tipo pediocina,esdecir,
unasustanciaantimicrobianaquesesintetizaenlos ribosomasen formade un prepropéptidoo
precursorinactivo(prcproenterocinaB) quecontieneuna secuencialíder del tipo dobleglicina

que es reconocidapor el transportadorABC de la bacteriocinay procesadapor éste
concomitantementeconla secreciónde laenterocinaB.

IV.12.5. Secuenciaciónparcial del gen estructural de la enterocina A

Dadoque mediantedegradaciónde Edmansólo se pudieronidentificar los primeros 18
aminoácidosdel extremoN-terminal de la enterocinaA de E. faeCium T136 se procedió a
determinarla secuencianucleotídicade su genestructuralparaconfirmar genéticamentela
identidadde estabacteriocinacon la enterocinaA de E. faeciwn CTC492 (Aymerich, 1996;
Aymerich a aL, 1996)e La secuencianucleotídicadel fragmentode 187 pb que condeneuna
región delgen estructuralde laenterocinaA (enz.4)sedeterminósecuenciandoun fragmentode
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PCR medianteel métodoenzimáticode Sángero métododidesoxide finalizaciónde cadena,
como sedescribióen la sección[11.2.11.10.El cebadorENTAl empleadoenlas experienciasde
PCR y de secuenciacióncorrespondealcebadorTHIO (AymerichetaL, 1996), específicode la
secuencialíder de la enterocinaA de E. faeciumCTC4932. La secuencia y la dirección de
ENTAL (THIO), sutemperaturade fusióny su localizaciónconrespectoala secuencialíderde la
bacteriocinasemuestraen la TablaIV.21.

El ADN total de E. faeciumT136 se tratócon el enzimade restricciónECORI (sección
111.2.11.3) y los fragmentosobtenidosse ligaron en el fagémidopBluescriptII SK+,
previamentetratadocon EcoRI (secciones111.2.11.4.2 y III.2.l1.5). A continuación,se
realizarontresPCRshemiespecíficos(sección111.2.11.6.3)empleandocomo ADN moldeesta
mezclade ligacióny las obtenidasanteriormente(Dm1 y HincII) (secciónIV. 12.2.2) y, como

cebadores,el oligonucleótidoespecíficoENTAl y SK2 biotinizadoen su extremo 5’. La
hibridaciónserealizó a550(2durante30 segy la polimerizaciónseefectuóa 720(2durante2 mm.
Tras realizar la electroforesis de los productos de PCRen un gel de agarosa al 0,8% (p/v), en el
productocorrespondienteala ligación&oRI se visualizóun únicofragmentode 1,8 Kb, lo que
permitiósupurificacióndirectamenteapartir delproductode PCR.Posteriormente,el fragmento
seconvirtióa cadenasencillay se secuenciólahebrapositivaempleandoEN’TA 1 comocebador
de secuenciación. Tras realizarla autorradiografíacorrespondiente, se solaparon las secuencias
obtenidascon las doscarreraselectroforéticasy seobtuvo la secuenciade los 187 nucleótidosdel
extremo3’ del genestructuralde la enterocinaA quesemuestraenla Figura4.29.

IV.12.6. Análisis del gen estructural de la enterocina A y de la región

adyacente. Parámetros físico-químicos de la enterocina A

La secuencia nucleotídica de 187 pb obtenida mediante la secuenciación del producto de PCR
1,8 Kb-EcoRI de E. faeciumT136 contiene dos marcos de lectura abiertos (ORFs) incompletos

con la mismapolaridad(hebra5’-3’), denominadosentAy orJ2 (Figura 4.29).
El fragmentosecuenciadodel genestructuraldela enterocinaA (entA)codificaunasecuencia

de 52 aminoácidosque, al compararseconla obtenidaparala hacteriocinapor degradaciónde
Edman, permite establecer que la enterocina A se sintetiza como un precursor o prepéptido
(preproenterocinaA) que contiene un extensiónN-terminal, de la que únicamentese
determinaronlos 5 residuosdelextremoC-terminal(Figura4.28).El puntodeprocesamientodel
prepéptidose sitúa inmediatamentedespuésde los dos residuosde glicina consecutivos
(posiciones-2 y -1)de laextensiónN-terminal,lo que da lugara un péptidode47 aminoácidos

(enterocina A madura) con un tamaño molecular teórico de 4.833 Da. La secuencia aminoacídica
deducidade la secuenciagenéticaconfirmó la secuenciaparcialobtenidapor degradaciónde

Edmany permitióidentificarlos residuosdelas posiciones1 (Thrl) y 14 (Cysl4). Lasecuencia
aminoacidica de la bacteriocina resultó ser idéntica a la de la enterocina Ade E. faeciumCTC492
(Aymerich, 1996;AymerichetaL, 1996).

Los parámetrosfísico-químicosmásrelevantesde la enterocinaA semuestranen la Tabla
IV.22, en la que se observa que lamoléculacontiene un 19% de residuos de glicina, un 36%de
aminoácidosapolares(de los cualesel 11% son residuosaromáticos),un 30% de aminoácidos
polaresneutrosy el 2 y el 13% restantelo constituyenresiduosanjinoacidicosácidosy básicos,
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IV. Resultados

Figura 4.29. Secuencianucleotídica parcial del gen estructural de la
enterocina A (etnA) de E. faecium T136

•ntA
1 AACTThTCTATGGGGGTACCACTCATAGTGGAAAATATTATGGAAATGGAGTGTAPPGCA

LI VG G T T H SG ¡<Y VG NG y Y O T
t

61 CTAAAAATAAATGTACGGTCGATTGGCCCAAGGCAACTACTTGTATTGCAGGAATGTCTA
K NR O TV DW AI<AT TO 1 ACM SI

ort2
121 TAGGTCGT’PTTTTAGGTGGAGCAATTCCAGGGAAGTGOTAAAATGAAAAAAAATCCTAA

CG EL G G A IP G KO * 14K ¡4 N A ¡4

181 GCAAATT 187

o’

Código monosílabo de los amonoácidoscomo en la Figura 4.8. Los dexosirribonucleótidos se indican
comoen la Tabla¡‘1.21. Los num~rosindicanla posición delasbasesnitrogenadasen paresdebases.t
codonde terminaci6ndela traducción(UAA). La secuenciaShine-Dalgarno(SD.) seha suprayado.El

punto deprocesamientode la bacteriocinaestáseijaladocon unaflechavertical.
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respectivamente.LaenterocinaA esunaproteínaperiférica,estable,catiónica(carganeta4, apH
7,0), de elevadopI (9,0) e hidrófoba(ÍndiceGRAVY de -0,3). El extremoN-terminalde la
bacteriocina(hastael residuo22) es bastantehidrófilo (índiceGRAVY de -9,41), mientrasque
la región C-terminal es muy hidrófoba (índice GRAVYde +7,72) y contiene una posible hélice
a transmembrana(PTH) de 21 aminoácidos,entrelos residuos23 (Trp) y 43 (Ile) (índice
GRAVY de + 10,8),segúnel programaHELIXMEN (EisenbergaaL, 1984).

La extensiónN-terminal de la enterocinaA de E. faecium T136 no se secuenció
completamente;no obstante,la presenciade dosresiduosconsecutivosde glicinainmediatamente
antesdel punto de procesamientode la pre-enterocinaA(Cily-2 y Gly-1) (Figura4.29) sugiere
quese tratade unasecuencialíderdel tipo dobleglicina (Fremauxet al., 1993; Havarsteina
uI.,1994), como se ha demostrado para la enterocina A de E. faeciumCECT492 (Aymerich,
1996; Aymerich et aL, 1996). Por lo tanto, la enterocina A de E. faecium T136 es una
bacteriocinadeltipo pediocinaque,al igual quela enterocinaBdeE. faeciumT136. se procesay
secretamedianteuna ruta de secreciónindependientede un peptido señal (sistemasec-

independiente)en la queintervienentransportadoresABC específicosy susproteínasaccesorias
(Figura 2.2; sección 11.4.7).

Inmediatamentedespuésdel codonde terminaciónde la traducción(UAA) de la enterocina
A, selocalizael inicio de un segundomarcode lecturaabierto(ORF), denominadoorj2, que
codificalos primeros8 residuosdel extremoN-terminalde unacadenapeptídica(ORF2).El
análisisde la secuencianucleoddicalocalizadadelantede orJ2 permitió identificarunasecuencia
Shine-Dalgamo (AGUO), quese encuentraa una distanciaóptima de 10 pb del codon de
iniciación de la traducción(AUO) de ORF2.La secuenciaaminoacidicaparcialdelORF2 de E.

faeCiumT136 resulté ser idéntica al extremo N-terminalde la hipotética proteína de inmunidad
(ORF2) dela enterocinaA de E. faeciumCTC492 (Aymerich, 1996;Aymericheta)., 1996).

IV.12.7. Amplificación por PCR de los genesestructurales de la enterocina B y

de la enterocina A de E. faecium T136 y E. faecium CTC492

Los resultadosanterioresdemuestraninequívocamenteque E. faedum T136 producela
enterocinaR,unanuevabacteriocinadela claseII no deltipo pediocinay, además,la enterocina
A, unabacteriocinade la claseII deltipo pediocinaquehablasidopreviamenteaisladade E.
faeciumCTC492 (Aymerich,1996;AymerichetaL, 1996).Conelobjetode visualizarlosgenes
estructuralesde lasenterocinasB y A se realizóun PCRespecíficoempleandocomoADN molde
el ADNtotal de E. faeciumT136 y, como cebadores,las parejasENTAl(THLO)/ENTA2 y
ENTB3/ENTB5. La hibridaciónse realizóa 550Cdurante30 segy la polimerizacióna 720(2
durante45 seg. Los resultadosobtenidostrasrealizarla electroforesisde los productosde PCR
en un geldeagarosaal 2% (plv) semuestranen la Figura4.30, en la queseobservandosúnicos
fragmentosde 126 y 171 pb. De acuerdocon la localizacióndelos cebadoresempleados(Tabla
IV.21), los fragmentos amplificados de 126 y 171 pb contienen un fragmento del gen estructural
de la enterocinaB y de la enterocinaA, respectivamente.

Por otra parte, se realizó una reacción de amplificación similar, empleando como ADN
moldeel ADN total de E. faeciumCTC492, conel objetode amplificarel genestructuralde la
enterocinaA y de determinarsi estacepacontienetambiénel genestructuralde laenterocinaB.
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Figura 4.30. Electroforesis en gel de agarosa de los genes
estructurales de la enterocina B y de la enterocina A de E.
faecium T136 (2 y 3) y E. faecium CTC492 <4 y 5)
amplificados por PCR. En la columna 1 se muestran los
marcadores del tamaño molecular de los fragmentos lineales
de ADN.
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—171
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Comoseobservaen la Figura4.30 seobtuvieronlos mismosresultadosquecuandose empleo
el ADN total de E. faeCiumTí36. EstosresultadospermitenconcluirqueE. faeciumCTC492
poseetambiénel gen estructuralde la enterocinaB y experienciasbioquímicasrealizadasal
margendeestetrabajodemuestransuproducciónen estacepay su liberaciónal medioexocelular
(Nilseneta!., 1998).
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y. Discusión

V.1. AISLAMIENTO DE BACTERIAS LÁCTICAS BACTERIOCINOGÉNICAS

DE EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS ELABORADOS ARTESANALMENTE

Los embutidoscrudoscuradosseseleccionaroncomofuenteparael aislamientode bacterias
lácticasya que se tratade un tipo de productoscárnicosque gozade una calidadhigiénica
excepcionaly cuyaflora predominanteestáconstituidaporestosmicroorganismos(LOcke, 1987;
Egany Roberts,1987;Schillingery LOcke, 1987, 1989;Rodríguez,1991;Garrigaeta., 1993b;
Vignolo et aL, 1993; Moreira1993; Sobrino, 1993; Vaughanet aL, 1994; Cintas, 1995).
Asimismo, las bacteriaslácticasprocedentesde estosproductosestánmejoradaptadasa la
ecologíamicrobianade la carne y de los derivadoscárnicosque las aisladasde otras fuentes
como,entreotras, la leche,los productoslácteosy las hortalizas(Schillingery LOcke, 1989).
Por otra parte,los embutidoscrudoscuradosempleadosen estetrabajofueronelaboradosde un
modo artesanal,segúnlas costumbresgastronómicascaracterísticasdel lugar de procedencia,
paraevitaraislarbacteriaslácticasempleadashabitualmenteen la industriacárnicacomocultivos
iniciadoreso protectores.

El aislamientode lasbacteriaslácticasserealizóempleandoel medioselectivoMRS(DeMan
a al., 1960),unatemperaturay un tiempode incubaciónde 320Cy 3 días,respectivamente,y
condicionesatmosféricasde microaerofilia,ya que todosestosfactoresfavorecenel crecimiento
de las bacteriaslácticasfrente al de otros microorganismospresentespotencialmenteen la
microflorade los embutidos(Reuter, 1985).

V.1.1. Actividad antimicrobiana en medio sólido de las bacterias lácticas

aisladas

El estudioinicial de la actividadantimicrobianade las bacteriaslácticasse realiza
generalmenteen mediosde cultivo sólidoso semisólidos,medianteensayosquesedividen en
directoso simultáneose indirectoso diferidos(Hoover, 1993). En amboscasos,la actividad
antimicrobianaejercidapor el microorganismoproblema(activo)sedetectacomounainhibición
del crecimientodel microorganismoindicador (pasivo)(Tagg a al., 1976). En los ensayos
directos, el microorganismoproblemay el microorganismoindicador se desarrollan
simultáneamentebajolasmismascondicionesdeincubación,por lo que lainhibiciónsedetectará
únicamenteen el casode quelassustanciasantimicrobianassesintetizeny se liberenal medio
exocelulardurantelos primerosestadiosdel crecimientodel microorganismoproblema(Gratia,
1946). En los ensayosindirectoso en diferido, el microorganismoproblemasecultivaen un
mediosólido, duranteun periodode tiempodeterminadoy, acontinuación,secubreconuna
capade medio semisólidofundido y atemperadoquecontieneel microorganismoindicador
(Frederick,1948). Algunosautoresantesde añadirel microorganismoindicadorinactivanlas
células del microorganismoproblemacon calor (Ahn y Stiles, 1990a) o con vaporesde
cloroformo (Daveyy Richardson,1981).Otrosautoresafíadenel cultivo del microorganismo
problemasobremembranasestérilesdepositadasen unacapadeagarestérily, trasun periodode
incubacióndeterminado,las retirany depositanel microorganismoindicadordiluidoen un agar
semisólidofundidoy atemperado(Vlaemynckaal., 1994).Los ensayosen diferido sonmás
sensiblesque los simultáneosy permitenque tanto el microorganismoproblemacomoel
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indicadorsedesarrollenbajo condicionesóptimasde incubación(Taggeta)., 1976).
Entre los métodosmás utilizadosse encuentrael método de antagonismomicrobiano

indirectode la “gota sobre agar”, descritopor Fleminget al. (1975).Estapruebaconsisteen
sembrarunagotadel cultivo del microorganismoproblemasobreunacapade agarestérily, una
vez desarrolladaslas colonias,depositarel microorganismoindicadordiluido en un agar
semisélidofundido y atemperado(GeiseraL, 1983; Schillingery LUcke, 1989; AriharaetaL,
1991; Garrigaeral., 1993b; Laukováetal., 1993; VignoloetaL, 1993; Villaniet al, 1993; Ben
Embareketal., 1994;Gonzáleza al., 1994;Aymerich, 1996).Otrosinvestigadoresrealizanla
variantedirectadeestemétodoqueconsisteen sembrarunagotadelcultivo delmicroorganismo
problemasobreunacapade agaren la que previamentese habíainoculadoel microorganismo
indicadore incubarposteriormentelasplacas(Daveyy Richardson,1981). Una variantede este
métodopropuestapor Sabine(1963) consisteen realizarpocillos en la capade agarsemisólido
quecontieneel microorganismoindicadory, posteriormente,rellenarloscon un determinado
volumendel microorganismoproblemaen medio liquido o semisólido(Ben Embareka aL,

1994).
Otro de los métodosmásempleadoses el métodode antagonismomicrobianodirectopor

siembraen profundidadpor picadura,descritoporDe Klerk (1967).Barefooty Klaenhammer
(1983) inoculanel microorganismoproblemapor siembraen picadurasobreunacapade agar
semisólidoen la que previamentese había sembradoel microorganismoindicador y,
posteriormente,incubanlas placas.Otros investigadoresempleanla varianteindirectade este
método,queconsisteen incubarduranteun tiempo variableel microorganismoproblema
sembradopor picaduraantesde añadirel agar semisólidocon el microorganismoindicador
(Daveyy Richardson,1981;Holo aal., 1991;Rodríguez,1991; Moreira, 1993; Ruiz-Barbaet
aL, 1994; Vaughan era)., 1994;Cintas,1995;Cintaseral.,1995; Kelly eral., 1996)

Dentrodelosensayosindirectosdestacanel método“flip-plaáng” (Kékessyy Piguet,1970)
y el método “sandwich” (Mayr-Harting a aL, 1972), basadosambosen la difusión
tridimensionalde las sustanciasantimicrobianasy en la separaciónfísica del microorganismo
problemae indicador.Enel método“flip-plating”, el microorganismoproblemasesiembrasobre
unaplacadeagarestérilporalgunodeestosprocedimientos:(i) depositandounagotadelcultivo,
(ji) añadiendoun mediosemisólidoquelo contengaa unaconcentraciónquepermitavisualizar
coloniasaisladaso (iii) extendiendounagotadelcultivo siguiendoel diámetrode la placa.Tras
incubarel microorganismoproblemaseinvierte la capade agary se siembrael microorganismo
indicador,bienañadiendounacapade agarsemisólidoquelo contenga(i y u) o bienextendiendo
unagotade cultivo endirecciónperpendiculara ladelmicroorganismoproblema(iii) (Barefooty
Klaenhammer,1983). En el método “sandwich” se siembrandilucionesadecuadasdel
microorganismoproblemasobreuna capade agarestérily, acontinuación,se cubren lasplacas
conunacapademediosemisólidoy seincuban;unavezdesarrolladaslascolonias,seañadeuna
capade mediosemisólidofundidoquecontieneel microorganismoindicador(Mortvedty Nes,
1990). Una de lasprincipalesventajasde estosmétodosesqueen ellosseexcluyela actividad
inhibidoradebidaa los bacteriófagosya queéstosno difundenpor la capade agar(Hoover,
1993).

En este trabajo,el estudioinicial de la actividadantimicrobianaen medio sólido de las
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bacteriaslácticasaisladasde embutidoscrudoscuradosse llevó a cabomedianteun métodode
antagonismomicrobianodiferido por siembraen picadura(sección111.2.3.1).Este método
presentalasventajasde los ensayosen diferido; esdecir, permiteque tantoel microorganismo
problemacomoel indicadorse desarrollenbajo condicionesóptimasde incubacióny que las
coloniasdel microorganismoproblemainicien su crecimientoy la producciónde sustancias
animicrobianasantesde queempiezea desarrollarseel microorganismoindicador. Por otra
parte,esunatécnicamásrápidaqueel métodode la gotasobreagar,ya quepermiteestablecer
simultáneamentela actividadantimicrobianade un gran númerode coloniassin necesidadde
cultivarlaspreviamenteen mediolíquido.

De las 768 coloniaspreeseleccionadasal azarde los 8 embutidos,46 (28 de morfología
cocoidey 18 de morfologíabacilar),esdecirel 6%, mostraronhalosde actividadantimicrobiana
de diámetrosuperiora 4 mm frente a uno, al menos,de los microorganismosindicadores
utilizados(P. acidilacáci347,Lb. sake148 y Ls. monocy:ogenesScottA) (TablaIV.!; sección
IV.1). P. acidilacticí 347 y Lb. sake 148 se emplearoncomomicroorganismosindicadores
porque producendos bacteriocinasampliamentedistribuidasentre las bacteriaslácticas: la
pediocinaPA-l (Bhuniaet al., 1987; Gonzálezy Kunka,1987;Nieto-Lozanoel al., 1992;
Moreira, 1993; Cintasetd.,1993;Ennahareíal., 1996; RodríguezeraL, 1997a; Cintas,1995;
Cintasetal., 1998a)y la lactocina5 (Mortvedt y Nes, 1990; Sobrino,1993;Cintasetal., 1993;
Cintas, 1995; Rodríguez et aL, 1995b; Cintas er al., 1998a), respectivamente.Ls.
monocyrogenesScott A se empleópor tratarsede una bacteriapatógenaGram-positiva
responsablede numerososbrotesdetoxiinfeccionesalimentariasregistradosen los últimosaños
(Farbery Peterkin,1991;Lepoutree:aL, 1992).

Los resultadosobtenidospor otrosinvestigadoresquehanestudiadola actividadinhibidora
de lasbacteriaslácticasaisladasde embutidoscrudoscuradossonvariables.Así, por ejemplo,
Schillingery LOcke (1989)estudiaron142 cepasdeLb. sake,4 de Lb. planrarum y 75 de Lb.
curvaras,encontrandoqueel 13, el 75 y el 1%, respectivamente,inhibíanel crecimientodeuno,
al menos,de los 31 microorganismosindicadoresutilizados.Garrigaej aL (1993b)evaluaron
254cepasde Lacrobacillusspp. aisladasde embutidoscrudoscurados(Hugasej aL, 1993)y
observaronque 55 de ellasmostrabanactividadinhibidorafrentea, al menos,uno de los 5
microorganismosindicadoresutilizados.Gonzálezer al. (1994) analizaron75 cepasde
Lacrobacillusspp. aisladasde diversosproductosfermentadosy detectaronqueel 13% inhibían
el crecimientode algunodelos microorganismosindicadores.Cintas(1995)observóquede 500
coloniasaisladasde 5 embutidoscrudoscurados,el 11% mostrabaactividadantirnicrobiana
frentea uno, al menos,de los tres microorganismosindicadoresempleados.La variabilidaden
los porcentajesglobalesde incidenciade bacteriaslácticasconactividadantimicrobianaenlos
alimentospuededebersea quelos resultadosobtenidosdependen:(i) de los microorganismos
indicadoresempleados,(u) de las condicionesexperimentalesestablecidasparaevaluardicha
actividady (iii) de los criteriosadoptadosparainterpretarlos resultados.

V.1.2. Identificación y selección de las bacterias lácticas productoras de

bacteriocinas en medio líquido

Las bacteriaslácticasproducennumerososcompuestosantimicrobianos (sección11.2.4), por
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lo que la identificaciónde aquéllascuya actividadantiniicrobianasedebaa la produccióny
liberacióndebacteriocinasal medioexocelularrequiereel empleode métodoscomplementariosa
los expuestosanteriormenteque excluyanel efecto inhibidor debido a otros compuestos
antiniicrobianos(ej. ácidosorgánicosy peróxidode hidrógeno),ala deplecciónde nutrientesdel
medioy/o ala presenciade bacteriófagos.

Uno de los métodosempleadosconsisteen desarrollarel microorganismoproblemaen un
medio liquido bajo condicionesde incubaciónadecuadasy, seguidamente,aplicardiversos
procedimientosque permitanobtenerun sobrenadawtelibre de célulascuya actividad
antimicrobianase deba,al menospresumiblemente,a la presenciade bacteriocinas.Entre los
procedimientosempleadosparaeliminarla presenciade bacteriófagosy/o de célulasresiduales
destacanla esterilizacióndelos sobrenadantespor filtración confiltros de0,22¡xm de poro(Tagg
er al., 1976; Ariharaet aL, 1993; Jiménez-Díazeral., 1993: Moreira, 1993; Sobrino, 1993;
Cintas, 1995;Cintaser aL, 1995; 1998a,b)y la inactivaciénde los bacteriófagosexponiendoel
medio decultivo aluz ultravioleta(Mayr-Hartingeral., 1972).La actividadantimicrobianadel
peróxidode hidrógenosepuedeeliminar incubandoel microorganismoproblemaen condiciones
de anaerobiosisestricta(Aymerich,1996), o bien, en un medio decultivo conefectocatalásico,
comoeIMRS(RodríguezetaL,1997b),o enuno al queseleadicionacatalasa(Geiseral., 1983;
Vlaemyncke:aL, 1994;Toni Tarelil eraL, 1994). Otrosautoresaiiadenla catalasadirectamente
alos sobrenadanteslibresde células(Ahny Stiles, 1990a; AriharaeraL, 1993;GonzálezeraL,
1994; Cintaseral., 1998a).El efectoinhibidordebidoal descensodel pH del mediode cultivo
se eliminamediantela adiciónde unasoluciónbásicafuerte(Schillingery LOcke, 1989; Arihara
et al., 1993;Jiménez-DíazeraL, 1993; BenEmbaxcket al., 1994; Cintas, 1995; Cintas eraL,
1995; 1998a). La actividadantagonistadebidaa los ácidosorgánicosy a otros compuestos
antimicrobianosde pequeñotamaño molecularse puede eliminar mediantediálisis del
sobrenadantelibrede célulasfrenteal polietilenglicol (Daescheler aL, 1990);algunosautores
comopasoprevio a la diálisisobtienenlas proteínasde los sobrenadanteslibresde célulaspor
precipitacióncon sulfatoamónico(Bhuniaej al., 1987). Alternativamente,la producciónde
ácidose puedeminimizarrealizandola incubacióndelmicroorganismoproblemaen un mediode
cultivo pobreen hidratosde carbonofermentables(Vaughaner al., 1994). Los sobrenadantes
libres decélulastratadoscon los procedimientosanterioressepuedenconcentrar,paraaumentar
suactividadantimicrobiana,medianteliofilización (Moreira,1993; Sobrino, 1993;Cintas, 1995;
Cintas er aL, 1995; 1998a),ultrafiltración(Laukováer al., 1993; Olasupoer al., 1994) o
evaporaciónavacíoy concaloren rotavapores(Geiseral., 1983).

La evaluaciónde la actividadbacteriocinogénicade los sobrenadanteslibresde célulasy/o
sobrenadantesconcentradosse lleva a cabo mediantepruebasbasadasen la difusión
tridimensionalde las bacteriocinasen un medio sólido o semisólidoy en la inhibición del
crecimientodelosmicroorganismosindicadores(Hoover, 1993).Laspruebasmásutilizadasson
modificacionesde la técnicade difusiónen agardescritapor Schillingery LOcke (1989).Así,
pues,algunosautoresdepositanalícuotasde lossobrenadantesaevaluaren pocillos practicados
en unacapade agarsemisólidoen la que previamentese habíainoculadoel microorganismo
indicadory, antesde procedera la incubaciónde lasplacas,éstassepreincubana temperaturas
de refrigeraciónparapermitir la difusión de las bacteriocinas(Gonzálezer al., 1994; Cintas,
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1995;Cintaseral., 1995; 1998a). Otrosautorespracticanpocillosen unacapade agarestérily,
trastapizarsu fondo conunasgotasdel mismomedio,depositanenellos las alícuotasde los
sobrenadantesaevaluar;postenormente,se preincubanlas placasparapermitirla difusión de las
bacteriocinasy, a continuación,se inviertela capade agar y se añadeunacapade medio
semisólidoquecontieneel microorganismoindicador(Ahn y Stiles, 1990a).Por último, algunos
investigadoresai¶adenlas alícuotasde los sobrenadantessobre discosdepapelde filtro estériles
(Bhuniaeral., 1988; Rodríguez,1991;Sobrino, 1993)odirectamentesobreel mediosemisólido
quecontieneel microorganismoindicador(Jiménez-Díazeral., 1993; RuIz-Barbaeral., 1994).
En todaslas pruebasdescritasanteriormenteel tamañodelhalo de inhibición dependede la tasa
de difusión de la bacteriocinay del crecimientodel microorganismoindicador(Linton, 1983).
Estosparámetrosestándeterminadosasuvezpor el tipo de mediodecultivo, por los tiemposy
temperaturasde preincubacióne incubacióny por las concentracionesempleadasde
microorganismoindicadory bacteriocina(Davidsony Parish, 1989).Debidoala importanciade
todos estosfactoreses necesarioestandarizarlas condicionesexperimentalesparapoderasí
compararla actividadantimicrobianade diversasbacteriocinas(Cintas, 1995; Cintaser aL,
1998a).

La identificaciónde las bacteriaslácticasproductorasde bacteriocinasaisladasenestetrabajo
se llevó a cabo empleandouna modificaciónde la técnicade difusión en agardescritapor
Schillingery LOcke (1989). Medianteestatécnicase evaluóla actividadantimicrobianade los
sobrenadanteslibres de célulasneutralizadosy esterilizadospor filtración, así comode los
sobrenadantesconcentradosveintevecespor liofilización, frentea diversosmicroorganismos
indicadores(secciónIII. 2.3.2.). Estamismametodologíaha sido empleadapor otrosautores
paradetectaríaactividadbacteriocínogénícadelasbacteriaslácticas(Moreira, 1993;Villani eraL,
1993; Ten Brink e: al., 1994; Cintas, 1995;Cintase: aL, 1995; 1998a).En las experiencias
realizadasen estetrabajosiemprese practicaronpocillosdel mismodiámetro(6 mm) y siempre
se empleó la misma cantidadde sobrenadantesy de sobrenadanresconcentrados(50 sil)
obtenidosde cultivos en faseestacionaria(16 h a 320C), la misma densidadinicial de

microorganismosindicadores(1x105 ufc/ml, aproximadamente)y los mismostiempos y
temperaturasde preincubaciónde lassustanciasantimicrobianas(2 h a 40C). Por otra parte, los
microorganismosindicadoresse cultivaron siempredurante24 h en los mediosde cultivo
óptimosy bajo lascondicionesmásfavorablesparasucrecimiento(Tabla1111.1; sección111.1.1).

De las 46 bacteriaslácticascon actividadantimicrobianaen medio sólido, 12 (9 de
morfologíacocoidey 3 de morfología bacilar), es decir el 26%, mostraronactividad
antiniicrobianaenmediolíquido frenteauno, al menos,de los tresmicroorganismosindicadores
empleados(TablaIV.1;secciónIV.1 y TablaIV.2; secciónIV.2). Estosresultadossonsimilares
alosobtenidosporotros investigadores.Así, pues, Sehillingery LOcke (1989)observaronque
de las 23 cepasde Lacrobacillusspp. quemostrabanactividaden medio sólido, el 26% eran
activascuandose empleabanlos correspondientessobrenadantes.Asimismo,Gonzálezet al.
(1994)encontraronquecl 30% de las cepasde Lacrobacillus spp. con actividadinhibidoraen
mediosólidolamanteníancuandosedesarrollabanen un mediodecultivolíquido. Cintas(1995)
observóquede las55 cepasquemostrabanactividaden mediosólido, solamenteel 22% eran
activascuandoseemplearonsus correspondientessobrenadantes.Por último, Garrigae: aL
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(1993b) obtuvieronporcentajesinferiores, ya que de 55 cepasde Lacrobacillus spp. con
actividadantagonistaen mediosólido,sólo un 11% mostrabanactividaden los sobrenadantes.

El hecho de quelas otras34 bacteriaslácticasaisladasen este trabajoque mostraban
actividadantimicrobianaenmediosólidono la presentenen los sobrenadanteslibresde células
neutralizados,ni enlos correspondientessobrenadantesconcentrados,puededeberseaque (i) la
actividadantimicrobianadetectadaen la técnicade antagonismomicrobianopor siembraen
picaduraseadebidaala deplecciónde nutrientesy/oal descensodelpH delmediodecultivo, (II)
aque únicamenteproduzcany/o liberencompuestosantimicrobianoscuandose desarrollanen
mediosólido, (iii) a quelos compuestosantimicrobianosproducidosen mediolíquido no sean
activosa los valoresde pH neutrosa lo quese ajustaronlos sobrenadanteso (iv) a que las
sustanciascon actividadantimicrobianase sintetizendurantela faseexponencialdel crecimiento
enmedioliquido y sedegradenen la faseestacionaria.

V.1.3. Caracterizaciónmicrobiológicay bioquímica de las 12 bacteriaslácticas

seleccionadas.Filiación taxonómica

Las 12 bacteriaslácticascon actividadbacteriocinogénicaseleccionadasen este trabajo se
caracterizaronatendiendoa diversaspuebas microbiológicasy bioquímicasempleadas
habitualmenteparaestegrupo de microorganismos(TablasIV.5 y IV.6; secciónIV.5) y,
posteriormente,seanalizósupatrónelectroforéticode proteínastotalesmedianteelectroforesisen
gelesde poliacrilamidacondodecilsulfato sódico(SDS-PAGE)(secciónIV. 6). La comparación
medianteprogramasinformáticos(Vauteriny Vauterin,1992)de lospatronesde proteínastotales
obtenidospor SDS-PAGEestandarizadasse ha reveladocomounaestrategiamuy eficazpara
establecerel agrupamientoy la clasificacióntaxonómicade especiesbacterianasrelacionadas
filogenéticamente(Kerstersy de Ley, 1975; Pot el al., 1994a; Cintas, 1995; Cintase: aL,
1998a;Devrieseer aL, 1995; Vandammeer aL, 1996). Asimismo, se ha demostradouna
estrechacorrelaciónentrela similitud de estospatroneselectroforéticosy los resultadosde los
estudiosde hibridaciónADN:ADN (Vandammeer aL, 1996). No obstante,la principal
desventajade esta técnicaradicaen el hecho de que únicamenteaporta información
discriminatoriaa los nivelesde especiey subespecie,por lo que previamentees necesario
disponerde característicasmicrobiológicasy bioquímicasque permitan estableceruna
preidentificaciónde la cepaa analizara nivel de género.En estecontexto,los resultadosde las
pruebasmicrobiológicasy bioquímicasa las que se sometieronlas 12 bacteriaslácticas
seleccionadaspermitieronla asignacióndel géneroy, aunquede forma tentativa,de la especie
(secciónlvi). Lacomparaciónde suspatroneselectroforéticosde proteínastotalesconlos de
las cepasde referenciadisponiblesen unabasede datosde másde 7.000 bacteriaslácticas
permitió,de acuerdoconlas técnicasde Kerstersy de Ley (1975) y PoteraL (1993),asignar
taxativamentesu especie.Así, pues, las 12 bacteriaslácticasseleccionadasseclasificaron
taxonómicamentecomoP. addilo.crici A172, P. acidilo.ddci P20, P. acidilacáciX13, L. lacris
subesp.lacris GB, E. faecium P13, E. faecium P21, E. faecium T136, E. faecium-atlpico
016,E. faecium-atípicoAA13, Lb. sake-atípicoBíS, Lb. sake-atípicoS124y Lb. plantarum
AA24. Delanálisisdel dendogramaobtenido(Figura4.1; secciónIV.6) se desprendeque P.

acidilacdci A172, P. acidilacáci P20 y P. acidilacrici X13 muestranunagran similitud en su
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patrón electroforético(91-94%), así como con la cepaproductorade pediocinaPA-l P.
acidilacrici 347 (89% de similitud), aisladatambiénde embutidoscrudoscurados(Moreira,
1993). L. lacrisGl8 muestraun patrónprácticamenteigual (98% de similitud)quela cepaL.
lacris BB24 productorade nisinaA, aisladadeembutidoscrudoscuradospor Cintas(1995).En
lo que respectaa las cinco cepasde E. faecium,se puedenestablecerdos gruposde similitud
bien diferenciados:E. faecium P21 y E. faecium T136muestranunasimilitud del 93% y E.

faecium-atípico016,E. faecium-atípicoAAl3 y E. faecium P13 manifiestanunasimilitud del
89%; asimismo,la homologíaentreambosgrupos es del 82%. Por otra parte,el grupo E.
faecium P21/E.faeciumT136muestraunasimituddel87% conlascepasE. faeciumLSOy E.
faecium E27 productorasde enterocinasLSOAy L5OB, aisladasde embutidoscrudoscurados
(Cintas1995; CintaseraL, 1995; 1998b),mientrasque enel casodel grupoE. faecium-atípico

G16/E. faecium-atípicoAAl3/ E. faecium P13 estasimilitud disminuyeal 82%. En lo que
respectaa los lactobacilos,Lb. sake-atipicoS124 y Lb. sake-atípicoBiS muestranuna
homologíadel87%;asimismo,estosmicrorganismosmuestranunahomologíade 97 y del88%,
respectivamente,con la cepaLb. sa/ce 148 productorade lactocina5, aisladade embutidos
crudoscurados(SobrinoeraL, 1992; Sobrino, 1993).

El aislamientode microorganismosde lasespeciesLb. planrarwn, Lb. sakey P. acidilacdci
a partir de embutidoscrudoscuradoselaboradossin adiciónde cultivosiniciadoresno resulta
sorprendentepueslos lactobacilos,y en menor medidalos pediococos,constituyenla flora
lácticapredominantede estetipo de productosdebido,entreotrascausas,a su adaptacióna los
bajospHs y a la producciónde sustanciasantinuicrobianas(Smith y Palunibo,1981; Bacusy
Brown, 1985; Hammeset al., 1990; Hugas eral., 1993; Flores, 1994; SameliseraL, 1994;
Ordóñezer aL, 1995). En estecontexto,algunosautoreshan llegadoa sugerirque Lb. sa/ce
podríallegar a convertirseen la especiepredominantea las temperaturasde maduración
empleadasnormalmenteen Europaparala elaboraciónde embutidoscrudoscrurados(Lucke,
1987; LOcke y Hechelmann.1987). Asimismo,numerosostrabajosdescribenel aislamientode
cepasbacteriocinogénicasde lasespeciesLb. sa/ce (Schillingery LOcke, 1989; Mortvedty Nes,
1990; Rodríguez,1991; Sobrinoa aL, 1992;Tichaczecket aL, 1992; Garrigaa aL, 1993b;
HugaseraL, 1993; Cintaseral., 1993;Moreira, 1993; Sobrino,1993; Cintas, 1995; Hugaser
al., 1995;Aymerich, 1996;CintaseraL,1998a),Lb. plonrarum (GarrigaeraL, 1993b;Vignolo
el aL, 1993; Atrih e:al., 1993) y P. acidilacrici (Bhuniaera!., 1987;Gonzálezy Kunka, 1987;
Nieto-Lozanoe: aL, 1992; Cintase: aL, 1993;Moreira, 1993; Schvedel aL, 1993; Cintas,
1995; Cintasa aL, 1998a)a partir de embutidoscrudoscuradoselaboradossin adiciónde
cultivosiniciadores.

Por otra parte,el aislamientodeunacepade L. lacris deembutidoscrudoscuradosesde una
extraordinariaimportanciaporquetradicionalmentesehaconsideradoqueestosmicroorganismos
seencuentranasociadosa la lechey a los productoslácteosy vegetales(Hirschy Grinstead,
1951; Hardie,1986; TeubereraL, 1992).Hastala fechasolamentese hanaisladodoscepasde
L. lactis, L. lacás FS92y L. lacris BB24, de productoscárnicos,concretamentede carnede
cerdofresca(Garvery Muriana. 1993) y de embutidoscrudoscurados(Cintas,1995;Cintaser

al., 1998a),respectivamente.La cepaL. lacás018,al igualque lacepaproductorade nisinaL.

ladis BB24 (Cintas,1995) fernientóla sacarosa,lo quees de una gran importanciapuesseha
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demostradoque losdeterminantesgenéticosquecodificanla produccióndenisinay lacapacidad
de fermentardichoazúcarseencuentranligadosgenéticamente(sección11.4.8.1).Por otraparte,
la incapacidadde las cepasL. ladis 018 y L. lacris BB24 de fermentarla lactosapuedeserel
resultadode su adaptaciónevolutivaalos sustratoscárnicos,en losque esteazúcarseencuentra
únicamenteenconcentracionesresiduales.

El aislamientodecepasde E. faeciumen estetrabajono resultasorprendentesi setienenen
cuentalos hábitatscaracterísticosde estaespeciey la forma de elaboraciónde los embutidos
crudoscuradosempleados.E. faeciumforma partede la flora habitualdel tractointestinaldel
hombrey de algunosanimalescomo, por ejemplo,los cerdosy los poííossanos,junto conE.
faecalis, E. aviumy E. hirae, entreotros (DevrieseeraL, 1992; DevrieseyPot, 1995) (Tabla
11.4; sección11.2.3.2). Por otra parte, aunquepara la preparaciónde embutidoscrudos
comercialesseutilizan generalmentetripasartificiales,todoslos embutidos(chorizos)empleados
enestetrabajoseprepararonartesanalmenteembutiendocarnefrescade cerdoentripasnaturales,
lo queposibilitaríael accesode E. faeciuma la masacárnica.Asimismo, la toleranciade las
cepasaisladasde E. faeciuma los bajos pHs y su capacidadde producirbacteriocinasles
permitiríacompetirexitosamenteconel resto de la microflorapresenteen lasmateriasprimasy
establecerseen el productofinal. El aislamientode cepasbacteriocinogénicasde estaespeciea
partir de chorizoselaboradosartesanalmenteempleandotripasnaturaleshasido descritotambién
por Cintas<1995).Por otra parte,muchosautoreshanaisladocepasbacteriocinogénicasde E.
faecium de diversostipos de embutidoscrudoscurados,como el salami y el salchichón
(Genigeorgise: aL, 1976; Garriga e:aL, 1993; Sarnelise: aL, 1994; Devriesee: aL, 1995;
Aymerich, 1996).

Las 12 bacteriaslácticasseleccionadaspresentancaracterísticasimportantesdesdeel punto
de vistatecnológicoe higiénico-sanitario.Así, pues, todasellasprovocanun descensodel pH
del medio de cultivo en el quese desarrollan,son ácido-tolerantes,crecenenpresenciade un
6,5% de clorurosódico(a excepciónde L. lacris 018) y a 8-lOT, no producendiacetilo(a
excepciónde Lb. sake-atípicoBiS, E. faeciumP13, E. faeciumT136 y E. faecium-atípico
016), ni dióxidode carbono,ni ácidosulfhídrico(TablaIV.5; secciónIV.5). La incapacidadde
L. lacris 018 de creceren presenciade un 6,5% de clorurosódicono representa,en principio,
unadesventajatecnológica,ya que lasconcentracionesde salempleadasgeneralmenteen nuesto
paísen la elaboracióndeembutidoscrudoscuradososcilanentreun 2 y un 2,5%. LascepasLb.
sake-atlpicoB18, E. faeciumP13, E. faeciumT136yE. faecium-atípico016producendiacetilo
apartirde la glucosa,lo cualesunacaracterísticadeseabledesdeel puntode vistatecnológicoe
higiénico-sanitario,ya queel diacetilocontribuyeal desarrollodel aromay saborde diversos
productoslácteosfermentadosy poseeactividadantimicrobiana(sección11.2.4.3); no obstante,
el diacetilopuedeoriginaroloreslácteosqueson rechazablesen los embutidoscrudoscurados
(Berdaguéeral., 1992).Por otraparte,esinteresanteresaltarqueningunadelas5 cepasaisladas
del géneroEnrerococcusposeeactividadhemolíticao ureásica,lo queesde unaextraordinaria
importanciaparasu posibleaplicacióncomocultivo iniciadory protectoren los alimentos.En
estecontexto,convienedestacarqueE. faeciumesunaespeciecatalogadacomocultivo iniciador
por la InrernarionalDahyFederarion(Anon, 1991) y queseha propuestocomocultivo iniciador
en el quesoCheddar (Battistottie: d., 1977;Tamine,1990),en el quesoMozarella (Parenteet
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al., 1989), en el quesoTallegio (Giraffa eral., 1994;Giraffa et al., 1995) y en los ensilados

(Lindgreneral., 1985).

V.1.4. Espectrode acción, inmunidady actividad antimicrobianacruzadade las

12 bacteriaslácticas seleccionadas

Las 12 bacteriaslácticasseleccionadasen estetrabajoproducensustanciasantimicrobianas
con ampliosespectrosde acción, ya que inhibenel desarrollode otrasbacteriaslácticasy de
microorganismosalterantesy patógenosGram-positivoscomo Propionibacreriumsp., Prop.
acidipropionici, Cl. perfringens,CL borulinum, Ls. monocyrogenesy 5:. aureus;no obstante,
las bacteriaslácticasde morfologíacocoidepresentaron,en términosgenerales,espectrosde
acciónmásampliosy potentesquelos bacilos(TablaIV.3; secciónIV.3). Esinteresantedestacar
queL. ladás 018 y Lb. planrarum £424mostraronlos espectrosde acciónmásamplios;sin
embargo,su actividadanti-Listeria fue muchomásdébil quela de las otrascepasevaluadas(a
excepciónde Lb. sa/ce-atípico5124). El amplio espectrode acciónde L. lacris 018 es
comparableal de otrascepasproductorasde nisina (Hurst, 1981; Harris aaL, 1992) y, en
concreto,al de lacepade origencárnicoL. lactis BB24 (Cintas,1995; Cintaseral., 1998a).Es
interesantedestacarqueestasustanciaantimicrobiana,al igual quela nisinaproducidapor otras
cepas(De Vos er aL, 1993), no resultó muy efectivafrente a Ls. monocyrogenes.Por el
contrario,la sustanciaantimicrobianadeL. lacris 018inhibióeficazmenteel desarrollode células
vegetativasde CL perfringensy CL borulinum y, por homologíacon la nisinaA producidapor
otrascepasde L. lacris (Hurst, 1981; Harris er aL, 1992), es posiblehipotetizarqueinhibiría
tambiénla germinacióndelas esporasclostridiales.El amplioespectrode acciónde L. lacás018
contrastacon el de la mayoríade las cepasbacteriocinogénicasde L. lacris no productorasde
nisinacaracterizadashastala fecha,entrelas que se incluyenla lactococcinaA/diplococcina
(Holo eraL, 1991;Davey, 1994), lalactococcinaB(VanBelkumeraL, 1992), lalactococcinaG
(Nissen-MeyereraL, 1992), la lactococcinaM (Venema,1995) y la lacticina481/ lactococcina
DR (DufoureraL, 1991;PiarderaL, 1991).En lo querespectaalospediococosaisladosen este
trabajo, las cepasP. acidilo,dflci A172, P. acidilacriciXl3 y P. acidilacriciP20 mostraronun
espectrode acción similar e inhibieron a todos los microorganismosempleadoscomo
indicadores,a excepciónde Lb. casei ATCC334,Lc. cremoris DR1275 y L. crenzoris
CNRZ117. Asimismo, es interesantedestacarla potenteinhibiciónque ejercieronfrente a
microorganismospatógenoscomo Cl. perfringens, CL borulinum, Ls. monocyrogenesy Sr.
aureus.Un espectrodeacciónsimilar se haobservadoparaotrascepasproductorasdepediocina
PA-1/AcH (Bhunia e: aL, 1987; 1988;HendersoneraL, 1992;Moreira, 1993; Cintas,1995),
quees la únicabacteriocinacaracterizadahastael momentoenel géneroPediococcus.Por otra
parte,Lb. plantananAA24 tambiénmostró un amplioespectrode acción,en el quese incluyen
CL perfringens,CL botulinum, Ls. monocyrogenes,Sr. aureusy Prop. acidipropionici, lo cual
esunacaracterísticapocogeneralizadaenlasespeciesdel géneroLicrobacillus (Cintas,1995),
quesuelenpresentarespectrosde acciónreducidos(Barefooty Klaenhammer.1983; Joergery
Klenhammer,1986;RainmelsbergeraL, 1990) o intermedios(TichaczekeraL, 1992; González
er al., 1994; Jiménez-Diazer al., 1993). Finalmente,las 5 cepasde E. faeciumaisladasse
caracterizaronpor ejercerunapotenteinhibición deldesarrollode microorganismosalterantesdel
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géneroPropionibaciteriumypatógenosdiversoscomoLs. monocytogenesy Sr. aureuspero,sin
embargo,resultaronpoco efectivaso ineficacesfrentea Cl. perfringensy Cl borulinum, a
excepciónde las cepasE. faecium P21 y E. faeciumT136.

Ningunadelasbacteriaslácticasaisladasenestetrabajoinhibióel desarrollode lasbacterias
Gram-negativasempleadascomoindicadores,lo cual es una característicacomúnentrelas
bacteriocinasde las bacteriaslácticascaracterizadashastael momento(De Vuysty Vandamme,
1994b). No obstante,es posible sensibilizarlas bacteriasGram-negativasa la acción
antimicrobianade las bacteriocinascombinandoéstascon agentesquelantes,comoel ácido
etilén-diamino-tetraacético(EDTA), y/o surfactantes,comoel Triton y el Tween;asf como
mediantechoquesosmóticosquedebilitenla paredcelular,lo cualya se ha utilizadoconéxito
con la nisinay con la pediocinaPA-1/AcH (StevenseraL, 1991; KalchayananderaL, 1992).

Las 12 bacteriaslácticas seleccionadasfueron inmunes a sus propias sustancias
antimicrobianasexocelulares(TablaIV.4; secciónIV.4), lo queconstituye,junto ala naturaleza
proteicay la actividadinhibidora,unade lascaracterísticascomunesde las bacteriocinasde las
bacteriaslácticas(Jacker ci., 1995).Partiendode la premisade quelas bacteriaslácticasson
inmunesa sus propiasbacteriocinas,los resultadosde la actividad antimicrobianacruzada
permitensugerirla identidado heterogeneidadde diversassustanciasantimicrobianasincluso
antesde queestassepurifiquena homogeneidady se determinesu secuenciaaminoacídica.En
estecontexto,cuandounaceparesultainhibidapor la(s) sustancia(s)antimicrobiana(s)deotra,y
viceversa,se puedeespecularque ambasproducenbacteriocinasdiferentes.Asimismo,cuando
dos cepasno se inhiben entresí se puede sugerir que ambasproducenla(s) misma(s)
bacteriocina(s)o que, por el contrario,producenbacteriocinasdistintaspero quecadacepaes
resistentea la bacteriocinaheteróloga.Estetipode experimentosha sidoempleadotambiénpor
Cintas(1995),MorganeraL (1995),Aymerich(1996)y Jiménez-Dfaz(comunicaciónpersonal),
entreotros. La inmunidady la actividadantimicrobianacruzadade las 12 cepasaisladasen este
trabajoy de P. acidilacrici 347, L. lacásBB24, E. faeciumL50 y Lb. sake 148 (TablaIV.4;
secciónIV.4), junto con su espectrode accióny su identificacióntaxonómica,permitió
establecergruposde homologíaentrelassustanciasantimicrobianasexocelularesde las cepas
aisladasy la pediocinaPA-l, la nisinaA, las enterocinasL5OA y L5OB y la lactocinaS.

Las bacteriocinasproducidaspor P. acklilo.ciici A172, P20 y X13, por L. lacás018 y por
Lb. sa/ceRl 8 y Sl24 son posiblementela pediocinaPA-1/AcH, la nisina A y la lactocinaS,
respectivamente,y la bacteriocinaproducidaporLb. plan:arumAA24esdistintaa la lactocinaS.
Aunque estasbacteriocinasno se han purificadoa homogeneidad,experienciasgenéticas
realizadasparalelamentea este trabajo, empleandola técnicade PCR. han confirmadoestas
hipótesis(RodríguezeraL, 1995a;1995b; 1997a).ApesardequeLb.sake-atípicoBl8y S124
producenlactocina5, estascepasmuestranespectrosde accióndiferentesentresíy másamplios
queel de laprimeracepaproductoradelactocina8 identificada(Lb. sa/ceLAS) (MortvedteraL,
1991),lo cualpodríareflejar la existenciade mecanismosde regulaciónquepermitenunamayor
produccióny/o liberaciónexocelulardeesta bacteriocinay,por lo tanto, una mayoractividad
antimicrobianaexocelularen lascepasaisladasenestetrabajo.

Lasbacteriocinasde E. faecium-atlpicoAAl3 y E. faeciumP13, por unaparte,y lasde E.
faeciumP21 y E. faeciumT136, por otra, sonigualesentresi y diferentesa la pediocinaPA-l,
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nisinaA y enterocinasL5OA y L5OB. Asimismo,la bacteriocinade E. faecium-atípicoAAI3 y
E. faecium P13 es distintaa las producidaspor E. faecium P21 y E. faeciumT136. La
caracterizaciónbioquímicay genéticade lasbacteriocinasdeE. faeciumP13 y E. faeciumT136
realizadaenestetrabajohapermitidoconfirmarqueestascepasproducenbacteriocinasnuevas:la
enterocinaPy la enterocinaR,¡rspectivamente;lacepaE. faeciumT136produce,además,la
enterocinaA, unabacteriocinadescritay caracterizadapreviamente(Aymerich, 1996; Aymerich
eraL, 1996).

El aislamientode cepasde P. acidiJocticí y Lb. sa/ce productorasde pediocinaPA- 1 y
lactocina5, respectivamente,a partir de embutidoscrudoscuradoselaboradossin adiciónde
cultivosiniciadoresseha descritopreviamenteen numerosasocasiones(Mortvedty Nes, 1990;
Mortvedt eraL, 1991; Sobrino er aL, 1992; Sobrino, 1993; Moreira, 1993; Cintas, 1995;
Aymerich, 1996; CintaseraL, 1998a),lo quepermitesugerirqueestasbacteriocinasconfieren
ventajasadaptativasalasbacteriaslácticasproductoras.Asimismo,el aislamientodecepasde1’.
ac¡d¿lacnc¡productorasdepediocinaPA- 1 apartirde embutidoscomercialesesbastantefrecuente
debidoa su empleo comocultivos iniciadoresen la industriacárnica(Bhunia et al., 1987;
Gonzálezy Kunka, 1987;Nieto-Lozanoe:aL, 1992; Dabaera!., 1994). El queen estetrabajo
se hayaaisladola cepaL. lactis 018 productorade nisina A de un embutidoprocedentede
Sevilla y queCintas(1995) aislasela cepaL. lactis BB24 de uno procedentede Teruelsugiere
quelascepasdeL. lactisproductorasde estabacteriocinaestánmasextendidasen los productos
cárnicosde lo quesehabíaconsideradotradicionalmente.Por otra parte,algunosautoreshan
caracterizadobacteriocinasproducidaspor cepasde Lb. planrarum aisladasde embutidoscrudos
curados,como, entreotras,laplantaricinaSA6 de Lb. plonrarumSA6 (RekhifetaL, 1995) y la
plantaricinaD de Lb. planrarum CTC3OS (Aymerich, 1996). En lo que respectaa las
bacteriocinasdel géneroEnterococcus,se handescritoun gran número(Tablas11.5 y 11.6);no
obstante,las enterocinasL50AyL5OB (Cintas,1995; Cintaseral., 1995; 1998a; 1998b)y la
enterocinaA(Aymerich,1996; Aymeriche:aL, 1996),todasellasde origencárnico,son, hasta
la fecha,lás únicasenterocinasquehansidocaracterizadasanivel bioquímicoy genético.

Las característicasmicrobiológicasy bioquímicasde las 12 bacteriaslácticasseleccionadas,
aisladase identificadastaxonómicamenteen estetrabajo, junto a su actividadantimicrobiana
frente a microorganismosalterantesy patógenosde interésen la industriaalimentaria,las
conviertenen candidatospotencialespara ser empleadascomo cultivos iniciadoresy/o
protectoresen la elaboraciónde embutidoscrudoscuradosu otros derivadoscárnicosy,
posiblemente,de otros alimentos.Aunque de forma general las bacteriaslácticasestán
reconocidasinternacionalmentedesdehacemuchotiempocomomicroorganismosORAS parael
consumohumanoe inclusobeneficiososparala saludde susconsumidores(Adamsy Marteau,
1995;Stiles, 1996),antesdeproponerla aplicacióndeestascepasen los alimentosesnecesario
realizarsu caracterizacióntoxicológicaexhaustiva,asf comola de susbacteriocinas.Asimismo,
se tiene queevaluarla producción in siru de las bacteriocinas,las interaccionesde estos
microorganismosy susbacteriocinasconotroscomponentesde los alimentosy el efectode su
empleoen las propiedadesorganolépticasehigiénico-sanitariasdel productofmal.

En basealos resultadosexpuestosanteriormenteseseleccionaronlascepasE. faeciumP13
y E. faeciumT136paraprocederalacaracterizaciónbioquímicay genéticade susbacteriocinas,
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ya quela enterocinaP y la enterocinaB no se handescritopreviamentey poseenun interesante
espectrode accciónantimicrobiana.Asimismo, la caracterizaciónde bacteriocinasdel género
Enrerococcusesmuy importantedebidoa queactualmentesedisponede muypocainformación
acercade las mismas,a pesarde los numerosostrabajosen los que se hacereferenciaa la
bacteriocinogenicidadde estegénero(Tablas11.5y 11.6; sección11.3.2.1).

V.2. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LA ENTEROCINA P DE E.

faeciumP13 Y DE LA ENTEROCINA B DE E. faeciumT136

V.2.1. Condiciones experimentalesóptimas parael crecimientode E. faecium

P13 y para la producciónde enterocinaP

La composicióndel mediode cultivo (nutrientes,agentestensoactivosde superficie)y las
condicionesde incubación(tiempo, temperatura,pH, tensiónde oxígeno) son factores
importantesen lo que respectaal crecimientode lasbacteriaslácticasy ala producciónde sus
bacteriocinas(DeVuyst y Vandamme,1994b).No obstante,la relaciónexistenteentrela cinética
de crecimiento,la producciónde las bacteriocinasy el efectoque ejercendiversosfactores
ambientalesy nutricionalesenambosparámetrosno seconoceconexactitud;así,pues,pequeflas
variacionesen las condicionesde incubación(ambientalesy/o nutricionales)queaparentemente
no afectanal crecimientodel microorganismoproductor puedenser responsablesde la
estimulacióno represiónde los mecanismosimplicadosenla regulaciónde la producciónde las
bacteriocinasanivel genéticoo posttraduccional(Mortvedt-Abildgaarderal., ¡995).

y .2. 1 . 1. Efectode la comDosicióndel mediodecultivo

Los estudiossobreel efectode los componentesde los mediosde cultivo en la producción
de bacteriocinasrevelanqueéstaesmáximaen mediosde cultivo complejos(Geiser al., 1983;
Biswaseta!., 1991; Parentey Hill, 1992a;Dabaerd.,1993; De Vuysty Vandamme,1994c;
Torri Tarelli eral., 1994; Cintas, 1995;CintaseraL, 1995;DeVuyst, 1995; DeVuysteral.,
1996; Franzera!., 1996);no obstante,estetipo de medioscontienecantidadessignificativasde
péptidosde tamañomolecularsimilar al dela mayoríade lasbacteriocinasactivas(3.000-6.000
Da), por lo quesu empleodificulta laposteriorpurificaciónahomogeneidadde estassustancias
(Carolissen-Mackayeral., 1997). Los mediosde cultivoempleadosparadeterminarelefectode
su composiciónen el crecimientode E. faeciumP13 y en la producciónde enterocinaP
conteníanuna basemineral de composiciónquímicaindefinidao semidefiniday un azucar
fermentable(glucosa)como fuente de energía,a excepcióndel agua de peptona.Las
incubacionesse llevarona cabobajocondicionesde aerobiosisa 320Cdurante16 horas.Los
resultadosde la TablaIV.8 (secciónIV.8.l) muestranqueE. faeciumP13se desarrollaentodos
los mediosde cultivo ensayados(aguade peptona,mediosintéticoo semidefinido,cono sin
suplementosespecíficos,y medioscomplejos)y que suactividadantimicrobianasedetectaen
todosellos,aexcepcióndel aguade peptonay los medioscomplejosBHI y TSB.

El mediodecultivo óptimoparael crecimientode E. faeciumP13 y parala producciónde
enterocinaP fue el caldo MRS, lo cualno resultasorprendentesi se tieneen cuentaqueen su
fonnulaciónse incluye glucosa(2%), peptona(1%), extractode levadura(0,4%), extractode
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carne(0,8%), diversassalesminerales(sulfatomagnésico0,02%, sulfatode de manganeso
0,005%, acetatosádico0,5%, fosfato potásico0,2% y citrato triarnónico0,2%) y Tween80
(0,1%). El pH inicial del caldoMRS esde6,2 y, unavez desarrolladoE. faeciumP13, el pH
final alcanzadofue de 4,3. La idoneidaddel caldo MRS comomedio de cultivo parala
producciónde enterocinaspor diversasespeciesdel géneroEnrerococcusha sido descritaen
variasocasiones(Ariharaeral., 1993;Vlaemynckeral., 1994;Cintas,1995; Franzeta!., 1996);
no obstante,algunosautoreshanobtenidomejoresrendimientosempleandocaldoM17 y GM17
(Torri Tarelli eral, 1994;Parentey Hill, 1992a).

CuandoE.faeciumPl3crecióen caldoBHI o enTSB la biomasaformadafueprácticamente
la mismaqueen caldoMRSpero, sin embargo,el pH final alcanzadofuesuperiora5,5 y no se
detectóactividadantimicrobiana.Estosmediosde cultivo presentanun contenidode glucosa
inferior al 0,3%, un elevadocontenidode hidrolizadosproteicos(2,2 y 2%), un pH inicial
elevado(7,4 y 7,0) y carecende sulfato magnésico,sulfato de manganesoy de agentes
tensoactivosdesuperficie(Tween80 y monoleatode sorbitán).En el casodel aguade peptona,
el desarrollode E. faeciumP13 representóel 13% del cuantificadoen MRS, no se produjo
descensodel pH y tampocose detectéactividadantimicrobiana.La ausenciade actividad
antimicrobianaal emplearcaldoBRI, TSRo aguade peptonapuededebersea que:(i) el valorde
pH inicial del mediode cultivo esdemasiadoalto e inhibe la síntesisde la bacteriocina,(u) el
elevadopH final de los cultivos interfiereen la excreciónde la bacteriocinay/o provocasu
adsorcióna la superficiecelular, (iii) la ausenciade agentestensoactivosen el medio de cultivo
disminuyela absorciónde algúnelementoesencialimplicadoen la síntesisy/o excreciónde la
bacteriocinay/o desfavorecela disociaciónde posiblesagregadosinactivosde la misma,(iv) el
contenidode hidrolizadosproteicosinhibe la síntesisy/o excreciónde bacteriocinao la
enmascaraenel sobrenadanteimpidiendoqueejerzasu acciónantimicrobiana,(y) estosmedios

carecende salesqueaportenloscationesdivalentesMg~2 y Mr2 y/o (vi) a queestosmedios

contienenpocaglucosa(concentracióninferior al 0,3%) o carecende ella (aguade peptona).El
efectopositivode la presenciadeTween80 enla producciónde bacteriocinassehadescritopara
la pediocinaPA-1, carnocinaLA44A, mesentericina5, curvaticinaF547 y enterocina900
(Biswase:aL, 1991;VanLaackercí, 1992;Dabae:al., 1993;Garvery Muriana, 1994; Franz
e: aL, 1996). Por el contrario, la actividadde la pediocinaA no se detectabacuandola
concentraciónde Tween80 en el mediodecultivo erasuperiora0,01%(Plyay Headon,1994)y
la de la lactocina5 se incrementabacuandono se adicionabaestasustanciaal mediode cultivo
(Mortvedte:al., 1991).Moreira (1993> y Sobrino(1993) obtuvieronresultadossimilaresa los
deestetrabajo,observandoque la actividadantiniicrobianade lapediocinaPA-1 y dela lactocina
5 no se detectaen los cultivos de P. acidllactici347 y Lb. sake 148, respectivamente,
desarrolladosenel caldoBHI. Porotraparte,Geis eral. (1983)y DabaeraL (1993)compararon
la producciónde las bacteriocinasde diversascepasde Lacrococcusspp. y de la mesentericina5
de Lc. mesenreroidesUL5 en diversoscaldosde cultivo y observaronqueel BHI no eraun
mediofavorableparasuproducción.

Trasel desarrollodeE. faeciumP13enel medioAPT, la tasadecrecimientoy el valorfmal
del pH fueron similaresa los obtenidosen el caldo MRS pero, sin embargo,la actividad
antimicrobianadetectadafue un 50% menor. El pH inicial del medio APT es 6,7 y en su
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formulaciónseincluye glucosa(1%),triptonaenlugarde peptonacomofuentede hidrolizados
proteicos(1,25%),extractode levadura(0,75%), diversassalesminerales(sulfato magnésico
0,08%, clomrode manganeso0,014%,cloruro sódico0,5%, sulfatoferroso0,004%y citrato
amónico0,5%), clorhidratode tiamina(0,00001%)y monoleatode sorbitan(0,02%). Torri
Tarelli eral. (1994)obtuvieronresultadossimilares,yaqueobservaronquelatasadecrecimiento
de E. faecium7C5en caldoAPTy M 17 erasimilarpero la actividadantimicrobianadetectadaen
el caldo APT representabaúnicamenteun tercio de la cuantificadaen el medio M17. La
concentracióndeclorurosódico(0,5%, al igualqueen los mediosBHI y TSR), el valorde pH
inicial (6,7 frentea un valor de 6,2 en los mediosMRSy MB) y/o la presenciade monoleatode
sorbitancomoagentetensoactivoen lugarde Tween 80 y en unaconcentracióncinco veces
menorqueen los mediosMRS y MB puedenser lascausasde la disminuciónde la actividad
antimicrobiana.

CuandoE. faeciumP13 sedesarrollóen el mediosemidefmidoMB, la tasade crecimiento
fue inferiora la detectadaen los 4 medioscomplejos,el valor de pH final delos cultivosfue
similaral observadoen los mediosMRS y APT y la actividadantiniicrobianacuantificadafue
superiorala delcaldoAPT. El pH inicialdelmediobase es6,2, al igualqueenelcaldoMRS, y
en su composiciónse incluye glucosa(1%), extractode levadura(0,5%), salesminerales
(sulfatomagnésico0,02%, sulfato de manganeso0,005%, sulfato ferroso0,001%, cloruro
sádico0,2% y citrato amónico0,2%) y Tween 80 (0,1%). La ausenciade hidrolizados
proteicos,de extractode carnecomofuentede factoresde crecimientoy/o de clorhidratode
tiaminapuedenser los factoresresponsablesdel menorcrecimientode E. faeciumP13. La
presenciade un 0,1% de Tween80 y de glucosaa unaconcentraciónsuperioral 0,3% pueden
ser los elementoscausantesdel incrementodetectadoen la actividadantiinicrobiana.Por otra
parte, la suplementación(1,5%) del medio semidefinidoMB con diversoshidrolizadosde
proteínasde origencárnico(peptonay proteasa-peptona),lácteo(triptonay caseínas)y mixto
(triptosa)permitió incrementarlatasade crecimientoy la productividadde bacteriocinade E.
faeciumP13.alcanzándoselos valoresmáximosen el casode la suplementacióncon triptonay
caseínas.Cintas(1995) tambiénobservóqueel crecimientode E. faeciumL50 y la producción
de enterocinasL5OA y L5OB se incrementabatras la suplementacióndel medio basecon
proteínasde origenlácteo.Por el contario,Parentey Hill (1992a)observaronquela adiciónde
diversasconcentracionesde triptonahastaun 1,2% no modificabala producciónde enterocina
1146deE. faeciumDPCl146 y Sobrino (1993)comprobóquelasuplementacióndelmedioMB
con hidrolizadosproteicoslácteosno permitíadetectarla actividadantimicrobianaexocelular
(lactocina5) de Lb. sa/ce148.

De los resultadosobtenidostrasel desarrollode E. faeciumP13 en diversosmediosde
cultivose puedededucirquela produccióndeenterocinaP requiere,al menos,la presenciade un
hidratode carbonofermentable(glucosa)a concentracionessuperioresal 0,3%, de un agente
tensoactivo(0,1% de Tween80 ó 0,02% de monoleatode sorbitán)y de cationesdivalentes

(Mg~2, Mn~2), asícomoqueel pH inicial delmediode cultivo oscileentre6,2 y 6,7 y queel pH
final sea4,4 6 inferior. Resultadossimilaresalos deestetrabajofueronobtenidosporBiswase:
a!. (1991),quienesobservaronquela glucosa(1%)erala fuentede carbonomásapropiadapara
la producciónde pediocinaPA-l/AcH por P. acidilacrici H y que la actividadantimicrobiana
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detectadaeramáximaen presenciade Mg~2, Mt2, Tween80 (0,2%) y cuandolos valores
inicialesde pH oscilanentre6,0 y 6,5. Por otra parte,Franzer aL (1996)observaronque la
adición de diferentesconcentracionesde peptona,extractode levaduray Tween80 (0,1%)
estimulabala producciónde enterocina900deE. faeciumBFE900y que el extractode carneno
influíaen su actividadantimicrobiana.Parentey Hill (1992a) observaronque la producción
máximade enterocina1146 de E. faeciumDPCL146 se obteníacuandoel mediode cultivo
conteníaextractode levadura(0,5%), Tween 80 (concentracióninferior al 0,2%) y valores
inicialesde pH entre6,5 y 6,75.

V .2. 1 .2. Efectodela tensióndeoxluenoy dela temperaturade incubación

E. faeciumP13 se desarrollay produceactividadantiinicrobianatanto en condicionesde
aerobiosiscomo de anaerobiosisestricta,sin detectarsediferenciassignificativasen estos
parámetrosentre las dos atmósferasde incubaciónensayadas.Asimismo, la producciónde
plantaricinaC por Lb. planrarum LL441 y de las enterocinasL5OA y L5OB por E. faeciumLSO
tampocopareceestarinfluida por la presencia/ausenciade oxigeno (Gonzálezer al., 1994;
Cintas, 1995).De Vuyst er a!. (1996) estudiaronla influenciade diversasconcentracionesde
oxigenoenel crecimientodeLb. amylovorusDCE471 y en la producciónde amilovorinaL471 y
no detectarondiferenciastras su incubaciónen anaerobiosiso en atmósferascon un 40% de
oxigeno; sin embargo,cuandolos niveles de oxígeno aumentaronal 80% se incrementó
considerablementela producciónde amiovorinaL471. Porel contrario,Joergery Klaenhammer
(1986) y Mortvedt-Abildgaarder al. (1995) observaronquela producciónde helveticinaJ y
lactocinaS era máximacuandoLb. helvericus 481 y Lb. sa/ce L45, respectivamente,se
desarrollabanenunaatmósferade anaerobiosis.

Por otra parte,E. faeciumPB se desarrollaa 4, 8, 16, 24, 32, 37 y 450Cy su actividad
antimicrobianasedetectaa todasestastemperaturas,exceptoa 4 y 80C(Figura 4.2; sección
IV.8.3). La producciónde la actividadantimicrobianatienelugardurantela faseexponencialdel
desarrollobacterianoy comienzaa detectarseunavezqueel pH (pH inicial 6,2) ha descendidoa
5,7 ó a valoresinferiores,alcanzándoselos valoresmáximoshaciael final dedichafase (a 16,
24, 32 y 370C)o al principio de la faseestacionaria(a 450C).La actividadantimicrobianase
mantieneestabledurantelas 72 horas de incubacióna 160C; no obstante,a las restantes
temperaturas,trasalcanzarselos valoresmáximosde actividadantimicrobianatienelugaruna
disminucióngradualde la mismaqueesmásacentuadaconformeaumentala temperaturade
incubación.Losvaloresmáximosde crecimientode E. faeciumP13 seobtienena 370Cpero,sin
embargo,la máximaactividadantimicrobianasedetectatras sucrecimientoa 320C.DeVuyst er
al. (1996)obtuvieronresultadossimilares,yaqueobservaronquela producciónde amilovorina
L471 por Lb. amylovorusDCE471 eramayor a 300C quea la temperaturaóptimapara su
crecimiento(370C); asimismo, estos autoresobservaronque condicionesde incubación
desfavorableso estresantesqueprovocancinéticasdecrecimientomáslentasque la óptima(ej.
bajastemperaturas,presenciade etanol, cloruro sódico, oxígeno,altasconcentracionesde
glucosao microfloracompetitiva)estimulabanla producciónde amilovorinaL471. Desdeun
punto de vistade la ecologíamicrobianaesposiblesugerirque los nivelesde ácido láctico
producidosbajo estascondicionesno son suficientesparaque las bacteriaslácticascompitan
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exitosamenteconotrosmicroorganismos,por lo queparacompensarlorespondenaumentandola
producciónde bacteriocinas(ParenteeraL, 1994;De Vuyst eral., 1996).

La producciónde la mayoríade las bacteriocinas,al igual quesucedeen el caso de la
enterocinaP, es una característicaasociadaal crecimientobacteriano,lo que permite

considerarlascomometabolitosprimarios(De Vuyst y Vandamme,1994b).La consideraciónde
las bacteriocinascomo metabolitosprimariosresultareforzadapor el hecho de que (i) las
bacteriaslácticasrequierenelevadosnivelesde ATP parala biosíntesisde lasbacteriocinas(De
Vuysty Vandanme,1993; DeVuyst etaL, 1996) y (u) la induccióndesusíntesisno tienelugar
durantela faseestacionariadecrecimiento(Sauciereral., 1995; Saucíerera!., 1997).Biswaser
aL (1991)hanobservadoquela síntesisde pediocinaPAl/AcH porP. acidilactici H seinicia en
la faseexponencialy, a diferenciade lo descritoparaotrasbacteriocinas,continúadurantefase
estacionariadel desarrollocelular.La producciónde bacteriocinasen las primerasfasesdel
crecimientomicrobianoconfiereunaventajaadaptativaa las bacteriaslácticasproductoras,lo
que,junto a la acidificaciónprogresivadelmediode cultivo, lespermiteconvertirseen la flora
predominantede unapoblaciónmixtaconmicroorganismossensibles(Ahn y Stiles, 1990b).
Desdeun puntode vistafisiológico, la inactivaciónde lasbacteriocinasen la faseestacionariase
compensaríapor la producciónconstantede ácidoláctico,queposeecaracterísticasdemetabolito
primarioy secundarioy unamarcadaactividadantimicrobiana(De Vuyst eral., 1996).

La pérdidade actividadantin,icrobianadetectadaen este trabajouna vez alcanzadoslos
valoresmáximosseha observadotambiéndurantela cinéticade producciónde numerosas
bacteriocinasdel géneroEnrerococcus,entreellas lasenterocinasL5OA y L5OB (Cintas,1995;
Cintaseral., 1995), enterocina900 (Franzeral., 1996),enterocina1146 (ParenteyHill, 1992b;
Parentey Ricciardi, 1994),enterocina226NWC(Villani era!., 1993) y labacteriocinaproducida
porE. faecium7C5 (Torri Tarellieral., 1994);asícomode otrosgénerosdebacteriaslácticas,
comola nisina A (De Vuyst y Vandamme,1992), lactocina5 (Mortvedt-Abildgaarder aL,
1995), sakacinaA (Holck er ci., 1992), helveticinaJ (Joergery Klaenhammer,1986),
lactococcína140 (Parenteer al., 1994) y amilovorinaL471 (De Vuyst ej al., 1996). Esta
disminuciónde la actividadantimicrobianapodríadeberseaunadegradaciónde lasbacteriocinas
por la acciónde proteasasexocelulares,a suconversiónen otrosmetabolitos,a su adsorcióna
lascélulasproductorasy/o a la formaciónde agregadosconotroscomponentesdel medio.

El crecimientoy la producciónde bacteriocinasatemperaturasderefrigeraciónse hadescrito
en algunasespeciesde los génerosEnrerococcus(Ben Embareker a!., 1994; Cintas, 1995;
CintaseraL, 1995),Pediococcus(Moreira, 1993) y Lacrobacillus(Larsener al., 1993). Sin
embargo,E. faecium¡1>¡3 se desarrollómuy lentamentea 40C y no se detectóactividad
antimicrobianaen el medio exocelular.Tras 20 díasde incubacióna estatemperaturasólo se
alcanzóel 0,05% de la poblaciónmáximaobtenidaa 370Cy el pH del mediode cultivo no
descendiósignificativamente(valor final 6,0). Cintaser aL (1996)sugirieronque la falta de
producciónde enterocinasL5OA y L5OB cuandoE. faeciumL50 sedesarrollabaa 40Cpodría
debersealos bajosnivelesde biomasaformada.Asimismo,el crecimientode E. faeciutnPl3 a

80C fue lento y tras20 días de incubaciónse alcanzódnicamenteel 19% de la población
bacterianamáximaobtenidaa 370C. A 80C, el pH final del cultivo descendióa 5,0 pero la
acidificaciónseprodujo muy lentamentey, a diferenciade lo quesucedióa las temperaturasen
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las que se detectóactividadantimicrobíana,el descensosignificativo del pH no se produjo
durantela faseexponencialdel crecimientobacteriano,sino unavez queel cultivo habíaentrado
en faseestacionaria.Esteresultadosugierela posibilidadde quela producciónde enterocinaP
estéreguladapor el pH, siendonecesarioquesu disminución(avaloresinferioresa5,7) ocurra
durantela faseexponencialparaque se induzcala síntesis,excrecióny/o liberaciónal medio
exocelularde enterocinaP activa.

La capacidadde E. faeciumPl3 dedesanollarsey producirnivelessimilaresde enterocinaP
enaerobiosisy anaerobiosis,asícomoen presenciade hidrolizadosproteicosde origencárnicoy
lácteo,permitesugerirsuempleocomocultivo iniciadory protectortantoenproductoscárnicos
y lácteosconservadosen atmósferasde oxígenocomoenlos envasadosa vacíoo en atmósferas
modificadaso controladas.

V.2.2. Estabilidadfísico-química y modo de acción de la enterocinaP de E.

faeciumP13parcialmentepurificada

La actividadantimicrobianaexocelularde E. faeciumP13 se abolió por completotras
sometersus sobrenadanteslibres de célulasa la acciónde enzimasproteolíticosinespecíficos
(proteasaVI, proteasaXIV y papaína)y específicos(tripsinay pepsina)pero, porel contrario,
resistióla acciónde los enzimaslipoliticos (lipasa1 y lipasaVII) y glucolíticos(a-amilasa)
(secciónIV.9.1.1). De estosresultadossededucequela actividadantimicrobianade E. faecium

P13 sedebea la produccióny liberaciónal medioexocelulardeun componentede naturaleza
proteicacuyaactividadbiológicano estámediadaporcomponenteslipídicosni hidrocarbonados.
La inactivaciónde lasbacteriocinasporenzimasproteolíticosesunacaracterísticageneralizada,si
biénel patrónde sensibilidadalasdiferentesproteasasesvariable;así, porejemplo, la actividad
biológicade la enterocina01 es abolidatrasel tratamientode los sobrenadantesde E. faecium
NAOl con proteasaK pero no con tripsinay pepsina(Olasupoer al., 1994); la actividad
antimicrobianade la enterocinaA deE. faeciumCTC492desaparececon tripsinay proteinasaK
y resistela accióndela pepsina(Aymerich,1996); la actividadbiológicade la enterocina1146de
E. faeciumDPCl146, delasbacteriocinasde E. faeciumJBLlOÓl, 1BL1083y JBL153l y dela
enterocina900 de E. faecium BFE900 se elimina tras someterlos correspondientes
sobrenadantesala acciónde latripsina, proteinasaK y pepsina(Parentey Hill, 1992b; Arihara
eraL, 1993; FranzeraL, 1996)y, por último, lasenterocinasL5OA y LSOB de E. faeciumL50
se inactivanpor tratamientoscontripsina,pepsina,papaínay proteasasII, VI y XIV (Cintas,
1995).En la bibliografíasehan descritobacteriocinassensibles,además,a la accióndeenzimas
glucolíticos(leucocina5 y lactocina27), lipolíticos (lactacinaF y mesentericina52), o de ambos
(fermenticinay plantaricina5), sugiriendoque su actividadbiológica estabamediadapor
compuestosglucoproteicos,lipoproteicoso glucolipoproteicos(De Klerk y Smith, 1967;
Murianay Klaenhammer,199la; Lewus er it, 1992; Jiméneze: aL, 1993; Sudirmaner aL,

1994;Upreti, 1994). No obstante,en lamayoríadeestoscasos,una vezrealizadala purificación
ahomogeneidaddelas bacteriocinasseha evidenciadoquesuestructuray actividadbiológicaes
debidaúnicamentea una fracciónde naturalezaproteica(Murianay Klaenhammer,1991b;
Jim¿nez-Díazeta!, 1995).

La inactivaciónde laenterocinaP por los enzimasproteolíticos,fundamentalinentepor los de
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origen pancreático(tripsina)y gástrico(pepsina),permitesugerir que la inclusiónde esta
bacteriocinacomobioconservanteen los alimentosno supondría,al menospotencialmente,
riesgosanitarioalgunoparalosconsumidoresyaqueseríadegradadaenel tractogastrointestinal.

La actividadantimicrobianaexocelularde E. faeciumP13 esestableenun ampliorangode
pHs (2-11),tantoa25 comoa40C,si bien, la máximaestabilidadsedetectóavaloresde pH de 4
y4,7 (Figura4.3;seccióníV.9.l.2).AbajospHs (2-4,7) latemperaturadealmacenamientono
afectasignificativamentea su estabilidad;sin embargo,a medidaque aumentael pH, la
estabilidadde la actividad antimicrobianaes ligeramentesuperior a la temperaturade
refrigeración.Entre las bacteriocinasproducidaspor bacteriaslácticasdel géneroEnrerococcus

solamentela enterocina900 (Franzeral., 1996), lasenterocinasL5OAy LSOB (Cintas,1995;
Cintaser aL, 1995) y las bacteriocinasproducidaspor E. faeciumJBL1O6I, JBL1O83y
JBL1531 (Arihara eral., 1993) son establesen un rangode pHs tanamplio(Tablas11.5 y 11.6).
El restode lasenterocinas,al igual quela mayoríade las bacteriocinasproducidaspor los otros
génerosdebacteriaslácticas,secaracterizanporserestablesavaloresde pH ácidoso próximosa
la neutralidad(Hernándezera!., 1993; Cintas,1995). La estabilidadde la enterocinaPen tan
amplio rango de pHs tiene unagran importanciadesdeel punto de vista tecnológico,ya que
permitiríasuempleotantoen alimentosácidos,comoen los enlatadoso derivadoslácteos.Esta
propiedadla diferenciade otras bacteriocinascomo la nisina, cuyasolubilidady actividad
antimicrobianaesmáximaapH 2,0, disminuyeal aumentarel pH y desaparecereversiblementea
pH 7,0 (Hurst, 1981).

La actividadantimicrobianaexocelularde E. faeciumP13 esmuy establea los tratamientos
térmicosa elevadastemperaturas(ej. 60 mm a 100W y 15 mm a 121W), lo cual es una
característicacomúnde las bacteriocinasde las bacteriaslácticas,exceptuandolas de elevado
tamañomolecularcomo, entreotras, la helveticinaJ (Joergery Klaenhammer,1986) y la
caseicina80 (Rammelsberger al., 1990). Por otra parte, la termoestabilidadde la actividad
antimicrobianaexocelulardeE. faeciumP13 es pH-dependiente,siendomayora valoresde pH
ácidos(pH 4,5) (Figura4.4;secciónIV.9.1.3). Estacaracterísticano essorprendenteya quese
hadescritotambiénparaotrasbacteriocinasdel géneroEnrerococcus(Tablas11.5 y 11.6), parala
mesentericinaYl05producidapor Le. mesenreroidesY105 (Hécharderal., 1992) y para la
pediocinaSJL producidapor P. acidilacñciSJl (Schvedteral,, 1993). La grantermoestabilidad
de la enterocinaP sugiereque se tratade unamoléculaproteicasencilla,probablementesin
estructuraterciariacompleja,y quepermaneceríabiológicamenteactivatraslos tratamientosde
pasteurizacióny esterilizaciónalosquesesometenhabitualmentelos alimentos.

La actividadantimicrobianaexocelularde E. faecium P13 resistela liofilización y la
congelación-descongelacióny, además,permaneceestabledespuésde 12 mesesde
almacenamientoa -20W y tras 3 mesesa 4, 8 y 25W. Asimismo, al igual que con los
tratamientosanteriores,la estabilidadmostradaduranteel almacenamientofue mayora pH 4,5
(TablaIV. 11; secciónIV.9. 1.4). La estabilidadde laactividadantimicrobianade la enterocinaP
durantelargosperiodosde tiempoatemperaturaambientaly alas temperaturasderefrigeracióny
congelaciónempleadasen el almacenamientode los alimentoses otra característicatecnológica
mteresanteparasuposibleaplicacióncomobioconservanteen la industriaalimentaria.

En lo querespectaal modode acciónde las bacteriocinasde lasbacteriaslácticas,lamayoría
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de ellasactúandeformabactericidafrentea los microorganismossensibles(Cintas,1995; Jack
ej it, 1995), aunquese handescritoalgunasbacteriostáticas,comola lactocina27 (IJpreti y
Hinsdill, 1975), la leucocinaA-UAL 187 (Hastingsy Stiles, 1991) y la leucocina5 (Lewuser
al., 1992). No obstante,el modo de acciónesun parámetrodifícil de determinary, sobretodo,
de estandarizar,ya queestámuy influido porel gradode purificacióny la dosisde bacteriocina
empleada,la cargamicrobianainicial y la fasedelcrecimientodelmicroorganismoindicador,el
tampón o medio de cultivo utilizado y las condicionesy duraciónde la incubación.En las
experienciasrealizadasen estetrabajo,el microorganismoindicadorsedesarrollóenel mediode
cultivo y bajolascondicionesde incubaciónóptimasparasucrecimiento.LaenterocinaP ejerce
un modode acciónbactericidafrenteaLs. rnonocyrogenesScottA,ya quela adiciónde alícuotas
de sobrenadantesconcentradosde E. faeciumP13 a cultivos de Ls. monocyrogenesScottA
originaun rápidoy drásticodescensode la poblaciónbacterianainicial (un 81% durantelos
primeros45 minutos)(Figura 4.5; secciónIV.9.2). Transcurridoeste tiempo, la acción
bactericidade la enterocinaPcontinúadurante4 h y dependede laconcentracióndebacteriocina
empleada,yaquela adiciónde 0,5 ml del sobrenadanteredujola poblaciónbacterianainicial en
un 94,9%, mientrasque la adición de 1 ml produjouna reduccióndel 97,9%. La tasade

resistenciaespontáneaa la enterocinaP fue de 5x10-2 cuandose añadieron0,5 ml de

sobrenadantey se redujoen un 50% (hasta2x102)cuandoseaumentósu dosisa 1 ml. Este
efectobac.tericidadependientede la dosisde enterocinaP sugiereque las tasasde resistencia
podríanreducirseconsiderablementeempleandoconcentracionessuperioresdebacteriocina.Por
otra parte,esposiblequeno todaslascélulasviablesdetectadastras 4 h de incubaciónsean
resistentesa la bacteriocina,sinoquesedesarrollenporqueéstaseempleoadosisinferioresalas
requeridasparaejercersu efectobactericidafrente a la totalidadde la poblaciónde células
sensibles.

V.2.3. Optimizaciónde la producciónde la enterocinaB y de la enterocinaA de

E. faecium T136

El desarrollode las bacteriaslácticasen fermentadorespermiteun mayorcontrol de las
condicionesde crecimiento(ej. pH y tensiónde oxígeno)por lo quemuchosinvestigadoreshan
utilizadoestaestrategiacon el objeto de prolongarla faseexponencialde crecimientoy, por
consiguiente,incrementarla producciónde bacteriocinascomo, entreotras,la enterocina1146
(Parentey Ricciardi, 1994), la lactocina5 (Mortvedtetal., 1995), lalacticina481 (Piardeta!.,

1990;Piard, 1994), la lactococcina140 (Parenteerci., 1994), la acidocinaA (Kanatanieral.,
1995), la acidocinaR(TenBrink eta!., 1994), labavaricinaMN (Kaisery Montville, 1993),la
pediocinaAcH (Biswaser a!., 1991), la nisinaA (Hurst, 1981), la helveticinaJ(Joergery
Klaenhammer,1986), la lactacinaB (Barefooty Klaenhammer,1984), la mesentericinaS(pH
5,0) (DabaeraL, 1993)y las carnobacteriocinasBM1 y B2 (pH 6,2 y 6,0)(Quadri eral, 1994).

El crecimientode E. faecium T136 y la producciónde enterocinasE y A se estudió
realizandodiversasfermentacionesen caldoMRS aunatemperaturade incubaciónde 300C,en
condicionesde anaerobiosisy manteniendoel pH constantea valoresde 6,2; 5,7 y 5,2 (Figura
4.20; secciónIV. 11.2). Paraimpedirquela falta de glucosapudieraserel factor limitantedel
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crecimientoy/o de la producciónde las enterocinas,cuandoel cultivo habíaconsumido
aproximadamenteel 83% de la glucosadel mediose añadieronnuevamente40 g deestehidrato
de carbono.

La actividadantimicrobianamáximade los sobrenadantesde E. faeciumT136 se detectó
cuandoel pH delmediode cultivo semantuvoconstantea 5,7, cuantificándosevaloresde 3.858
UB/ml de enterocinaBy 1.114 UB/ml de enterocinaA(Figura4.20 B); asimismo,aestepH la
actividadantimicrobianaresultósermuy establedetectándoseal final dela incubaciónun 99 y un
77% de los valoresanteriores,respectivamente.A pH 6,2 los valoresmáximosde actividad
antimicrobianacuantificadosfueronsimilaresa los obtenidosa pH 5,7 (3.604 UB/ml de
enterocinaB y 911 UB/ml de enterocinaA), si bien, una vez alcanzadosdisminuyeron
drásticamente,detectándoseal finalde la incubaciónúnicamenteun 18%de los mismos(Figura
4.20A). CuandoE. faeciumT136 se desarrollóaeróbicamentesin controlarelpH delcultivo, la
actividadantimicrobianadelsobrenadantedebidaa laenterocinaB y a la enterocinaA fue de tan
solo 219 UB/ml y 62 UB/ml, respectivamente.La drásticadisminuciónde la actividad
antimicrobianade los cultivos desarrrolladosa pH 6,2 puedeser debidaa: (i) la degradación
enzimáticapor proteasasespecificaso inespecíficas,(u) la adsorciónde lasbacteriocinasa las
célulasproductorasy/o (iii) la formaciónde agregadosinactivosde la bacteriocina(Parentey
Ricciardi, 1994;DeVuyst eral., 1996).

La producciónde actividadantimicrobianaa pH 6,2 y 5,7 tiene lugar durantela fase
exponencialdelcrecimientode E. faeciumT136, lo queponedemanifiestoquelas enterocinasA
y B se sintetizancomometabolitosprimarios. No obstante,su cinéticade producciónes
diferente,ya que los valoresmáximosde enterocinaA se alcanzanhaciala mitadde la fase
exponencialy los de enterocinaB al final de la misma.Respectoal crecimientode E. faeciurn
T136, éstefue óptimo a pH 6,2 y pH 5,7, aunquea esteúltimo valor el desarrollofue algo
menory su cinéticamáslenta. En la mayoríadelos casosdescritosen la literatura,al igual que
sucedeconlasenterocinasA y B, el valoróptimode pH parala produccióndebacteriocinases
inferioral valoróptimode pH parael crecimientoy parala producciónde ácidoláctico(Parentey
Ricciardi, 1994;Parenteeral., 1994; NilseneraL, 1998).ParenteyRicciardi(1994)estudiaron
la influenciadel pH en la producciónde la enterocina1146 y en el crecimientode E. faecium

DPC1146 y obtuvieronresultadossimilaresa los de estetrabajo.La produciónde enterocina
1146 fue máximaa pH 5,5 y estuvoasociadaa la faseexponencialdel crecimientobacteriano.
Unavez alcanzadoel valormáximode actividadantimicrobianaal final de la faseexponencialse
detectóunadisminuciónprogresivade la misma.La producciónde bacteriocinaa pH 6,0 mostró
unacinéticasimilar,si bienla actividadantimicrobianafue másinestable,y apH 5,0 laactividad
antimicrobianadetectadafue muchomenor.Piard er ca!. (1990) y Kaiser y Montville (1993)
describieronquela producciónde lacticina481 porL lacásCNRZ4S1 y bavaricinaMN porLb.
bavaricus MN es máximaa pH constantede 5,5 y 6,0, respectivamente,y que unavez
alcanzadoslos valoresmáximosde actividadantimicrobianaéstossemanteníanestablesdurante
un largoperiodode incubación.

Por otra parte,cuandoel pH del mediode cultivo se mantuvoconstantea pH 5,2 no se
detectóla actividadantimicrobianaexocelularde E. faeciumT136 (Figura 4.20C; sección
IV. 11.2), lo quepuededeberseaalgunade las causasanteriores(i-iii). (iv) aquelasenterocinas
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B y A no seanbiológicamenteactivasaestepH o (y) a queestasbacteriocinasno se sintetizen
y/o transportenal medioexocelular.En estecontexto,la importanciadel pH en el controlde la
expresióngénicade diversosmetabolitosy proteínascelularesdurantelas fermentaciones
bacterianases un hechoampliamentedocumentado(paraunarevisiónconsultarOlson, 1993).
Regassay Betley(1992)observaronqueel sistemade autoregulaciónde transducciónde señal
de Sr. aureus(sistemaagr) estácontroladopor factoresambientalesy nutricionales,concluyendo
quevaloresde pH alcalinosy/o un excesode glucosareprimenla expresiónde los genesagr y,
por tanto, disminuyenlos nivelesde la síntesisde diversasexoproteinas.Así, pues,se puede
hipotetizarquelas enterocinasB y A no se sintetizanen los cultivos desarrolladosa pH 5,2 ya
que este pH actúasobre el sistemade regulaciónde dos componentes,bien a nivel de la
tanscripción,reprimiendola expresiónde los genesdel factorde inducción(FI), de la proteína-
histidinaquinasa(PHQ) y del reguladorde respuesta(RR), o bien a nivel posttraduccional,
modificandoestasproteínase impidiendopor tantosu función biológica (Figura2.3; sección
11.4.8). Otra posibilidades que estepH no afectea la regulaciónde la producciónde las
enterocinasB y A sinoasu(s)transportador(es)ABC específico(s),impidiendode estemodo su
procesamiento,translocacióny liberaciónal medioexocelular.

El desarrollodeE. faeciumT136mantiendoelpH constantea 5,7 en un fermentadora30W
permitióincrementaraproximadamente18 vecesla producciónde enterocinaB y de enterocina
A, conrespectoalos valoresde actividadcuantificadoscuandoE. faeciumT136 sedesarrollOa
30W durante16 horas sin controlarel pH del cultivo. Asimismo, la fermentacióna pH 6,2
tambiénpermitió un incrementoconsiderablede la producciónde enterocinasB y A
(aproximadamente15 veces);no obstante,a estepH las bacteriocinasson muy inestablesy se
degradanrápidamentepor lo queseríanecesariorecuperarlasinmediatamentedespuésde su
detecciónempleando,por ejemplo,resinasaniónicas.El desarrollode Lb. sakeL45 y L. lacds’

481 manteniendoel pH constantea 5,0 y 5,5, respectivamente,permitió incrementarla
producciónde lactocina5 y lacticina481 entre8-10 y4 veces,respectivamente,conrespectoa la
cuantificadasin controldel pH (Piardera!., 1990; Piard, 1994; Mortvedtera!., 1995). Es
interesantedestacarqueJiménez-Díazer aL (1993) observaronque la máximaproducciónde
plantaricinaStienelugarcuandoLb. plonrarumLPCOlO se desarrollaen presenciade un 4% de
NaCíen un fermentadorsin regularel pH, mientrasquela máximaproducciónde la segunda
bactericina(plantaricinaT) se detectacuandoel pH se mantieneconstantea 5,0 y 6,0. Estudios
realizadospor otros autoreshan permitido elucidarel pH óptimo para la producciónde
bacteriocinascomo,entreotras,la mesentericinaS(pH 5,0) (DabaeraL, 1993), lahelveticinaJ
(pH 6,0) (Joergery Klaenhammer,1986) y la lactacinaB (pH 6,0) (Barefooty Klaenhammer,
1984), la lactococcina140 (pH 5,5) (Parenteer al., 1994) y lascarnobacteriocinasEMí y B2
(pH 6,2 y 6,0) (Quadrieral, 1994).

V.2.4. Purificación a homogeneidadde la enterocinaP de E. faecium P13 y de

las enterocinasB y A deE. faeciumT136

La purificacióna homogeneidadde lasbacteriocinasesun requisitoindispensableparasu
correctacaracterizaciónbioquímica,yaque,ademásde confirmarsunaturalezaproteica,permite
determinarsu tamañomoleculary sucomposicióny secuenciaaminoacfdica.Debidoa quelas
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bactetiocinasde las bacteriaslácticasconstituyenun grupo heterogéneode sustanciasesdifícil
generalizary establecerun protocolodepurificaciónuniversal,por lo que éstedebedeterminarse
empíricamenteparacadabacteriocina.No obstante,independientementedel protocoloempleado,
es convenientedeterminarpreviamentelas condicionesexperimentalesóptimas para su
producción(ej. mediodecultivo, pH, temperatura,tiempodeincubacióny tensióndeoxígeno)y
de estemodoiniciar el procesodepurificacióncon unaelevadaconcentraciónde bacteriocina.

V.2.41. Purificaciónahomogeneidadde la enterocina1’ deE. faeciumP13

La purificacióndelaenterocinaP de E. faeciwnP13serealizóempleandounamodificación
(CintaseraL, 1995; 1998a)de la metodologíadesarrolladaporNissen-Meyerezal. (1992), que
incluye(i) precipitacióndelasproteínascon sulfato amónico,(u) cromatografíade filtración en
geles,(iii) cromatografíade intercambiocatiónico,(iv) cromatografíade interacciónhidrofóbica
y (y) cromatografíade fasereversaen un sistemade FPLC (sección111.10.3.2).Murianay
Klaenhammer(1991b)purificaronlalactacinaFconun protocolosimilary observaronqueenla
fracciónobtenidatrasla precipitaciónde lasproteínascon sulfatoamónicoaparecíantres fases:
un precipitado,unapelículaflotantey el sobrenadante.La películaflotanteconteníael 97% dela
actividadantimicrobianay en el precipitadosedetectabaúnicamenteun 3%. Resultadossimilares
fueronobtenidospor Mortvedt er ci. (1991) durantela purificacióna homogeneidadde la
lactocinaS de Lb. sakeL45. Por otra parte, VanLaacka a!. (1992) experimentabangrandes
pérdidasde actividadantimicrobianadurantela purificaciónde la camocinaLA44A a causade
estefenómenoy lo subsanaroncuandoeliminaronel Tweende la composicióndel medio de
cultivo; no obstante,la ausenciade esteagentetensoactivodisminuíaconsiderablementela
producciónde bacteriocina.Durantela purificaciónde la enterocinaP, tras la precipitacióncon
sulfatoamónicoserecogierony mezclaronel precipitadoy la películasuperficial,lo que permitió
recuperarel 99% de la actividad antimicrobianainicial (Tabla IV.12; secciónIV.9.3).
Posteriormente,parallevar a cabocon éxito la purificaciónde la enterocinaP fue necesario
introducir la técnicacromatográficade filtración en gelesparaeliminarlas sales,ya que de otro
modo resultabainfructuosala posteriorcromatografíade intercambiocatiónico.Este mismo
hechoseha descritoen la purificaciónde otrasbacteriocinascomola lactocinaS (Cintas.1995;
Cintaset ti, 1998a),la plantaricinaS(Jiménez-Díazeral., 1995) y la lactacinaF(Murianay
Klaenhammer,199la). La presenciade sales(ej. sulfato amónico)interfiereen el procesode
atracciónelectrostáticaala matriz de intercambiocatiónico,ya quesuscargaspositivascompiten
exitosamentepor los ligandosaniónicosde la resmay desplazana las bacteriocinasdébilmente
catiónicas,comosucedeconlaenterocinaP(versecciónV.2.7). La eluciónde laenterocinaPde
la columnade intercambiocatiónicose realizóempleandoun tampónde elevadafuerzaiónica
(tampónNaCí 1M, pH 5,8), obteniéndoseuna recuperacióndel 61% de la actividad
antimicrobianainicial y un incrementode la actividadantimicrobianaespecíficade 106 veces.
Tras la cromatografíade interacciónhidrofóbicase detectéun incrementoconsiderablede la
actividadantimicrobiana(recuperacióndel 90%), que tambiénse ha observadodurantela
purificaciónde numerosasbacteriocinas,entreellas, la sakacinaP y curvacinaA (Tichaczeker
ci., 1992), la sakacinaA(Holck er it, 1992), las enterocinasL5OA y L5OB (Cintas eral.,
1995) y lanisinaA(Cintaseral., 1998a).Los incrementosen la actividadantimicrobianadurante
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el procesode purificación,no sólo traslacromatografíade interacciónhidrofóbica,sinotambién
despuésde la de fasereversa,sugierenla posibilidadde quelos mediosapolaresfavorecezcanla
actividadbiológicade las bacteriocinascomoconsecuenciade un cambioconformacionalen la
molécula(Cintaser al, 1988a). Muchos autoreshan obtenido incrementosduranteotra(s)
etapa(s)de la purificación, lo quepuededebersea la disociaciónde los agregadosde elevado
tamañomolecularde las bacteriocinasen monómerosmásactivosy/o a la eliminaciónde
compuestosqueenmascaransu actividadantimicrobiana,como, por ejemplo,inhibidoresde la
bacteriocinao moléculasqueagregancon ellasy formancomplejosmacromolecularesinactivos
(Tichaczekera!., 1992; Cintas, 1995;Jiménezeral., 1995; AymericheraL, 1996; Carolissen-
MackayeraL,1997;CintaseraL, 1998a).Finalizadala purificaciónde laenterocinaPse obtuvo
un único pico de absorbanciaa 254 nm conactividadantimicrobiana(fracción 8; Figura 4.7;
secciónIV.9.3), quemostróun incrementode la actividadantimicrobianaespecíficade 115.323
vecesy una recuperacióndel 28% de la actividadantimicrobianainicial. Esteprotocolose ha
empleadotambiénconéxito parala purificaciónde sistemasde dos péptidos(plantaricinaS) y
lantibióticos(lactocinas).Jiménez-Diazeral. (1995)purificaronla plantaricinaSy obtuvieron
un incrementode la actividadantimicrobianaespecificade352.617vecesy unarecuperacióndel
91,6% de la actividadantimicrobianainicial. Por otraparte,CintaseraL (1988a)purificaron la
lactocina8 de Lb. sakeV 18 y obtuvieronun incrementode la actividadantimicrobianaespecifica
de 160.000vecesy unarecuperacióndel 26%de la actividadantimicrobianainicial.

El protocoloempleadoparala purificaciónde la enterocinaP permitió obtenersuficiente
bacteriocinapurificadaa homogeneidadparadeterminarsu composiciónaminoacídica(Tabla
IV.13; secciónIV.9.4) y la secuencia,por degradaciónde Edman,de los43 primerosresiduos
aminoacídicosde sumolécula(Figura4.8; secciónIV.9.5).

V.2.4.2. Purificaciónahomo2eneidadde lasenterocinasB y A de E. faeciumT136

El primerprotocoloempleadoparala purificaciónde las enterocinasB y A de E. faecium

T136 fue similaral descritopor Nissen-Meyerer aL (1992), no siendonecesarioen estecaso
realizaruna cromatografíade filtraciónen gelescomo pasoprevio a la cromatografíade
intercambiocatiónico(sección111.10.3.3).Unametodologíaanálogahasidoempleadaconéxito
parala purificaciónde lasenterocinasL5OA y L5OB (Cintasa aL, 1998a,b),así como de
bacteriocinasdel tipo pediocina,comola pediocinaPA-1 (Nieto-Lozanoa aL, 1992; Cintas,
1995; CintaseraL, 1998a)y la bavaricinaA(LarseneraL, 1993); sistemasde dos péptidos,
como la lactococcinaO (Nissen-MeyereraL, 1992) y lantibióticos,comola nisinaA (Cintas
1995;CintaseraL, 1998b).

Finalizadoel procesode purificaciónse obtuvierontres cromatogramas,cadauno de ellos
con un pico mayoritariode absorbanciaa 254 nm quecorrespondíaa la fracciónquemostraba
actividadinhibidorafrenteaE. faeciumP13(Figuras4.17, 4.18 y 4.19;secciónIV. 11.1). Estas
fracciones(Al, A2 y A3) eluyeroncuandola concentraciónde 2-propanolalcanzóel 26, 27 y
40%, respectivamente,mostraronunaactividadantimicrobianaespeclfica7.533,11.567y 1.384
vecessuperiora la del sobrenadantelibre de célulasy representaron,respectivamente,una
recuperacióndel 0,8; 2 y 0,4% de la actividadantimicrobianaoriginal (TablaIV.17; sección
IV.11.l). Estos resultadospermitieronhipotetizarque E. faeciumT136 sintetizatres
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bacteriocinasdiferenteso que, porel contrario,las tresfraccionesobtenidascorrespondenauna
o dos bacteriocinasquesufrenmodificacionesenzimáticaso químicasy por ello eluyenbajo
condicionesdiferentes.Worobo er a!. (1994)purificaronla sustanciaantimicrobianaproducida
por C. piscicolaLV17A mediantecromatografíade interacciónhidrofóbica,cromatografíade
filtraciónen gelesy cromatografíade fasereversaen un sistemade FPLC y, al final delproceso
de purificación, obtuvieronun cromatogramaconnumerosospicosde absorbanciaa 218 nm.
Tres de estos picos de absorbanciacorrespondíana fraccionesque mostrabanactividad
antimicrobiana(Al, A2 y A3) y presentabanun 0,2; 2,5 y 5,8% de la actividadantimicrobiana
original, respectivamente.Las tres fraccioneseluiancuandola concentracióndel tampónde
elución(70% de acetonitriloenun 0,1% de ácidotrifluoroacético)alcanzabaun 46, 55 y 57%,
respectivamente.Posteriormente,la determinaciónde su tamañomolecularporespectometríade
masasy de su secuenciaaminoacidicaparcial mediantedegradaciónde Edman,así comola
comprobaciónde la existenciay la secuenciaciónde un único genestructuralasociadoa su
producción,localizadoen el plásmidopCP49 de C. piscicolaLV17A. evidencióque las tres
fraccionescorrespondíana una únicabacteriocina,denominadacarnobacteriocinaA, queposee
53 aay un tamañomolecularde5.050,8±0,3Da. La fracciónA2 (5.067±0,3Da)correspondíaa
unaformaoxidadadela fracciónA3 (5.050±0.3Da)y la fracciónAl (4.524,7±9,4 Da)contenía
una mezclainseparablede las dos formas anterioresdegradadasproteoliticamenteen sus
extremosC-terminales.Asimismo,Quadri er al. (1994) detectaronal final del procesode
purificaciónde lassustanciasantimicrobianasde C. piscicolaLV17B trespicosde absorbancía
queeluiana diferentesconcentracionesdeltampónde elucióny quecorrespondíana fracciones
conactividadantimicrobiana(BM1,Bí y B2). Estosautores,empleandotécnicassimilaresalas
descritasanteriormente,concluyeronque C. piscicolaLVL7B producelas carnobacteriocinas
BMl y B2. La fracciónBM1 conteníala carnobacteriocinaBMl, la fracciónBí conteníaesta
mismasustanciaconel residuode metioninade la posición41 oxidadoy la fracciónB2 contenía
la camobacteriocinaB2.

Los resultadosobtenidosen estetrabajotrasla secuenciaciónaminoacídicapor degradación
deEdmandelos 18-19residuosaminoacidicosdelextremoN-terminaldelas muestrasAl, A2 y
A3, asícomosucomparaciónconla secuenciade lasbacteriocinasdescritashastael momento,
revelaronquela fracciónAl conteníala enterocinaA, unabacteriocinadescritapreviamente
producidapor E. faeciumCTC492(AymericheraL, 1996>;la fracciónA3 conteníaunanueva
bacteriocina,la enterocinaB, y la fraciónA2 estabaconstituidapor unamezclade ambas.La
cantidadde proteínade estaúltima fracción (16,5 ~ig)eramenorque la cuantificadaen las
fraccionesAl y A3 (36 ¡.íg y 19,8 gg, respectivañiente)pero, sin embargo,su actividad
antimicrobianafue mayor,lo quesugirió quela enterocinaA y laenterocinaB podríanactuarde
forma sinérgica(versecciónV.2.5).

El segundoprotocoloempleadoparala purificaciónde las enterocinasB y A de E. faecium

T136,unavez optimizadasu producciónen un fermentador(secciónIV.l 1.2), se baséen una
modificaciónde la metodologíadescritapor Havarsteiner al. (1994), que incluye (i)
cromatografíadeinteracciónhidrofóbica(AniberliteXAD- 16), (u) cromatografíade intercambio
catiónico,(iii) cromatografíade interacciónhidrofóbica(Octyl SepharoseCL4B) y (iv)
cromatografíade fasereversaen un sistemade FPLC (sección111.10.4.2).Laseleccióncomo
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microorganismosindicadoresde P. penrosaceusFBB61 (resistentealaenterocinaB y sensiblea
la enterocinaA) y Lb. sake148 (resistentea laenterocinaA y sensiblea la enterocinaB) permitió
el seguimientodel procesode purificaciónde cadabacteriocinay facilitó la separacióne
identificaciónde los picosde absorbanciacorrespondientesa cadaunade ellasdesdela primera
cromatografíade fasereversa(secciónIV. 11.2.2). La interacciónhidrofóbicaempleandola
resmaAmberliteXAD- 16 es una técnicamásrápidaque la precipitaciónde las proteínascon
sulfatoamónicoy tienela ventajade quese eliminael empleode elevadasconcentracionesde
sales que puedeninterferir en etapasposteriores;no obstante,esta técnicapresentael
inconvenientedequela eluciónserealizacontamponesde pH extremadamentebajo (isopropanol
70%, pH 2), lo que va en detrimentode la especificidado selectividadde las atracciones
electrostáticasde la posteriorcromatografíade intercambiocatiónico.En la últimacromatografía
de fasereversa,las enterocinasB y A seeluyeroncongradientesisocráticosdel 28 y 24% de 2-
propanol,respectivamente,con el objeto de lograr una mayorresoluciónen su separación
(Figuras4.21 y 4.22; secciónIV.11.2.2). Medianteestametodologíase obtuvieronmuestrasde
enterocina8 y enterocinaA purificadasa homogeneidad,querepresentaronunarecuperacióndel
16 y del 5%, respectivamente,de la actividadantimicrobianainicial (TablaIV.18; sección
IV. 11.2.2). A partir de la primeramuestrase determinóla composiciónaminoacidicadela
enterocinaB (TablaIV.19; secciónIV.11.3), la secuenciade los 41 primerosresiduos
aniinoacídicosdesumolécula(Figura4.23;secciónIV.1 1.4> y su tamañomolecular(5.479+1,2
Da) medianteespectrometríade masas(Figura4.24; secciónIV.1 1.5).

Los resultadosobtenidostras la purificaciónde la enterocinaP de E. faeciumP13 y las
enterocinasB y A de E. faeciumT136demuestranque las técnicasaplicadasen estetrabajo
permitenobtener,a partir de mediosde cultivo complejos,bacteriocinaspurificadasa
homogeneidady en cantidadessuficientespara determinarsu composicióny secuencia
aminoacídicay sutamañomolecular.

V.2.5. Espectrode acción de la enterocinaP, enterocinaB y enterocinaA frente

a diversosmicroorganismosde interés en la industria alimentaria

La actividadantimicrobianadela enterocinaP de E. faeciumPl3 y delasenterocinasB y A
de E. faeciumT136permanecióestabledurantey trassuprocesode purificación,lo quepermitió
determinarsusCIMs frenteadiversosmicrorganismosde interésen la industriaalimentaria.Es
interesantedestacarqueel espectrode acciónantimicrobianade la enterocinaP purificadaa
homogeneidad(Tabla IV. 14; secciónIV.9.7) fue similar al obtenidocuandoseemplearonlos
sobrenadantesy sobrenadantesconcentradosdeE. faeciumP13 (TablaIV.7; secciónIV.7), lo
que sugiereque la actividadantimicrobianadetectadaes debidaa la presenciade una sola
bacteriocina(enterocinaP). No obstante,el microorganismoalteranteCI. ryrobutyricum
NCD01754,así comoB. cereus ATCC9l39 y St. aureus FR1349, dos microorganismos
patógenosasociadosfrecuentementea intoxicacionesalimentarias (CDC, 1979; Fraziery
Westhoff,1985;Doyle, 1988), no resultaroninhibidospor los sobrenadantesdeE. faeciumP13
pero, sinembargo,fueronsensiblesala enterocinaP purificadaahomogeneidad.Estefenómeno
puededebersea lasmayoresconcentracionesde bacteriocinaempleadasen los ensayosen placas
microtituladoras,a unamayoractividadbiológicade la enterocinaP purificaday/o a una mayor
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sensibilidadde estascepascuandose desarrollanen medio líquido. Por el contrario,algunas
bacteriaslácticas(Lb. bulgaricus ATCC11842 y Lb. helvericus ATCC 15009) resultaron
inhibidaspor los sobrenadantesconcentradospero no por la enterocinaP purificada,lo que
puede debersea una accióncombinadade la bacteriocinay otros componentesde los
sobrenadantesqueseretirandurantela purificacióny/o al desarrollodecélulasresistentesen los
ensayosen placasmicrotituladorasqueimpediríanla deteccióndela actividadantimicrobiana.

Por otra parte,el espectrode acciónantimicrobianade los sobrenadantesde E. faeciumTi 36
mostróalgunasdiferenciasmuy interesantescon respectoa la actividadpor separadode las
enterocinasA y B purificadas.Así, porejemplo,Cl. perfringensCECT376y Cl. borulinum
CECTS51, dos microrganismospatógenosquehande sercontroladosen losalimentosdebidoa
queproducenintoxicacionesalimentarias(Smith y Palumbo,981; Fraziery Westhoff, 1985),
fueroninhibidos cuandose emplearonlos sobrenadantesde E. faeciumT136 (Tabla IV.3;
secciónIV.3), perono cuandose expusieronacadaunade lasbacteriocinaspurificadas(Tabla
IV.20; secciónIV. 11.7). Asimismo,al compararel espectroantimicrobianodecadaunade las
bacteriocinasse observarondiferenciassignificativasen su actividadinhibidora intra e
interespecífica.En estecontexto,las concentracionesde enterocinaA requeridasparainhibir en
un 50% el desarrollodela mayoríade los microorganismosalterantesy patógenosanalizados
fueronsignificativamenteinferioresa los valorescuantificadospara la enterocinaB.Además,
algunosmicroorganismosfueronsensiblesa unasolade estasbacteriocinas,comoesel casode
Lb. sake 148, inhibido únicamentepor la enterocinaB, y de A penrosaceusFBB61, P.

penrosaceusFBB63, Lb. curvatusNCFB2739y B. cereusATCC9 139,sensiblessolamenteala
enterocinaA. Todasestasobservacionesdemuestranque la enterocinaB y la enterocinaA
poseenactividadantimicrobianade forma independientey, además,permitenhipotetizarque
ejercensu actividadantimicrobianamediantemecanismosde accióndiferentesy que actúan
sinérgicamente.Estaúltimahipótesisse ha confirmadoposteriormentemedianteexperiencias
realizadasal margende estetrabajo(Casauser aL, 1998). En esteestudiose observóque la
enterocináBy la enterocinaA ejercen,independientemente,un modo de acciónbactericidafrente
al desarrollode E. faecalisEF y Lb. sakeNCDO2714. Cuandolos ensayosserealizaronconuna
solabacteriocina,latasade resistenciaespontáneafue de 10-4.10.2y, tras 24 h de incubación,

las célulasresistentessedesarrollaronhastanivelesde 10v-1O~ ufc/ml;sin embargo,cuandolos
cultivos seexpusierona la acciónsimultáneade las enterocinasA y B, las tasasde resistencia

descendierona 10.6y lascélulasresistentesno sedesarrollarondurantelas 24 h quese prolongó
su incubación.Asimismo,en los experimentosrealizadosconlasenterocinasA y B seobservó
que las célulasresistentesa una bacteriocinaeran,por el contrario,sensiblesa la acción
bactericidade la otra, y viceversa.La capacidadde E. faeciumT136 de producir dos
bacteriocinasde amplioespectrode acciónquepuedenactuarademássinérgicamentees de una
extraordinariaimportanciadesdeel puntode vistade suposibleaplicacióncomocultivoiniciador
y protectoren los alimentos,ya que permitidareducir la problemáticade la apariciónde
poblacionesresistentesespontáneas,queesun fenómenocomúnal emplearlas bacteriocinasde
las bacteriaslácticas(Rekhif er aL, 1984; Harris er al., 1991; Noerlis y Ray, 1994) y que
actualmenteconstituyeunadelas preocupacionesmásimportantesde las industriasalimentariase
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institucionessanitarias.Asimismo,es posiblehipotetizarque la capacidadde producir dos
bacteriocinascon característicasfísico-químicasy modosde accióndiferentesconfierea E.

faeciumT136ventajasadaptativasfrenteala flora competitiva,lo queexplicaríaquetambiénse
hayadescritola producciónde enterocinasA y B en E. faeciumCECT492(secciónIV.12.7;
Nilsen er aL, 1998) y en otras bacteriaslácticasde origen alimentario(Cintas y Nes,
comunicaciónpersonal).

Hasta haceunos años, el aislamientode bacteriaslácticasproductorasde másde una
bacteriocinaconstituíaun hechoaislado;no obstante,actualmenteseestáobservandoqueesta
capacidadde las bacteriaslácticasestámasgeneralizadade lo que se había considerado
tradicionalmente(Nes e>’ aL, 1996). Así, pues, se han descritocepasmultiproductorasde
bacteriocinasenL. lacris y L. crenions (Van-Bellcum eraL, 1989; Holo e>’ aL, 1991), Cb.
piscicola(Ahn y Stiles, 1990a,b;PileteraL, 1995), Lb. planrarum (Jiménez-DíazeraL, 1993;
Diep eraL 1996; AndersseneraL, 1998),Le. mesenreroides(Revol-JuvelleseraL, 1996) y E.
faecium(CintaseraL, 1998b;NilseneraL, 1998).

LaenterocinaPde E. faeciumP13 y lasenterocinasB y A de E. faeciumTl3áinhibieronel
crecimientode las 5 cepasanalizadasde Ls. monocyrogenes,un microorganismopatógeno
recalcitranteque se asociafrecuentementea brotesde toxiinfeccionesalimentarias(Farbery
Peterkin,1991; Lepoutreerci., 1992). Así, porejemplo,en la décadade los 80 se registraron
variosbrotesepidemiológicosde listeriosisen todo el mundo:20 casosy 3 muertosen Boston
(1979) asociadosal consumode vegetales,49 casosy 14 muertosen Massachusetts(1983)por
consumode lechepasteurizada,122 casosy 31 muertosenCantonde Vaud(Suiza)(1983-1987)
por consumodequesofresco, 29 casosy 9 muertosen NuevaZelanda(1980),41 casosy 17
muertosen las provinciasmarítimasdeCanadá(1981)porconsumodepescadoy mariscoy más
de 300 casosenReino Unido (1987-1989)porconsumode paté(FarberyPeterkin,1991). La
extraordinariacapacidadde Ls. rnonocyrogenesde resistiry/o desarrollarseen condiciones
extremas(ej. temperaturasde refrigeracióny hasta440C, pHs entre4,3 y 9, concentracionesde
NaCí de 10-20%,presenciade nitritoshasta1.000 ¡glml, desecacióny congelación),adversas
para la mayoríade los otros microorganismospatógenos,haceposiblesu presenciaen estos
alimentose inclusoen los embutidoscrudoscurados(FarberyPeterkin,1991).El cumplimiento
del sistemade ánalisisde riesgose identificacióny controlde puntoscríticos(ARICPC) y de
unasbuenasprácticasde fabricación(BPF) (AmericanMeatInstitute,1982)constituyen,junto
con los tratamientosfísicosy el empleode aditivos químicos,la estrategiaactualmáseficaz,
aunqueno la panacea,paracontrolarlapresenciade estepatógenoenlos alimentos(Baird-Parker
y Mayes,1991). Resultadosexperimentales(Gould, 1996; McMulleny Stiles, 1996; Muriana,
1996) sugierenqueestaestrategiapodríacomplementarsecon el empleode bacteriaslácticas
bacteriocinogénicasy/o sus bacteriocinas,lo quepermitiría,a su vez, reducir los nivelesde
aditivosutilizadosy suavizarlos tratamientosfísicosde los alimentos.Enestecontexto,resulta
muy interesantedestacarque las concentracionesmediasde enterocinaP y de enterocinaA
requeridaspara inhibir el crecimientode Ls. monocyrogenesen un 50% fueronde tan solo50
ng/mí, aproximadamente,lo que representaun valor 4 vecesinferior al obtenidopara la
enterocinaB. La marcadaactividadantimicrobianafrentea especiesdel géneroLisreria, en
general,y Ls. monocyrogenes,en particular,esuna de lascaracterísticasrepresentativasde las
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bacteriocinasdel tipo pediocinacomola pediocinaAcH/PA- 1,producidapor diversascepasde
P. ackijlactici (BhuniaeraL, 1987; 1988; Hendersone>’ ci., 1992; Nieto-Lozanoer aL, 1992;
Schvede>’ aL, 1993; Cintas, 1995) y por Lb. p)anrarum WHE92 (Ennahare>’ al., 1996); la
enterocinaA (Aymerich, 1996),producidapor EnterococcusfaeciumCTC492;la leucocinaA-
UALíS7 (Hastingy Stiles, 1991)y la mesentericinaYl05(Héchardej al., 1992),producidas
por Leuconosrocspp., y, por último, la sakacinaAlcurvacinaA (Schillingery Lticke, 1989;
TichaczekeraL, 1992;Holck eral., 1992)y la sakacinaP/sakacinaál4/bavaricinaA(Tichaczek
e>’ ci., 1992;Larseny N0rrung, 1993; Holck e>’ ci., 1994a),producidaspor Lacrobacillusspp.
Por otraparte,convienedestacarquela enterocinaP y la enterocinaA no inhibenel desarrollode
lascepasde L. kicds de origenlácteo(L. lacris CNRZ148,L. lacris CNRZ15Oy L. cremoris
CNRZÍ 17). En estecontexto,recientementesehadescritola resistenciade los lactococosaotras
bacteriocinasdeltipo pediocinacomolapediocinaPA-1 (CintaseraL, 1998a),la sakacinaA,la
sakacinaP y la enterocinaA (AymericheraL, 1996),por lo que sepuedesugerirqueestehecho
constituyeotra característicatípicadel grupo.Laineficaciade las bacteriocinasdel tipo pediocina
frentea los lactococospodríadebersea queéstoscarecende los receptoresespecíficos;no
obstante,estahipótesises poco probableya queChen er al. (1997)han demostradoque la
actividadantimicrobianade la pediocinaPA-l (la bacteriocinamodelodel grupo) no requierela
presenciade un receptorproteicoespecifico.Otra posibilidades que la resistenciade los
lactococosseadebidaacaracterísticasintrínsecasde su membranacitoplasmática(ej. fluidezy
composicióny tipo de los fosfolípidos).En estecontexto,esinteresantemencionarqueL. laciis

BB24 es la única de las 4 cepasde L. ladis analizadasque fue inhibidapor la enterocinaP
purificadaa homogeneidad,siendoademásla únicade origencárnico,lo quepermiteconsiderar
que su adaptacióna estossustratosha modificadola composiciónde su membranacon el
resultadodesumayorsensibilizaciónaestabacteriocina.

Desdeun puntode vistaaplicadoesinteresantequela enterocinaP y las enterocinasA y B
no inhibanaM. varians, ya queestaespecieseempleahabitualmentecomocultivoiniciadoren la
elaboraciónde embutidoscrudos curadosporque sus actividadesenzimáticasinfluyen
favorablementeen la calidadhigiénicay en las característicasorganolépticasde estetipo de
productos(sección11.1.3.). Finalmente,el amplio espectrode acción de estasbacteriocinas
frente a microorganismosalterantesy patógenosasociadosfrecuentementea brotes de
toxiinfeccionesalimentarias,especialmenteLs. monocyrogenes, así como las pequeñas
concentracionesrequeridasen la mayoríade los casosparasu inhibición, las convierteen
candidatospotencialesparaserempleadoscomobioconservantesen la industriaalimentaria,en
combinacióncon el seguimientodel sistemaARICPC y de las BPF y formandopartede un
sistemade barrerasmúltiples.

V.2.6. Estudio comparativode la secuenciaaminoacídicade la enterocinaP,

enterocinaB, enterocinaA y otras bacteriocinasde ¡a claseII

La comparaciónde lassecuenciasaminoacídicasparcialesobtenidasmediantedegradaciónde
Edmande lasenterocinasP, B y A purificadasa homogeneidadconlasdeducidasapartir de las
secuenciasnucleotídicasdesuscorrespondientesgenesestructuralespermitió la determinaciónde
sus secuenciasaminoacídicascompletas(Figura4.13; secciónIV. 10.4; Figura4.28; sección
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IV. 12.3 y sección1V.12.6). La enterocinaP y la enterocinaB, producidasrespectivamentepor
las cepasE. faeciumP13 y E. faeciumT136 aisladasde embutidoscrudoscuradosen este
trabajo,son dos nuevasbacteriocinas,mientrasque la segundaenterocinaproducidapor E.
faeciumTl36resultóseridénticaa laenterocinaAproducidaporE. faecíumCECT492de origen
cárnico,caracterizadapreviamenteanivel bioquímicoy genéticopor Aymeriche>’ aL (1996).

La enterocinaP, la enterocinaA y la enterocinaB carecende aminoácidosmodificados
posttraduccionalmente,lo que las diferenciade los lantibióticos(SahíeraL, 1995;Nes y Tagg,
1996) y permitesuinclusiónen la claseII de lasbacteño~inas(sección11.3.3). La enterocinaP
de E. faeciumP13 y la enterocinaA de E. faeciumT136 contienenen su extremoN-terminal la
secuenciaconsensoYGNGV característicade lasbacteriocinasde la claseII del tipo pediocina
(Nieto-Lozanoer aL, 1992; Neset aL, 1996) (sección11.3.3), entrelas quetambiénseincluyen
lapediocinaPA-1/AcH(BhuniaeraL,1987; 1988;Motlagherat,1992;Hendersoneta)., 1992;
NietoLozanoerci., 1992;Maruggeral., 1992;Cintas,1995),la leucocinaA-UAL187(Hasting
y Stiles, 1991), la mesentericinaY1OS (Hécharderal., 1992), la sakacinaA/curvacinaA (Holck
att, 1992; Tichaczekerci., 1992; Axelssoneral., 1993; Tichaczeke>’ d.,1993),la sakacina
P/674/bavaricinaA(TichaczekeraL,1992;Larseneral., 1993;Holckeral., 1994a;Tichaczeker
al., 1994), laacidocinaA (KanatanieraL. 1995), labavaricinaMN(Kaisery Montville, 1996),
las carnobacteriocinasBMly B2 (QuadrieraL, 1994), las piscicocinasVía y Vlb, estaúltima
idénticaa lacamobacteriocinaBMl (Bhugaloo-Vialeral., 1996), lapiscicolina126 (Jackeral.,
1996),la bacteriocina31 (lomitaeraL, 1996)y la enterocinaCRL35 (Faríaseral., 1996).

La comparaciónde la secuenciaaniinoacidicadela enterocinaP y la enterocinaA conla de
lasbacteriocinasdel tipopediocinamejorcaracterizadashastael momentosemuestraen la Figura
5.1A. Las mayoreshomologíasde la enterocinaP de E. faeciumP13, expresadascomo
porcentajesde residuosamínoacídicosidénticos,seobtuvieroncon la sakacinaA/curvacinaA
(80,5% de identidad)de Lb. sake Lb706 (Holck er al., 1992) y Lb. curvarus LIHí 174
(TichaczekeraL, 1992) y con la carnobacteriocinaBMl(74,5%deidentidad)de Cb. piscicola

LVI7B (QuadríetaL, 1994). Las homologíasobtenidascon las otrasenterocinasdel grupo, la
enterocinaA de E. faeciuntT136 y E. faecium CECT492 (Aymericher al., 1996) y la
bacteriocina31 de E. faecalis Y117 (lomita e>’ aL, 1996), fueron del 45,5 y 44,2%,
respectivamente.Asimismo, la enterocinaP tambiénmostróunahomologíamuy significativa
con lasrestantesbacteriocinasdeltipo pediocina: leucocinaA-UAL187(48,7%) de Lc. gelidum
A-UAL 187 (Hastingser aL, 1991); sakacinaP/bavaricinaA(41,9%) de Lb. sake LTH673
(Tichaczeke>’ aL, 1992) y Lb. bavaricusM1401 (Larsenel aL, 1993);mesentericinaY105
(40,5%)de Lc. mesenreroidesY105 (HécharderaL, 1992);carnobacteriocinaB2(38,6%) de
Cb. piscicolaLVl7 (QuadrieraL, 1994)y pediocinaPA-l/AcH(36,4%)de P. aciciilacrici PAC-
1.0 (Hendersone>’ aL, 1992). Estasobservacionesdemuestranque no existeunacorrelación
entrela homologíaenla estructuraprimariade las bacteriocinasdeltipo pediocinay lasrelaciones
filogenéticasde las bacteriaslácticasproductoras.Lahomologíaentreestasbacteriocinasdeltipo
pediocinaestámásacentuadaensusextremosN-terminales(Figura 5.1A), comoya se había
observadoparaotrasbacteriocinasdelgrupo (Nieto-LozanoeraL, 1992; Quadri e>’ aL, 1994;
Aymeriche>’ aL, 1996; Bhugaloo-VialeraL, 1996).La mayoríade ellaspresentanla secuencia
consensoYGNGV entre las posiciones3/5-7/9,si bien, en la enterocinaA se encuentra
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Y. Discusión

ligeramentedesplazadahaciala regiónC-terminal,entrelas posiciones8 y 12. Asimismo,se
observaque otrasposicionesde la moléculaestántambiénmuy conservadasen este grupo, lo
quepermiteampliarla secuenciaconsensoa “xIYGNGVx2Cx3KINx4x5Cx6V N/Dx7x8x9A”;
dondexl representatirosinao residuospolaressin carga;x2, representatirosina o residuos
polaresneutroso con cagapositiva; x3 representaresiduospolaresneutroso glicina; x4
representaun residuopolar; x5 representaresiduospolarescon caga positiva, glicina o
residuospolaresneutros;xó un residuo polar neutroo aromático(triptófano); x7 representa
triptófanoo un residuopolarcon cargapositiva;xS representaglicinao residuospequeñosno
aromáticosy sin cargay x9 representaresiduospolaresconcargao neutros.Estaampliaciónde
la secuenciaconsensode lasbacteriocinasdel tipo pediocinaconcuerda,en líneasgenerales,con
la propuestapor Quadri e>’ aL (1994)y Bhugaloo-VialeraL (1996). No obstante,se observan
algunasdiferenciassignificativasdebidasaqueen nuestroalineamientoseincluyerontambiénla
enterocinaP, la enterocinaA y la bacteriocina31. Así, porejemplo,estosautoresconsideranque
lasposicionesxS y x9 han de estarocupadaspor glicina y por un residuopolarneutroo con
cargapositiva, respectivamente,mientrasquenuestrosresultadosindicanqueen la posiciónxS
essuficienteconque el aminoácidoseapequeño,no aromáticoy sin carga,asícomo, quees
posibleencontarcualquierresiduopolar, tantocon cargapositivao negativacomoneutro,en la
posiciónx9.

En lo querespectaa la regiónC-terminal,marcadamentemáshidrófobaquela N-terminal,
las bacteriocinasdel tipo pediocinamuestranuna mayorvariabilidad;no obstante,se puede
observarla presenciade algunasposicionesconservadas.Así, por ejemplo,considerandolas
posicionesapartirde la alaninaen posición20 de la secuenciaconsensoseobservaque: (i) las
posiciones4 , 9 y 13 estánocupadaspor aminoácidosapolaresalifáticos (isoleucina.leucina,
valina o alanina); (u) la posición 12 contieneresiduosapolaresaromáticos(triptófanoo
fenilalanina)o alifáticos(leucina)y (iii) la posición15 posee,en la mayoríade los casos,un
residuode glicina(Figura 5. lA). Asimismo,la mayoríade las bacteriocinasdel tipo pediocina
analizada~en estetrabajopresentanresiduoscargadospositivamenteenel extremode suregión
C-terminal.

La enterocinaB de E. faeciumT136 no contieneen su moléculala secuenciaconsenso
característicadel extremoN-terminalde las bacteriocinasde la claseII del tipo pediocinay,
asimismo,no muestrahomologíasignificativa en su estructuraprimariacon ningunade las
bacteriocinasdescritashastala fecha,aexcepcióndela carnobacteriocinaAfpísdiolina61 de Cb.

piscícolaLVl7A(Worobo eraL, 1994) y Cb. piscícolaLV6l (Holck e>’ aL, 1994b), conla que
comparteun 47% de residuosaminoacídicosidénticos.Este hechoconstituyela primera
evidenciade unahomologíatansignificativaentrebacteriocinasdela claseII queno pertenecen
al grupo del tipo pediocina.En la Figura5.IB se comparala secuenciaaminoacídicade la
enterocinaB conla de la camobacteriocinaA/piscicolina61 y seobservaque, a diferenciade lo
descritoparalasbacteriocinasdeltipo pediocina,la homologíaentreambasbacteriocinasesmás
pronunciadaen suregiónC-terminal.Enla porcióncentraldeestaregiónseobservala secuencia
A/GWA/LAG (Figura5. lB). Estasecuenciase identificótambiénen las regionesC-tcrminales
de las bacteriocinasdel tipo pediocina(Figura 5. lA), cuandose compararonsus secuencias
aminoacídicascon la de la enterocinaB y carnobacteriocinaA/piscicolina 61 (resultadosno
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Y. Discusión

mostrados)(Casauset aL, 1997). Estaobservación,considerandoademáslas conclusiones
mencionadasanteriormenterespectoa los residuosconservadosen las regionesC-terminalesde
las bacteriocinasdel tipo pediocina(ver párrafoanterior),permitesugerirla secuenciaconsenso
G/xlWAx2G, comúna todasellas(exceptola leucocinaA-UALI87 y la mesentericinaY105);
dondexl representaresiduospolaresneutroso alanina,W representaun residuo aromático
(triptófanoo, en doscasos,fenilalanina)y x2 representaresiduospolaresneutroso glicina. La
leucocinaA-UAL 187 y lamesentericinaY 105 son las únicasquepresentanun residuocargado
en la posiciónxl (arginina)y queno contienenun residuo aromáticoen la posiciónW. Es
interesantedestacarquela enterocinaB y la pediocinaPA-1 (identidadde únicamenteel 18%)
son las únicasque presentanun residuoapolar(alanina)en la posiciónxl de estasecuencia
consensoy que, sorprendentemente,ambasbacteriocinasmuestranunaidentidaddel 42% enlos
16 últimos residuosde sus extremosC-terminales.Al igual que las bacteriocinasdel tipo
pediocinaanalizadasen estetrabajo, la enterocinaB y lacarnobacteriocinaA presentanresiduos
cargadospositivamenteen el extremode suregión C-terminal,lo quetambiénseha observado
paraotrasbacteriocinasdela claseII no del tipo pediocina(ej. lactococcinaA) y sistemasde dos
péptidos(ej. lactococcinaM y lactacinaF), asícomo para bacteriocinasde la clase1 o
lantibióticos(nisina,lactocina5 y lacticina 481)(FremauxeraL, 1993).

V.2.7. Estudio comparativode los parámetrosfisico-quimicos de la enterocina

P, enterocinaB, enterocinaA y otras bacteriocinasde la clase II

Los principalesparámetrosffsico-químicosde la enterocinaP, enterocinaB, enterocinaA y
otrasbacteriocinascaracterizadasde la claseII semuestranen lasTablasV. 1 y V.2. El tamaño
molecularteórico de la enterocinaP esde 4.630 Da y el de las otrasbacteriocinasdel tipo
pediocinaoscilaentre3.870 Da(mesentericinaY105)y 5.009 Da (bacteriocina31); asimismo,la
mayoríade ellas contienen41-44 aminoácidos,si bien, la leucocinaA-UALl87 y la
mesentericinaY105 contienenúnicamente37 residuosaminoacídicosy la enterocinaA y la
carnobacteriocinaB2presentan47 y 48 aminoácidos,respectivamente(TablaV.l). El tamaño
molecularteórico de la enterocinaB y la carnobacteriocinaA es de 5.465 y 5.053 Da,
respectivamente(TablaV.2). LaenterocinaB y lasbacteriocinasno del tipo pediocinaanalizadas
en estetrabajopresentanun tamaflomolecularteóricoy un númerode aminoácidossuperioren
un 17 y un 22%, respectivamente,al de las bacteriocinasdeltipo pediocina.

En lo que respectaa su composiciónaminoacídica,la enterocinaP y la enterocinaA
presentanensu moléculaal menosdos residuosdelaminoácidoazufradocisteina(separadospor
cuatroaminoácidos),al igual quetodaslasbacteriocinasdel tipo pediocina(TablaV.4; sección
V.3.3), lo quepermitesudenominacióncomocistibióticos(JackeraL,1995).LaenterocinaP,al
igual quela mayoríade las bacteriocinasdelgrupo, presentaúnicamentedosresiduosdecisteina
en suextremoN-terminal; porel contrario, la enterocinaA y la pediocinaPA-1/AcH presentan
ademásotros dos residuosde esteaminoácidoen su extremoC-terminal,separadospor una
distanciade 17-19 aminoácidos.La enterocinaB, la carnobacteriocinaAy la divergicinaA
tambiénpresentanen su moléculados residuosde cisteinapor lo que se puedenconsiderar
cistibióticos;sin embargo,a diferenciade lo observadoen las bacteriocinasdel tipo pediocina,
uno de los residuosseencuentraen lamitadde la moléculay el otroenel extremodela regiónC-
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Y. Discusión

terminal,separadospor unadistanciade 28-31 aminoácidos(TablaV.4). Otrasbacteriocinasde
la claseII no deltipo pediocinapresentanun solo residuodecisteinaenla mitadde sumolécula
(lactococcinaB)o carecendeesteaminoácido(lactococcinaAy acidocinaR).En lo querespecta
alos sistemasde dospéptidosdela claseII, algunospresentandosresiduosde cisteina,comola
termofilinal3 (MarciseteraL, 1997) y lalactacinaF(Allison eraL, 1994), y otros, comola
lactococcinaG y la lactococcinaM, carecendeesteaminoácido(TablaV.4).

La enterocinaP, la enterocinaB y la enterocinaA poseen,al igual que las demás
bacteriocinasde las bacteriaslácticas,un elevadoporcentajede residuosdel aminoácidoglicina
(18, 19 y 15%, respectivamente)(TablasV.l y V.2). En términosgenerales,en las bacteriocinas
de la claseII el 17% de la moléculacorrespondea residuosde glicina, destacandola pediocina
PA- 1 y la divergicinaA por presentarvaloresextremos(9 y 31%, respectivamente).Por otra
parte,la enterocinaP carecede residuosdelaminoácidoprolinay la enterocinaA y la enterocina
B presentanun 2 y un 7%, respectivamente.La mayoríade lasbacteriocinasdel tipo pediocina
analizadasen estetrabajocarecende prolinao la presentanen porcentajesmuy bajos(2-4,5%),
mientrasquelasbacteriocinasno del tipo pediocinacasisiemprepresentanesteaminoácido,en
concentracionesentreel 2 y 7,5%. Es interesantedestacarquetodaslasbacteriocinasanalizadas
enestetrabajocontienenaminoácidosaromáticos,principalmentetriptófanoy, aunqueenmenor
medida,tirosina.

Comosededucedelos datosdelas TablasV.l y V2, la enterocinaA,la enterocinaP y la
enterocinaB poseenun 36, 41 y 45% deaminoácidosapolaresen su molécula,respectivamente.
El porcentajemedio de residuosapolaresen las bacteriocinasde la claseII analizadasen este
trabajoesdel 42%, siendoel valorinferior un 35%, en el casode laleucocinaA-UALl87, y el
máximoun 63%,en elcasodela acidocinaB. En lo que respectaa los aminoácidospolares,en
términosgeneralesseobservaquelos porcentajesobservadosen las bacteriocinasde la claseII
deltipopediocinasonligeramentesuperioresalos de lasbacteriocinasno del tipopediocina.Los
aminoácidospolaresmásabundantesen ambosgruposson los residuosneutrosy básicos
(principalmentelisina), a excepciónde la acidocinaB, lo que les confierecaráctercatiónico
(carganetaa pH 7,0 entre1 y 4). El elevadoporcentajede residuosapolares,la presenciade
aminoácidospolaresbásicosy el elevadopI de las enterocinasP, B y A explica su
comportamientodurantesu purificaciónahomogeneidadempleandouna metodologíabasadaen
los principios de las cromatografíasde intercambioiónico e interacciónhidrofóbica(sección
111.2.10.3.1>.El bajo carácrercatiónicode la enterocinaP (carganetaa pH 7,0 dc 1), en
comparaciónconel de lasenterocinasB y A (carganetaa pH 7,0 de 3 y 4, respectivamente),
explicaría,en parte, porqué fue necesarioeliminar la competenciade las sales,mediante
cromatografíade filtraci6n en geles, como pasoprevio a la cromatografíade intercambio
catiónico(secciónIV.9.3).

A partirdela estructuraprimariade laenterocinaP, enterocinaA, enterocinaB y de las otras
bacteriocinasde la claseII analizadasen este trabajo se determinaroninformáticamentesus
indicesGRAVY de hidropaticidad(Kyte y Doolite, 1982), que pusieronde manifiestosu
carácterhidrófobo (Tablasy. 1 y V.2). En términosgenerales,las bacteriocinasno del tipo

pediocinamostraroníndicesGRAVY superioresa los de lasbacteriocinasdel tipo pediocina.No
obstante,laenterocinaP y la enterocinaA presentanvaloresde -1,5 y -0,3. respectivamente,los
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Y. Discusión

cualesson significativamentesuperioresal de la enterocinaB (-3,8) y a los de la práctica
totalidadde las bacteriocinasdel tipo pediocina(entre -1,86 y -6,91). El programaSOAP
predijo,empleandoel métodode prediccióntopológicadeKlein eraL (1985),queno se tratade
proteínasdemembranaintegralessinoperiféricas,aexcepcióndela acidocinaB (índiceGRAVY
de +9,59). Medianteel modelode prediccióntopológicadescritopor EisenbergeraL (1984) se
predijo la existenciade posibleshélicesa transmembrana(PTH), de al menos20 residuos
aminoacídicos,en lasbacteriocinasdel tipo pediocinaenterocinaP, enterocinaA, sakacinaA y
carnobacteriocinaBMl/piscicocinaVlB,en la enterocinaBy en otrasbacteriocinasnodel tipo
pediocina,a excepciónde la lactococcinaB (TablasV.1 y V.2). Losperfileshidropáticosde la
enterocinaP, enterocinaA y enterocinaB ponende manifiestoquesus regionesN-terminales
sonmáshidrófilasquelos extremosC-terminales,en los que selocalizaríanlasposibleshélices
atransmembrana(Figura5. 2).

V.2.8. Relación entre la estructura peptídica de la enterocina P, enterocina 13 y

enterocina A y su actividad biológica

La comparaciónde las secuenciasaminoacidicasde diferentes péptidoso proteínasmediante
procedimientosinformáticos,juntoconel desarrollode modelosde prediccióntopológicaapartir
de su estructuraprimaria,permiteconoceraspectosrelacionadosconsuestructurasecundariay
terciaria,con su función biológicay con sus relacionesevolutivas.En lo querespectaa las
bacteriocinasde las bacteriaslácticases posible evidenciar,o al menosintuir, la relación
estructura-funciónmediantelacomparaciónde sussecuenciasaminoacídicasy susespectrosde
acciónantimicrobiana,comolo demuestrael quetodaslas bacteriocinasde la claseII del tipo
pediocinaejercenunamutadaactividadantimicrobianafrentealasespeciesdel géneroLisreria y
contienenla secuenciaconsensoYGNGV en su extremoN-terminaly un númerovariablede
residuosdel aminoácidosulfuradocisteina(Nieto-Lozanoet aL, 1992; Klaenhammer.1993;
Quadrier aL, 1994; Aymericher aL, 1996; Bhugaloo-Vial er al., 1996) (TablaV.4; sección
V.3.3). No obstante,se han descritoy caracterizadobacteriocinasqueaunqueno muestran
homologíasestructuralesconestegrupo poseenactividadanti-Listeria, como es el caso,entre
otras, de las enterocinasL5OA y LSOB de E. faecium L50 (Cintas er aL, 1998a; 1998b),
bacteriocinasde la claseII no deltipo pediocinacomola curvaticinaFS47de Lb. curvarusFS47
(Garvery Muriana, 1994)y lantibióticoscomola nisina(Hurst, 1981;CintaseraL, 1998a).

El tanufiomolecularteóricode laenterocinaB deducidoa partir dela secuencianucleotídica
de su genestructuralesde 5465 Da (secciónIV.12.3), mientrasque el valor obtenidopor

espectrometríade masasesde 5.479,0±1,2 Da (Figura4.24; secciónIV. 11.5). La diferencia

entreambosvaloresesde 14±1,2, lo quesugiere,teniendoen cuentasusecuenciaaniinoacídica
(Figura 5.LB), la posibilidadde queel átomode azufredel únicoresiduo de metioninadela
molécula(Met6)seencuentreoxidadoasulfóxido y quese establezcaun puentedisulfuroentre
lascisteinasde lasposiciones23 y 52. Otrasbacteriocinasen las quesehadetectadola oxidación
de los residuosde metioninason la camobacteriocinaBMl(QuadrieraL, 1994), la pediocina
PA-1 y la curvacinaA(Fimlanda aL, 1997).FimlanderaL (1997)observaronquela oxidación
deestasbacteijocinas,asícomode los correspondientespéptidossintéticos,tienelugarde forma
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Figura 5.2. Perfil de hidropaticidad y posibles hélices a transmembrana (PTH)
de la enterocina P de E. faecium P13 (A) y de la enterocina A (B) y enterocina B
(C) de E. faecium T136.
El perfil de hidropaticidad de las bacteriocinas se determinó mediante el programa SOAP(Kyte y Deolite, 1982) y las
posibles hélices a txansnsembrana (rectángulos negros) se identificaron mediante el programa HELDCMEN (Eisenberg el
al., 1984). El eje de abscisas representa el udmero de residuo aminoacídico de cada bacteriocina; la línea horizontal
discontinua de ordenada ~5 es la línea divisoria de las regiones aminoacídicas hidrófobas (región superior) e hidrófilas
(región inferior).
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espontáneaduranteel almacenamientoy reducesuactividadantimicrobiana4-10veces.Aunque
no se disponede la masamolecularpor espectrometríade masasde la enterocinaP y de la
enterocinaA, la presenciade dos y cuatroresiduosde cisteínaen la molécula,respectivamente
(Figura5. lA), sugierela posibilidaddeque susgrupossulíhidrilo (-SH) establezcanal oxidarse
1-2 puentesdisulfuro(S.S) queactuaríancomoun enlacecovalentetransversalentredospuntos
de la mismacadenapeptídica.La importanciade estospuentesdisulfuroen la actividadbiológica
de la enterocinaP, enterocinaB y enterocinaA quedódemostradaal observarqueel tratamiento
conel agentereductorditiotritol (DT~) disminuyósu actividadantimicrobianaen un 54, 90 y un
99%, respectivamente(seccionesIV.9.6 y IV. 11.6). ExperimentosrealizadosporFimlanderaL

(1996)conla pediocinaPA-l, sakacinaA,curvacinaAy leucocinaA-UALlS7, asícomocon
los péptidossintéticoscorrespondientes,permitieronsugerirque el establecimientode estos
puentesdisulfuro tiene lugar de forma espontánea.Es interesantedestacarque aunquela
leucocinaA-UAL187contienedos residuosde cisteínaen suextremoN-terminal,al igual que
todaslasbacteriocinasdel tipo pediocina,la reduccióndel puentedisulfurocorrespondienteno
afectaa su actividadantimicrobiana(Hastingset d., 1991), a diferenciade lo observadopara
otrasbacteriocinasdel grupo(FinilanderaL, 1997>y paralas enterocinasP y A.

Lasestructurasconformacionalescaracterísticasde lasproteínasde membranason lalámina
plegada,constituidaporconformaciones13 o enzig-zagantiparalelasunidastransversalmentepor
enlacesde hidrógeno,y la estructuraconsistenteen variashélicesa paralelasqueatraviesanla
membrana.LasenterocinasP, B y A poseensecuenciasaniinoacídicasquepermitenla formación
de pequeñashélicesa transmembranaanfifilicasde 21 aminoácidos(Figura5.2), lo quepermite
sugerirquesetratadeproteínasactivasanivel de membranacuyo mecanismode acciónprimario
esla formaciónde poros o canalesiónicosen las membranascitoplasmáticasde las células
sensibles,comoseha descritoparalas bacteriocinasde las bacteriaslácticas(Ocjiusy Young,
1991; Bruno y Montville, 1993; Abee eral., 1995; Nes er aL, 1996) (sección11.4.3; Figura
5.2).El elevadoporcentajede residuosdeglicinaenlas enterocinasPy Alespermitiríaunagran
flexibilidadconformacional,favorecidapor la asuenciade prolina, en el casodela enterocinaP,
o por la presenciade un únicoresiduoen laenterocinaA. Asimismo,la enterocinaB presentaun
elevadoporcentajede glicinapero, sin embargo,contienecuatroresiduosde prolina, dosen la
región N-terminaly dos en la C-terminal,lo querestringidasu flexibilidadconformacionaly
podríaestarrelacionadoson su actividadbiológica.En estastresbacteriocinaslos residuosde
glicinaconstituyenel 25% de las PTHs, lo que contribuiríasegún Vogel eraL (1993) a la
estabilizaciónde los porosen la membrana.

Recientemente,Chen er aL (1997) han sugeridola existenciade unaestructuraterciaria
consensoparalos primeros 19 aminoácidosdel extremoN-terminalde la pediocinaPA-1, que
estaríaconstituidapor dosconformaciones~3o en zig-zagconectadaspor unahorquillal~ de 4
aminoácidosoriginaday estabilizadapor residuosde cisteina.La conformación13 N-terminalse
plegaríadebido a un giro en la glicina de la secuenciaconsensoYGNGV presente
inmediatamenteantesde lahorquilla. Estahipótesisestáen concordanciaconlas prediccionesde
los métodosbasadosen la estructurasecundariay con los resultadosbioquímicosqueponende
manifiestola formaciónde un puentedisulfuroentrelos residuosconservadosde cisteinade las
posiciones9 y 14 (Jackeral., 1995; FimlanderaL, 1996>.En el extremo de la horquilla 13 se
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localizandos residuosbásicos(Lysll e Hisl2) que le confierencaractercatiónico.La
conformacióndel extremoC-terminalde la pediocinaPA-l es másdificil de predecir;no
obstante,resultadosbioquímicosdemuestranque la actividadbiológica de estabacteriocina
requiereel establecimientode un segundopuentedisulfuroentrelos residuosde cisteinade las
posiciones24 y 44 (Cys24-Cys44)(Chikindas eral., 1993; Fimlanderal., 1996). Estenuevo
puentedisulfuro aproximadalos residuosHis(42), Lys(43) y, posiblemente,K(20), creando
unasegundaregióncatiónica.La presenciade estosdominioscatiónicosen el modelode la
estructuratridimensionalde la pediocinaPA-l concuerdacon el argumentode que las
interaccioneselectrostáticasdesempeñanun papelmuy importanteen el contactoinicial de esta
bacteriocinacon los fosfolípidosaniónicosde vesículaslipídicasde Lisreria spp. Estaunión
resultaríatambiénfavorecidapor las interaccioneshidrofóbicasestablecidasentrelos residuos
Val(7), Cys(9), Cys(14),Val(16) y Trp(18)de la pediocinaPA-ly los gruposapolaresde la
bicapalipidica(Chen er aL 1997).Algunos autoreshan sugeridoqueel extremoconservadoN-
terminal,que contienela secuenciaconsensoYGNGV, estaríatambiénrelacionadocon el
reconocimientode los hipotéticosreceptoresespecíficosde lasbacteriocinasdel tipo pediocina
(Aymerich er aL. 1996; Bhugaloo-Vial er aL, 1996). Las enterocinasP y A compartenestas
pecularidadesestructuralescon la pediocinaPA- 1 por lo que se puede hipotetizarque
interaccionaríancon la membranade una formasimilar, si bien, en el casode la enterocinaP
estaríaausenteel segundodominiocatiónicodebidoa quecarecede cisteinaen su extemoC-
terminal.Por otraparte,el dominioC-terminalde estasbacteriocinasesmásvariableen cuantoa
su estructuraprimaria(Figura 5.lA); no obstante,las prediccionestopológicassugierenuna
homologíaconformacionaldebidaa la presenciade posibleshélicesa transmembrana,de al
menos20 aminoácidos,queserianresponsablesde lainsercióndelas bacteriocinasen el interior
de la bicapalipídicay dela consiguienteformaciónde lasestructurasanfifílicasmultiméricasque
constituyenlos poroso canalesiónicos.En las proteínasde membrana,los residuosbásicosy
aromáticos,principalmenteel triptófano, se localizangeneralmenteen la interfaseentrelas
porcionespolaresy no polaresde la bicapalipídica, reforzandola estabilidadde las hélicesa
transmembrana(Schiffer eraL, 1992), lo que recientementeha permitidosugeriraBhugaloo-
Vial e: aL (1996) la importanciadel triptófanoy de los residuosde lisinapresentesen ambos
extremosde la PTH C-terminalde la piscicocinaVíA de Cb. pisCicola VI. Es interesante
destacarqueen la enterocinaP y en la enterocinaA se encuentranpresentesresiduosde lisina y
triptófanoen el extremoN-terminal de susPTHs, asícomoresiduosaromáticosen su extremo
C-terminaly residuoscatiónicosinmediatamentedespuesde la hélicea transmembrana.En la
enterocinaB los residuoscatiónicosestánmásalejadosde la PTH y el triptófanoúnicamentese
encuentraen el extremoC-terminalde las misma. Fimland er al. (1996) describieron la
importanciadel extremoC-terminalde las bacteriocinasdel tipo pediocinaen su actividad
biológicamediantela construccciónde moléculashíbridas.Enestecontexto,la comparaciónde
la secuenciaaminoacidicade diversasbacteriocinasde la claseII, del tipo pediocinao no,
realizada en nuestro trabajo permite sugerir una posible relación entre la secuenciaconsenso
G/xIWAx2G de sus extremos C-terminales y su actividad antimicrobiana. A este respecto,
convieneresaltarque la leucocinaA-UALI87 presentaargininaen xi y carecedel residuo
aromáticoconservado(triptofano)en posición w y. a diferenciade las otras bacteriocinas,
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presentaun modode acciónbacteriostático(Stiles,1994).
Los modelospredictivosde la conformacióndelasbacteriocinasdeltipo pediocinadescritos

anteriormentesebasanencaracterísticasconservadasdesuestructuraprimariay secundaria,por
lo que a priori se podríanaplicara las enterocinasP y A. La enterocinaB presentaciertas
similitudesestructuralesconestegrupo, no obstante,la ausenciadela secuenciaconsensodel
extremoN-terminal y las diferenciasobservadasen su tamaño molecular, número de
aminoácidos,númeroy posición de los residuosde cisteina,porcentajesde prolina y de
aminoácidospolaresy apolares,indicesGRSAVY y perfilesde hidropaticidadimpideaplicarlelos
modelospredictivosde lasbacteriocinasdel tipo pediocinay hacepensarquesu mecanismode
formacióndeporosesdiferente,comotambiénse ha sugeridoparaotrasbacteriocinas(Jacka
aL, 1995 Marciseter aL, 1997). En cualquiercaso, se requierenestudiosbioquímicosy
estructuralesadicionalesde la enterocinaP, enterocinaA y enterocinaB para elucidarsu
conformacióny sumodo de inserciónen las membranasde las célulassensibles.

V.3. CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DE LA ENTEROCINA P DE E. faecium

FUI Y DE LA ENTEROCINA B DE E. faeciumT136

La mayoríade los protocolosdescritosparael aislamientode ADN plasmídicopermiten
obtenermuy bajosrendimientosde plásmidosde elevadotamaflomolecular,lo queexplicaríalas
dificultadesencontradasinicialmenteenestetrabajoparaaislarel ADN plasmidicode E. faecium

P13y E. faeCiumTl36.Los protocolosdeBirnboimy Doly(1979),O’Suilivan y Kaenhammer
(1993)y Sambrookeral. (1989) no permitieronaislar el ADN de estascepas;no obstante,el
métodode lisis alcalinaparael aislamientode plásmidosde elevadotamañomolecularde
Andersony McKay(1983)(secciónIII.2.1L2) permitióaislare identificarunplásmidodemás
de 60 Kb enE. faeciumP13y E. faeciumTl36(Figura4.9;seccionesIV. 10.2 y IV. 12.1). Este
métodotambiénha sidoempleadoconéxito porMartínez-Buenoeral. (1994) parael aislamiento
de un plásmidode 68 Kb de E. faecalisS-48. Por otra parte,Aymerich(1996) empleóeste
mismo protocoloparael aislamientodel ADN de E. faeclumnCECT492 y obtuvoun perfil
plasmidicoidénticoal de las cepasE. faeciumT136 y E. faecium1>13. En estecontexto,es
interesantedestacarque en nuestrotrabajose ha demostradoque E. faeciumn CECT492
(AymericheraL 1996)contiene,al igual queE. faeciumT136, el genestructuralde laenterocina
B, ademásdelcorrespondienteala enterocinaA (Figura4.30;secciónIV. 12.7). La presenciade
plásmidosdeelevadotamañomolecularencepasdeE. faedumno resultasorprendenteya quese
ha descritopreviamenteen otrasocasiones(Parentey Hill, 1992b; Olasupoeral., 1994;Cintas
eral., 1998b;Aymerich, 1996).

La producciónde enterocinaP y la inmunidadala mismasondosfenotiposmuy establesen
E. faedum1>13, comolo demuestrael hechode queno desaparecieranespontáneamente,ni
despuésde almacenamientosprolongados,ni tras su liofilización o incubacióna elevadas
temperaturas.Por el contrario,sehandescritobacteriocinascomola lactocinaS (Mortvedty
Nes, 1990) y la lactocina27 (Upretiy Hinsdill, 1975)cuyaproduccióndesapareceespontáneay
fácilmenteenlas cepasbacteriocinogénicas.El tratamientode loscultivosde E. faeciumPl3 con
2,5 y 5,0 vg/mlde novobiocinapennitióobtener,respectivamente,un 10 y un 42% de colonias
quehabíanperdidotanto la capacidadde producirenterocinaP comosu inmunidad,lo que
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sugirió que ambos fenotipos se encuentranligados genéticamente,como confirmó
posteriormentela secuenciacióndelADN. Elempleode dosissubletalesde novobiocinaha sido
empleadotambiénpara la obtenciónde mutantesen la produccióny/o inmunidadde la
lactococcina(Guptay Batish,1992), de lasplantaricinasS y T (Jiménez-DineraL, 1993) y de
lasenterocinasL5OA y L5OB (Cintas,1995), entreotras.El tratamientode E. faeciumL50 con
7.5 y 10 íxg/ml de novobiocina.concentracionesletalesparaE. faedum1>13, sólo permitió
obtener,respectivamente,un 9 y un 13% de coloniasquehabíanperdidotanto la capacidadde
producirenterocinasL5OA y L5OB comosu inmunidad(Cintas,1995). Sin embargo,Guptay
Batish(1992)obtuvieronun 72%de mutantesno productoresde lactococcinacuandotrataronL.
lacds 484 con 4 ~ig/mlde novobiocina.Los perfilesplasmídicosde los cuatromutantesde E.

faecium1>13 analizadosresultaronser idénticosalos de la cepaparental(Figura4.9), por lo que
no se pudo elucidarsi los determinantesgenéticosasociadosa la produccione inmunidadde la
enterocinaPestánlocalizadosen el cromosomao en el plásmidode másde 60 Kb. En lo que
respectaa la localizaciónde los determinantesgenéticosde otrasenterocinas,las enterocinas
LSOA y L5OB estáncodificadasen un plásmidode másde 50 Kb de E. faeciumLSO (Cintas,
1995; Cintas e: aL, 1998b), la enterocinaA y su hipotéticaproteínade inmunidadestán
localizadosen el cromosomade E. faeciumCECT492(Aymerich, 1996), la enterocinaOlestá
codificadaposiblementeenun plásmidode21,5 Kb o en uno de 23 Kb y suhipotéticapoteinade
inmunidaden un plásmidooenelcromosomade E. faeciumNA0l (Olasupoerd., 1994)y, por
último, la enterocina226 estácodificadaen un plásmidoconjugativode 5,2 Kb de E. faecalis
226NWC(SalzanoeraL, 1992).

V.3.1. Análisis de la secuencianucleotídicade los genes estructuralesde la

enterocinaP y enterocinaB y del gen de la hipotética proteínade inmunidad de

la enterocinaP

La secuenciaciónde un fragmentode ADN de 955 pb de E. faecium 1>13 y su posterior
análisisinformáticorevelóla presenciade tresORFsconsecutivosde la mismapolaridad,que
correspondenal genestructuralde la enterocina1> (enrP), al gen de su hipotéticaproteínade
inmunidad(enriP) y a un hipotéticogen de funcióndesconocida(or.fX) (Figuras4.12 y 4.14;
secciónIV. 10.4). En las regionesinmediatamenteanterioresa los genesenrP y orfX se
identificarondos secuenciashexaméricasseparadaspor 19 y 18 nucleótidos,respectivamente,
correspondientesa las regiones-10 y -35 de sushipotéticospromotores.La secuencia-lOdel
promotorde enrP (TATAAT) coincidecompletamenteconla secuenciaconsensodefinidapara
lasARN polimerasabacterianas(Rosenbergy Court, 1979; MoraneraL, 1982; HawleyeraL,

1983; GraveseraL, 1986;VanDer VosseneraL, 1987; Koivula eraL, 1991) y difiere de la
obtenidaparaorfX (TATAAA) tinicamenteensuútimonucleótido.Por otraparte,las secuencias
-35 de estospromotoresmuestranuna mayor variabilidad;así, pues, la secuencia-35 del
promotorde enO> (TTATCA) difiereen susdos nucleótidosinternosconla secuenciaconsenso
(TI’GACA) y en éstos y el nucleótidofinal con la secuencia-35 del promotorde orfX

(TrCACT). Estamayorvariabilidaden la región -35 hasido observadatambiénporDiep e: al.
(1996) al compararlos hipotéticospromotoresasociadosa lasbacteriocinasde Lb. plan¿arwn
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Cli, Lb. sa/ceLb706(Axelssony Holck, 1995),Lb. sa/ceLb674(Huhne etal., 1995) y Ob.
piscícolaLVL7A y LV17B (Quadria al., 1994; Woroboe: aL, 1994; Quadrie: aL, 1995b).
Alineamientosrealizadospor Diep a al. (1996> revelaronqueen todos estospromotoreslas
secuencias-10 estabanlocalizadas6-8 paresde basesdelantedel nucleótidocorrespondienteal
inicio de la transcripción.Análisisde transcripción(primerextensionanalyses)permitieron
identificarel desoxinucleótidodGTP comoel punto de inicio de la transcripciónde las
plantaricinasA, EF, JK y N de Lb planrarum Cl 1 (Diep eraL, 1996)y de lascarnobacteriocinas
A, BM1 y B2 de Cb. piscicola LV17 (Saucieret aL, 1997), entreotras. En basea estos
resultadosy a lassimilitudesencontradasconel promotorde enO>esposiblehipotetizarqueel
inicio dela transcripciónde éstecorresponderíaal desoxinucleótidodGTPlocalizado8 paresde
basesdetrásdela región-10 de suhipotéticopromotor(Figura4.12). Desdehacetiempose tiene
constanciade quela mayoríade los reguladoresde la transcripción(proteínasefectoras)seunen
específicamenteal ADN en regionespróximaso incluidasen el promotory potenciano reprimen
la uniónde la ARN polimerasa,regulandopor tanto la iniciación de la transcripción(León y
García,1992).Frecuentemente,estructurascomo las secuenciasrepetidasdirectaseinversasse
hanidentificadocomolugaresde unión de las proteínasreguladorasde la transcripción(Huo er

aL, 1988; Ptashne,1992). Aunque aún no se han realizadoestudiossobre la regulacióndel
promotorde entP, la presenciade algunoselementoscaracterísticosen estaregiónsugierequeel
operón de la enterocinaP está regulado.Así, por ejemplo,se identificarondos juegosde
secuenciasrepetidasdirectas(SRDl y SRD2)y uno desecuenciasrepetidasinversasde 10 pares
de bases(SRI) en la regióndel promotor(Figura4.12). LasSRD1 contienen9 paresde bases
(identidaddel78%)y estánespaciadasporunaregiónde 12 nucleótidosricaenA y T, lo quelas
asemejaalascajasreguladorasconservadasidentificadasporDiep e: aL (1996)en los sistemas
de las las bacteriocinasde Lb. planrarumCl 1, Lb. sa/ceLb706(Axelssony Holck, 1995),Lb.

sa/ceLb674(Huhnee: aL, 1995)y Cb. piscicolaLVl7A y LVl7B (QuadrieraL, 1994; Worobo
e: aL, 1994; Quadri a aL, 1995b). Diep er aL (1996) tambiénidentificaronestascajas
conservadasen los sistemasde regulaciónde dos componentesagr y similaresde Sr. aureusy
Sr. lugdunensis,respectivamente(Janzonet al., 1989; Vandenesche: aL, 1993), lo que les
permitió sugerirqueestossistemaspodríanestarcontroladospor un mecanismode regulación
similar (sección11.4.8). En estecontexto,es interesantedestacarque las proteínashistidina
quinasa(PHQ) y reguladorasde respuesta(RR) (proteínas efectoras)que los constituyen
presentanunaelevadahomologíaen su estructurapeptídicay queestasúltimascontienenun
elevadoporcentajede aminoácidosbásicosen sus extremosC-terminales,queposiblemente
desempeñanun importantepapelen su unión a los grupos fosfato aniónicosdel ADN en la
regiónde lascajasreguladoras(Dieperal., 1996).Asimismo,todosestossistemasmuestranuna
organizacióngenéticasimilar en la que los genescorrespondientesa la PHQ y al RR están
dispuestosen tándemy precedidosporel genquecodificael correspondientefactorde inducción
(pínA, orf4, orfl, cbnS) (Figura2.4; sección11.4.9). LasSRD2 identificadasen la regióndel
promotorde en:!> estánconstituidaspor9 paresde basesidénticasseparadasporuna regiónrica
en A y T de 21 nucleótidos.Esteespaciamientoindicaqueestassecuenciasestañanlocalizadas
en la mismacara de la doblebelice de ADN (separadaspor dos vueltasde hélice>lo que
favoreceríala unión de lasproteínasefectoras(Diep e: al., 1996). La identificaciónde estas
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secuenciasrepetidasdirectase inversasen la región del promotordel gen estructuralde la
enterocina1> constituyela primeraevidenciade la existenciade mecanismosreguladoresde la
transcripciónde los operonesde las bacteriocinassecretadasmediantela Ruta Generalde
Secreción(GSP)o sistemasec-dependiente.

Inmediatamentedetrásdel genestructuralde la enterocina1>, y conla mismapolaridad,se
localizael genquecodificasuhipotéticaproteínade inmunidad(enO!>) (Figuras4.12 y 4.14;
secciónIV. 10.4). La ausenciade un hipotéticopromotoren la región5’ de enriP sugierequesu
expresiónestácontroladapor el promotorde ernP y queambosgenesformanpartedel mismo
operón,lo cualesuna característicageneralizadaen la organizacióngenéticade lasbacteriocinas
delasbacteriaslácticas(Jackerat,1995;Nes eraL, 1996)(sección11.4.9). No obstante,Cintas
er ¿1. (1998b) hancaracterizadoel operónde las enterocinasL5OA y L5OB de E. faecíumLSO y
trassecuenciar3,5 Kb del plásmidode másde 50 Kb (pCIZ1) no detectaronla presenciade
ningúngende inmunidad;asimismo,medianteexperimentosdetranscripción(norrhernanalyses)

demostraronquelos genesestructuralesde ambasbacteriocinasconstituyenunaúnicay pequeña
unidadde transcripciónde 400nucleótidosaproximadamente.

Por otra parte,inmediatamenteantesdel genestructuralde la enterocina1>, y con la misma
polaridad,seencuentraun ORF, orfX, quepodríacodificarun péptidode funcióndesconcidade
65 aminoácidos,catiónico,de elevadopI e hidrófobo(Figuras4.12y 4.14, TablaIV.16; sección
IV.l0.4). Labacteriocina31 deE. faecalisYíl7(TomitaeraL, 1996)es, junto conlaenterocina
1>, la únicabacteriocinadel tipo pediocinaquese secretamedianteel sistemasec-dependiente
descritahastala fechay presentaunaorganizacióngenéticasimilar. Estosautoressecuenciaron
un fragmentode 1,5 Kb delplásmidopYIl7 (57,5 Kb) de E. faecalisY117 e identificaronel gen
estructuralde la bacteriocina(bacA) seguidodel gen de su hipotéticaproteínade inmunidad
(bacfi) y de un ORF,orf3, quecodificaunaproteínade 90 aminoácidosdefuncióndesconocida,
detrásdel cualse localizaunhipotéticoterminadorrizo-independientede la transcripción.Los
análisisdetranscripciónrealizadosporestosautorespermitieroncomprobarqueestostresORFs
constituyenuna única unidadde transcripcióncuyo promotorse encuentrainmediatamente
delantede bacA.

En lo querespectaa laorganizacióngenéticade la enterocinaB, el análisisinformáticode la
secuencianucleotídicade un fragmentode ADN de 352 pb de E. faeciumT136 reveló la
presenciade un solo ORF,correspondienteal genestructuralde la bacteriocina(enrB) (Figura
4.27; secciónIV.12.3). En la regiónnucleotídicalocalizadadelantede enrB seidentificaron dos
secuenciasqueposiblementecorrespondena las regiones-10 (TATAGA) y -35 (ITCAGA) del
promotorde su transcripción.Estassecuenciasdifierenen dos nucleótidosde la secuencia
consenso;no obstante,estánseparadaspor una distanciaóptimade 16 pb y un nucleótido
delantede la secuencia-10 selocalizala parejaTO, queha sido identificadaen otrospromotores
de bacteriocinasde bacteriaslácticascomola sakacinaA de Lb. sa/ce Lb706(Axelssony Holck,
1995)y lascarnobacteriocinasA, BMl y B2 de Cb. piscicola LVl7A y LVl7B (QuadrieraL,

1994;Woroboer aL, 1994;Quadrie: aL, 1995b). En la regióndel hipotéticopromotorno se
identificaroncajasreguladorasde la transcripciónsimilaresa lasdescritasinicialmentepor Diep
eral. (1996) pero, sin embargo,selocalizarondossecuenciasrepetidasdirectasperfectasde 10
pb, unadeellaslocalizadaenlascercaníasdelpromotory la otraaunas200pb en la direcciónde
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la transcripción,dentrode la secuenciadel genestructuralde la enterocinaB, quepodríanestar
involucradasenla regulacióndesuexpresión.Inmediatamentedespuésdeen:B seidentificóuna
regiónpalindrémicaseguidade unacolade timinasquepodríaformarunaestructuraen horquilla
establey actuarcomoun terminadorrizo-independientede la transcripcióndel genestructuralde
la enterocinaB (Platt, 1986; León y García,1992). Woroboe: aL (1994) secuenciaronun
fragmentode2,4 Kb del plásmidopCP49(49 MDa) de Cb. piscicolaLVl7A e identificaronun
solo ORF, cbnA, correspondienteal gen estructuralde la carnobacteriocinaA, la única
bacteriocinadescritaquepresentahomologíasignificativaconla enterocinaB. A continuaciónde
cbnA se identificó una región palindrómicaque podríaactuarcomo un terminadorrizo-
independientede su transcripción.Por lo tanto,la organizacióngenéticade la carnobacteriocina
A, y probablementede la enterocinaB, es diferentea la de la prácticatotalidad de las
bacteriocinasde la claseII descritashastala fechaya queel gen quecodificala proteínade
inmunidadno selocalizainmediatamentedebajodelgenestructuralde la bacteriocina.

V.3.2. Estudio comparativode la secuenciaandnoacídicay de los parámetros

físico-químicosde la hipotética proteínade inmunidad de la enterocinaP y de

las de otras bacteriocinasde la clase II

El principalmecanismoresponsablede la inmunidadde lasbacteriaslácticasa suspropias
bacteriocinasesla síntesisde unaproteínaespecíficaquecarecedeextensiónN-terminaly quese
asociaa la membranaimpidiendoquelasbacteriocinasejerzansu efectotóxico sobrela células
productoras(Nes er cl., 1996) (sección11.4.5). Hastala fecha, las únicasproteínasde
inmunidadpurificadassonlasasociadasala lactococcinaA (LCIA) (Nissen-Meyere:aL, 1993b)
y alacarnobacteriocinaB2 (CBI B2) (QuadrieraL, 1995a),queestánconstituidaspor98 y 111
aminoácidos,respectivamente,soncatiónicas(carganetaapH 7,0 de 3), de elevadopI (9,3 y
9,9) (Tabla V.3), contienenvarios dominios hidrófobosy no presentanmodificaciones
posttraduccionales.No obstante,sehandescritonumerosashipotéticasproteínasdeinmunidada
partirde la secuencianucleotídicadelosoperonesde lasbacteriocinasdelasbacteriaslácticasen
basea similitudesestructuralesconotrasdescritaspreviamente(Jaclc e:al., 1995; Nes eraL,

1996). En estecontexto,el análisisinformáticode la secuenciaaminoacídicadeducidadel ORF
localizadoinmediatamentedebajodelgenestructuraldela enterocinaP deE. faeciumPl3 reveló
quesetratabade unahipotéticaproteínadeinmunidad(ENTI 1>). ENTI P muestraunaidentidad
(porcentajede residuosidénticos)conlashipotéticasproteínasde inmunidadde la bacteriocina
31 deE. faecalisYll7(BACI 31) (Tomitae:aL, 1996), sakacinaA deLb. sakeLb706 (SAKI
A) (Axelssony Holck, 1995) y carnobacteriocinaBM1 de Cb. piscícola LVl7B (CBI BMl)
(Quadrie: aL, 1995b; 1997b)del 52, 47 y 44%, respectivamente.Comose observaen la
Figura5.3 la homologíaentrelas hipotéticasproteínasde inmunidades mayoren su extremoC-
terminal;asf, pues,el 53-54% de los últimos 41/42 residuosaminoacidicosson idénticoso
similaresen lascuatroproteínas.El mayorgradode conservaciónde la región C-terminalfue
descritoinicialmentepor AymericheraL (1996)cuandocompararonla secuenciaaminoacidicade
la hipotéticaproteínade inmunidadde la enterocinaA (ENTI A) de E. faeciumCECT492conla
de la leucocinaA-UALlS7 de Lc. gelidumA-UALl87 (Hastingse: aL, 1992). Aymerich eraL
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Y. Discusión

(1996) observaronque la hipotéticaproteínade inmunidadde la enterocinaA mostrabauna
identidadcon la de la leucocinaA-UAL-187 del 44 % peroque, sin embargo,no mostraba
homologíasignificativaconla correspondientea la pediocinaPA-l, a pesarde que éstaes la
bacteriocinaquemuestramayorhomologíacon la enterocinaA (56% frentea un 46% con la
leucocinaA-UA.L187>. Resultadossimilaresse han obtenidoen estetrabajoa] compararJa
hipotéticaproteínade inmunidadde la enterocinaP conlascorrespondientesa la enterocinaA y a
laleucocinaA-UALl87, ya quemuestranunaidentidadde sóloun 8 y un 4%, respectivamente,
a pesar de queestasbacteriocinasdel tipo pediocinapresentanuna elevadaidentidadcon
laenterocinaP(49 y 45%, respectivamente).Por elcontrario,la hipotéticaproteínadeinmunidad
de laenterocinaE> muestraunaidentidadmáximadel52%con lacorrespondienteala bacteriocina
31, quetambiénes una bacteriocinadel tipo pediocinasecretadaa través del sistemasec-
dependientey cuyaidentidadcon la enterocinaP esdel 44%. La identidadde las hipotéticas
proteínasde inmunidadde la sakacinaA y de la camobacteriocinaBM 1 conla correspondientea
la enterocinaE> es ligeramenteinferior (47 y 44%, respectivamente),a pesarde que estas
bacteriocinasdel tipo pediocinason las quepresentanunamayoridentidadconla enterocinaP
(80 y 74%,respectivamente).Deestosresultadossepuedededucirqueel gradode homologíade
dos bacteriocinasno estásiempredirectamenterelacionadoconla similitud de sus proteínasde
inmunidadcorrespondientes,pero que, por el contrario, las proteínasde inmunidadque
presentanunagran homologíacorrespondensiemprea bacteriocinassimilares(identidaddel 40-
50% ó superior).Asimismo, la identidadentrelas hipotéticasproteínasde inmunidadde las
bacteriocinasdel tipo pediocinaenterocinaE>, bacteriocina31, sakacinaA y carnobacteriocina
BMl permitesugerirquepodríanprotegera los microorganismosproductoresdel efectotóxico
de las cuatrobacteriocinas.

A partede sus homologíasestructurales,las hipotéticasproteínasde inmunidadde las
bacteriocinasdel tipo pediocinaenterocinaE>, bacteriocina31, sakacinaA y carnobacteriocina
BMI poseenparánetrosfísico-químicossimilares(TablaV3). Todasellascontienenun mayor
númerode aminoácidos(entre88 y 111)quelas bacteriocinascorrespondientes,son catiónicas
(carganetaapH 7,0entre1 y 6), deelevadopI (entre9,2 y 10,1) y sonrelativamentehidrófobas
(índicesGRAVY entre-2,56 y -3,56). Asimismo,a diferenciade las bacteriocinasde lasque
protejen,estasproteínasposeenun bajoporcentajede glicina(entreun 1 y un 5%) y carecendel
aminoácidoazufradocisteinao contienenun solo residuo.Por último, los análisisinformáticos
de estasproteínasde inmunidadpredicenqueno se tratade proteínasde membranaintegrales
sino periféricas,cuya interaccióncon la membranaresultaríafavorecidapor los diversos
dominioshidrófobosquecontienen(Figura5.4).

V.3.3. Relaciónentrela extensión N-term¡nal de la enterocinaP y enterocinaB

y su procesamientoy transporte

La prácticatotalidadde las bacteriocinasde las bacteriaslácticasse sintetizanen los
ribosomascomo preprobacteriocinasque contienenextensionesN-terminalesde 18-32
aminoácidos(secuencialíder del tipo dobleglicina o peptidoseñal)quedefinensu sistemade
procesamientoy transpone(TablaV.4). Estasextensionesdirijenalaspreprobacteriocinashacia
la membranacitoplasmáticay facilitan su interaccióncon lasproteínastransportadorasy/o con
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Y. Discusión

los enzimasresponsablesde sus modificacionesposttraduccionalesy protegen al
microorganismoproductor,ya quemantieneninactivasbiológicamentea lasbacteriocinasen el
interiorcelular(Klaenhammer,1993; Jackel aL, 1995 Sahíel aL, 1995; Nes el aL, 1996). La
única excepcióndescritahastala fechaes el sistemade las enterocinasL5OA y L5OB de E.

faeCiumL50, ya queestasbacteriocinasse sintetizanribosomalmentecomopéptidosactivossin
extensiónN-terminal (Cintasel al.. 1998b).La comparaciónde las secuenciasaminoacídicas
parcialesobtenidasmediantedegradaciónde Edmande las enterocinasB y A purificadasa
homogeneidadconlasdeducidasa partir de las secuenciasnucleotídicasde suscorrespondientes
genesestructuralespuso de manifiestoque estasbacteriocinasse sintetizanen forma de
precursoreso prepropéptidoscuyopuntode procesamientosesitúainmediatamentedetrásdelos
dos residuosconsecutivosde glicinade suscorrespondientesextensionesN-terminales(Figura
4.28; seccionesIV.12.3 y IV.12.6). La enterocinaB se sintetizacomo un precursoro
prepropéptidode 71 aminoácidos(7.482Da). En estetrabajoúnicamentesesecuenciaronlos
cincoprimerosresiduosdelextremoC-terminalde la extensiónN-terminalde la enterocinaA de
E. faeciumT136(Figura4.29; secciónIV. 12.6) queresultaronseridénticosalos obtenidospor
AymerichetaL (1996)parala enterocinaAde E. faeciumCECT492.Esteresultado,unidoa la
identidadde ambasbacteriocinasindicaque la enterocinaAse sintetizacomoun precursoro
prepropéptidode 65 aminoácidos(&906 Da) (Aymerich, 1996;Aymerich etat, 1996).

La extensiónN-terminalde la enterocinaB es menoshidrófobaque la correspondientea la
enterocinaA (IndicesGRAVY de -5,9 y +0,7, respectivamente),si bien ambassonpéptidosde
membranaperiféricospequeños(18 aminoácidos,2.034-2073Da), catiónicos(carganetaa pH
7,0 de 1 y 2, respectivamente)y deelevadopI (9,7 y 10,2) (TablaIV.22;secciónIV. 12.4). Las
extensionesN-terminalesde las enterocinasB y A cumplenlos criterios establecidospor
Fremauxel al. (1993)y Havarsteinel al. (1994) paralas secuenciaslíderdel tipo dobleglicina
(sección11.4.6), lo quesugierequeestasbacteriocinassesecretana travésde un sistemade
secreciónindependientede un péptidoseñal o sistemasec-independienteen el que el
reconocimIento,procesamiento,translocacióny transportede las bacteriocinasse llevaa cabo
por transportadoresABC específicosy sus proteínasaccesorias(Havarsteinel al., 1995a)
(Figura2.2; sección11.4.7). Estetipo desecuenciaslíderenlasquelos residuosconservadosde
glicinade susextremosC-terminalesconstituyenel puntode reconocimientoy procesamientose
haidentificadoen la prácticatotalidaddelasbacteriocinasdela claseII y en algunoslantibióticos
(Havarsteinel aL, 1994; 1995a;Nes el aL, 1996). Havarsteiner al. (1994) propusieronla
siguentesecuenciaconsensoparalas secuenciaslíderdeltipodobleglicina: X*(~ 1 5)XaaXaaX*(~
12)X**Q 1 ~ 1); donde,Xaarepresen
ta aminoácidosno conservados,X”< representaresiduosaminoacídicoshidrófobosy X””~’
representaresiduosaminoacídicospolares.La secuencialíder de la enterocinaB coincide
completamentecon la secuenciaconsensopropuestapor Havarsteinel aL (1994) y la
correspondientea la enterocinaA solamentedifiereen queen la posición-7 presentatreoninaen
lugarde un residuoaminoacidicohidrófobo.En la Figura5.5A secomparanlassecuenciaslíder
deltipo dobleglicinadelasenterocinasB y A con las de otrasbacteriocinasde la claseII no del
tipo pediocina(carnobacteriocinaA)o del tipo pediocinacuyo puntode procesamientotambién
sesitúa inmediatamentedespuésde dos residuosde glicinaconsecutivos(TablaV.4). Deeste
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A
EnterocinaS ———MQNV TSE- - —I~1~ QIIGG 18
Caniobac:eriocinaA ---MNNV ¡RE—- QVTGG 18

CarnobacteriocinaBMl —--—MKSV RSE- — -1Mb QINGG 18
MMHMSP? ES Y E QL Dl? V G 24

24 T MMRS y G

-~-NKKC~ITEKE=~-.~ANmIGG—--14 NS V QL}IGGPediocinaPA-1 1818

e
EnterocinaP I~il RrR~Ru ~ SrLJA LI¡rr>rrnLvv A 27
Bactcriocina3l [~Jx[~~j- - -WV C[jfl IWIGFWA[ TN[3LL~J 24

Figura 5.5. Comparación de la secuenciaaniinoacídica de la secuencialíder del
tipo doble glicina de la enterocina B y la enterocina A con la de otras
bacteriocinas de la clase II(A) y del p¿ptido señal de la enterocina P con el de
la bacteriocina 31(B).
A la derecha del extremo C-terminal de cada secuencia se indica el número de aminoácidos de la moWcula. Código
monosílabo de los aminoácidos como en la Figura 4.8.
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alineamiento es interesante destacar que las secuencias líderes analizadas presentan un segundo

domino catiónico en su extremo N-terminal (en las posiciones -13, -14, -16 y -17), además del

dominio catiónico identificado por Fremaux er al. (1993) entre las posiciones -8 y -10. IX
acuerdo con las predicciones de la estructura secundaria y los estudios de dicroísmo circular y

resonancia magnética nuclear realizados en lantibióticos, se ha propuesto que la secuencialíder

en ambientes lipofflicos adoptarla una conformación en hélice a que se desestabilizarla por los

residuos consecutivos de glicina, originándoseentoncesun giro 1~ a este nivel, lo que facilitaría la

actuación de las proteasas específicas correspondientes (Bycroft el aL, 1991; Beck-Sickinger y

Jung, 1991). Debido a la gran homología en la estructura de las secuencias líder del tipo doble

glicina (Fremaux eíaL, 1993; Havarsteinetat, 1994) (Figura ISA) es posible expresar varias

bacteriocinas en hospedadores heterólogos empleando únicamente la maquinaria transportadora
ABCespecífica de una de las bacteriocinas. En este contexto, Allison el al. (1995) expresaron

los dos componentes de la lactacinaF de Lb. johnsoniiVP111088 en Cb. piscicola LV17, una

cepaqueproducelascamobacteriocinasA, BM1 y B2 (Ahn y Stiles, 1990b;Woroboa aL,

1994; Quadri el aL, 1994; Saucierel aL, 1995). Por otra parte, Erie Emond construy6
genéticamentehídridos de la prelactococcinaA y la prepediocinaPA-l intercambiandolas
secuenciaslíderesy conellos transformóla cepaL. lacds 1L1403(Venemael aL, 1996b)que
contieneensucromosomalos genesquecodificanla maquinarianecesariaparala secreciónde la
lactococcinaA. Todaslas bacteriocinashíbridasfueronsecretadasy activas,lo que indicaqueel
transportadorABC de la lactococcinaA tambiénreconocióla secuencialíderde la pediocinaPA-
1 y la procesóen las moléculascorrespondientes.Resultadospreliminaressugierenque la
maquinariade secrecióndela pediocinaPA-ltambiénescapazdereconocery procesaralgunas
de estasbacteriocinashíbridas(Venema,1995).

La comparacióndela secuenciaaminoacídicaparcialobtenidapordegradaciónde Edmande
la enterocinaE> purificadaahomogeneidadcon la deducidaapartir dela secuencianucleotidicade
sucorrespondientegenestructutralpusodemanifiestoqueestabacteriocinase sintetizaenforma
de un precursorde 71 aminoácidos(7.552 Da) cuyo punto de procesamientose sitúa
inmediatamentedetrásde los residuosVal-Asp-Aladesu extensiónN-terminal(Figura4.13;
secciónIV. 10.4). La extensiónN-terminalde la enterocinaP esun péptidocatiónico(carganeta
a pH 7,0 de 3) y de elevadopI (11,1), al igual quelas secuenciaslíderesde las enterocinasB y
A. Por el contrario, la extensiónN-Éerminalde la enterocinaP (27 aminoácidos)presentaun
tamaliomolecularsuperior(2.940 Da),un mayorcaracterhidrófobo(índiceGRAVY de +8,92)
y sepredicecomounaproteínade membranaintegralcon unaposiblehélicea transmembrana
(PTH) entre lasposiciones-23 (Leu)y -7 (Phe) (TablaIV. 16;secciónIV. 10.5). Estaextensión
N terminalcumplela “regla del -3-1” de Von Heijne (1984) y contienelos tres dominios
característicos(dominiosN, H y C) (Perimany 1-lalvorson, ¡983; Von Heijne,1986; Izardy
Kendall, 1994) (sección11.4.6) de los péptidosseñalquedirijen la secreciónde proteínasa
través de la Ruta Generalde Secrecióndependientede un péptido señal o sistemasec-
dependienteenla queintervienenlosproductosde los genessecy las peptidasasdependientesde
un péptidoseñal(Gierasch,1989;Wandersman,1992;Pugsley,1993)(sección11.4.7).

Hastala fecha,las únicasbacteriocinasde lasbacteriaslácticasdescritasquese sintetizan
comoprecursorescon un péptidoseñaly que, por tanto, se procesany secretana travésdel
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sistemasec-dependienteson la acidocinaB de Lb. acidophilus M46 (Leer et al., 1995), la
divergicinaA de Clx divergensLV 13 (Worobo eraL, 1995) y la bacteriocina 31 de E. faeCalis

Y117 (TomitaetaL, 1996).Labacteriocina3les, al igualquelaenterocinaPdeE. faeciumP13,
una bacteriocina de la claseII deltipo pediocina(TablaV.4); no obstante,labacteriocina31 aún
no se ha purificado a homogeneidad,por lo que el punto de procesamientode la
preprobacteriocinase ha determinadoúnicamenteen baseasu caracterizacióngenéticay a sus
homologíasconotrospéptidosseñal.Porel contrario,la acidocinaE y la divergicinaA yasehan
caracterizadobioquímicay genéticamentey, adiferenciad~ laenterocinaP y la bacteriocina3 1,
son bacteriocinasdela claselIno deltipo pediocina(TenBrink eraL, 1994;Van derVossener
aL, 1994;Leereral., 1995; WoroboeraL, 1995) (TablaVA).

De forma generallos péptidosseñalde las proteínasde procariotasy cucariotascarecende
homologíaen su estructuraprimariaaunquepresentancaracterísticasfísico-químicassimilares
(Izard y Kendall, 1994). Sin embargo,el péptidoseñalde la enterocinaP (27 aminoácidos)
presentaunahomologíadel50%conel dela bacteriocinadeltipo pediocinabacteriocina31(24
aminoácidos)(FiguraS5B>. Asimismo,esinteresantedestacarqueen la preproenterocinaP y en
la preprobacteriocina31 el punto de procesamientoy los primeros aminoácidosde las
bacteriocinasmadurasestánmuy conservadosy presentanla secuenciaVal(-3)Asp/Glu(-2)-
Asp(-1)-Ala(+1)-Thr(+2)(TablaV.4). Además,la regiónN-terminalo dominio N del péptido
señalde ambaspreprobacteriocinaspresentatresresiduoscatiónicos(principalmentelisina) y la
secuenciaLys/Arg-Lys-Lys. En el restodel péptidoseñalel gradode conservaciónesmenor,en
lo que respectaal residuoaminoacídicoconcreto,si bien, la mayoríade las posicionesestán
ocupadaspor residuosaminoacídicosde característicasfísico-químicassimilares(hidrofobicidad,
tamañoy carganeta).Por otraparte,la homologíadel péptidoseñalde la enterocinaPcon los
correspondientesa las bacteriocinasno del tipo pediocinadivergicinaA (29 aminoácidos)y
acidocinaB (32 aminoácidos)esde únicamenteel 26 y el 22%, respectivamente.

El hechodeque laenteroemaPde E. faeciumPB seprocesey transponemediantelaRuta
Generalde Secrecióno sistemasec-dependienterepresentauna importanteventajaparaeste
microorganismoya que permiteuna considerabledisminuciónde la información genética
requeridaparasu secreciónespecífica.Por otra parte,el queel procesamientoy transportede
estabacteriocinano requierala intervenciónde un transportadorABC específico,unido a la
ubiquidadde laspeptidasasdependientesde un péptidoseñalen las célulasbacterianas,permite
sugerir que, en principio, la enterocinaP se podríaexpresaren cualquierbacteria.En este
contexto,es interesantedestacarque la bacteriocina wc-dependientedivergicinaA de C.

divergensLV13 seha expresadoen L. lacds y E. coIl medianteel OSP(WoroboeraL, 1995;
Van BelkumeraL, 1997).Por otraparte,McCormickeraL (1996)construyerongenéticamente
moléculashíbridasde precarnobacteriocinaB2 empleandoestabacteriocinawc-independientey
el peptidoseñalde la divergicinaAy las expresaronen C. divergenesLV13 (Woroboa aL,
1995). La detecciónde carnobacteriocinaB2 y divergicinaA en los sobrenadantesde C.

divergenesLV 13 demuestrala posibilidadde obtenermedianteingenieríagenéticacepascapaces
de expresarvariasbacteriocinasatravésdel sistemawc-dependiente.Asimismo,VanBelkumel

al. (1997) handemostradoque la secuenciaslíder del tipo dobleglicina de la leucocinaA-
UAL187 deU. gelidumA-UAt187 (VanBelkum y Stiles, 1995) y de la lactococcinaAde L.
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ladis 1L1403 (pMB500) (Venema et aL, 1989;Stodardet al., 1992) actúancomoseñalesde
transporte capaces de dirigir la secreción de la divergicina A empleando la maquinaria

transportadora ABCde ambos hospedadores.
Los resultados de las experiencias genéticas anteriores permiten hipotetizar que se podría

expresarla enterocínaP de E. faeciumP13 en la cepaE.faecíumTl36productora de enterocina

B y enterocinaA. Paraello, se podríaexpresardirectamentela preproenterocinaPempleandoel
(iSP de E. faeciumT136, o bien, se podríaexpresarunamoleculahíbridaque contengala
enterocinaP y la secuencialíderdel tipo dobleglicinade la enterocinaB o de la enterocinaA,
empleandoel(los)transportador(es)ABC específico(s)de las bacteriocinasde E. faeciumT136.
Desdeun punto devista aplicadoen la industriaalimentaria,el empleode bacteriaslácticas
modificadasgenéticamentepara producirvarias bacteriocinasde amplio espectroy diferente
mecanismode acciónpermitirlareducirlas tasasde resistenciasespontánease incrementarsu
efectividadfrentea microorganismoasalterantesy/o patógenoscomo Cl. tyrobutyricum,Prop.
aCLdLpropLonici,Ls. monocytogenes,CL perfringens,CL boíulinumy Sí. aureus.

Finalmente,las característicasbioquímicasy genéticasde laenterocinaPde E. faeciumP13
y de la enterocina B de E. faeciumT136, así como de otras bacteriocinas como la

carnobacteriocinaA(Woroboer al., 1994), la bacteriocina31 (Tomitael al., 1996) y las

lactococcinas A y B (Van Beilcum el aL, 199la; 1992), sugierenla necesidadde modificaruna
vez más la clasificación de las bacteriocinasde la clase II de las bacterias lácticas (sección 11.3.3),

ya queponende manifiestoque las bacteriocinasdel tipo pediocinay no del tipo pediocinase
pueden secretar tanto mediantetransportadoresABC específicosy sus proteínasaccesorias
(sistema sec-independiente) como a través de la Ruta General de Secreción ((iSP) (sistema sec-

dependiente). Las bacteriocinas de la clase II de las bacterias lácticas son péptidos

antimicrobianos de pequeño tamaño molecular, termoestables, catiónicos, hidrófobos, sin

aminoácidos modificados posttraduccionalmente y sintetizados en los ribosomas. A excepción de
las enterocinas L5OA y LSOBde E. faeciumL50 (Cintas etal. 1998b), todas las bacteriocinasde

las bacterias lácticas descritas hasta la fechase sintetizan en forma de precursores biológicamente

inactivosque contienenuna extensiónN-terminal (secuencialíder o péptido señal). La
clasificaciónquese proponeen estetrabajoparalas bacteriocinasde la claseII quese sintetizan
comoprepéptidosse basaen trescriterios: (i) númerode moléculaspeptídicasrequeridaspara
queejerzansu actividadantimicrobianatotal, (u) presenciao ausenciade la secuenciaconsenso
de lasbacteriocinasdeltipo pediocinaen su extremoN-terminaly (iii) mecanismode secreción
responsabledesu procesamientoy transportea]medioexocelular(TablaV.5). Atendiendoaque
la actividadantimicrobianatotal seadebidaa la presenciade unaúnicamoléculapeptídicao a la
accióncombinadade dos péptidos,las bacteriocinasde la claseII seclasificanen: lía, sistemas
de un péptidoy lib, sistemasdedospéptidos.Los sistemasde un péptidoincluyenla mayoríade
las bacteriocinasde la claseII descritasy caracterizadashastala fechay comprendenlos grupos
IIa-P, bacteriocinasdeltipo pediocina,y lía-NP, bacteriocinasno deltipopediocina.Atendiendo
alosmecanismosde procesamientoy transportede estasbacteriocinasestosgrupossedividen, a
su vez,en sistemassec-dependientesy sistemaswc-independientes.En lo que respectaa los
sistemasde dos péptidos(lib), todas las bacteriocinasdescritasy caracterizadashastae!
momento son no del tipo pediocina(lIb-NP) y se procesany transportanmediante
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Tabla V.5. Clasificación propuesta para las bacteriocinas de la clase II de las
bacterias lácticasa

GRUPO Tía. SISTEMAS DE UN PÉPTIDO

lIa-P. Bacterlocinas del tipo pediocina

lla-P-sec-independientes

PediocinaPAl <n
PediocinaAcH (1)

LeucocinaA-UAL187
MesentericinaY105
SakacinaA (2)

CurvacinaA (2)

SakacinaP (3)

Sakacina674 (3)
AcidocinaA
CarnobacteriocinaDM1
CamobacteriocinaB2
EntemcinaA

lla-P-sec-dependientes

Bacteriocina31
Enterocina P

P. acidilactici PAC-1.0
P. acidilactici Z102
P. aci¿lilaclici H
Le. gelidumUAL1S7
Le. meseníeToidesY 105
Lb. soteLB706
Lb. curvatusLTH1174
Lb. soteLTHÚ73
Lb. soteLH674

Lb. acidophilusTK9201
C. piscicola
C. piscicola LVl7B
E. faeciumCTC492
E. faeciumT136

E.faecalisPYI17
E. faeciumPl 3

Venemaelal. (1995)

Cintas el al. (1998a)
Bulcbtiyarovaeta!. (1994)
Van Belkum y SÉiles(1995)
Fremaux elal. (1995)
Axelasony Holck (1995)
Ticbaczekel al. (1993)
Ticbaczekel aL (1994)
Huline el. aL (1996)
Kanatani el al. (1995)
Quadriel al. (1995b)
Quadrí el al. (199%)
Aymerichel aL (1996)
Este trabajo; Casaus el al. (1997)

lomita el al. (1996)
Estetrabajo; Cintas el al. (1997)

lía-NP. Bacteriocinas no del tipo pediocina

lla-NP-sec-independientes

LactococcinasA y 8

CamobacteziocinaA (4)

Piscicolina61(4)
EnterocinaB

L crenioris984
L. lactis WM4
L. creniorisLMG2l3O
C. piscicolaLVX7A
C. piscicola
E. faecium1136
E. faeciuniCECT492

Van Belkumel al. (1991a;1992)
Stnddard elal. (1992)
Holo el aL (1991)
Woroboel aL (1994)

Holck el aL (19941,)
Este trabajo; Casaus el aL (1997)
Este trabajo; Nilsen el al. (998)

Ha-NP- sec-dependientes

Acidocina B
DivergicinaA

Lb. acidophilusM46
C. divergens

Leereíal. (1995)

Woroboeral. (1995)

GRUPO lib. SISTEMAS DE DOS PÉPTIDOS

lIb-NP. Bacterlocinas no del tipo pediocina

llb-NP-sec-independientes

LactococcinaM (M]N)
LactococcinaG(Gct/G 3)
Lactacina F (Fa/Fx)
Plantaricina S (a/¡3)
Termotilina 13 (ThmA/B)
PlantaricinasEFy 1K

L. crenloris984
L ladis LM02081
Lb. johnsonii VPI11088
Lb. plantarumLCPO1O
S. ¡hermophilusSFi13
Lb. planíarumCli

Van Belkum elaL (1991a)
Havarsteinelal. (1993)
Fremaux y Klaenliammer (1993)
Jiménez-Dfazel aL (1995)
MarcisetelaL (1997)
Diep el aL (1996)
Anderssenel al. (1998)

aEn esta clasificación se han incluido solamente bacteriocinas caracterizadasgenéticamente.Las bacteriocinas con el

mismo número entre paréntesistienen idéntica secuenciaaminoacídica.
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transportadoresABC específicos (IIb-NP-sec-independientes). En base aestaclasificación, la
enterocinaPdeE. faedumPl3y laenterocinaBy enterocinaAdeE. faeciumTl3ése incluyen

en los grupos IIa-P-sec-dependientes,IIa-NP-sec-independientesy IIa-P-sec-independientes,
respectivamente.
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PRIMERA. Los embutidoscrudoscuradosespañoleselaboradosartesanalmentesin
cultivosiniciadoresconstituyenuna excelentefuenteparael aislamientode bacteriaslácticas
antagonistasdel crecimientode otrosmicroorganismos.De768 aislamientosprocedentesde 8
embutidosdiferentesseobtuvieron46 cepasconactividadantimicrobianaenmediosólido, de las
queúnicamente12 secretaroncompuestosantñnicrobianosdifusiblesen mediolíquido. En base
adiversaspruebasmicrobiológicasy bioquímicasy a suspatroneselectroforéticosde proteínas
totales, las 12 bacterias lácticas seleccionadasse clasificarontaxonómicamentecomo
PediococcusacidilacticiAl72,P. acidilacíiciX13, P. acidilacflciP2O,Loctococcuslactissubesp.
lactis 018, EnterococcusfaeciumP13, E. faeciumT136, E. faeciumP21,E. faecium-atípico
016, E. faecium-atípicoAAl3, Lactobacillussake-atípico 5124, Lb. sake-atípico B18 y Lb.

plantarumAA24.

SEGUNDA. Las 12 bacteriaslácticasseleccionadaspresentancaracterísticasimportantes
desdeun punto de vista tecnológicoe higiénico-sanitario,talescomocarecerde actividad
catalásica,no producirdióxidode carbononi ácidosulfhídrico,desarrollarseen presenciade un
6,5% de clorurosódico,a excepcióndeL, lactis018, en un amplio rangodetemperaturasy a
bajos valores de pH, originar un marcado descensodel pH y poseer actividad
bacteriocinogénica.Asimismo, ningunade las 5 cepasdel géneroEníerococcuspresenta
actividadhemolíticani ureásica.

TERCERA. E. faeciumP13 produceuna bacteriocinadenominadaenterocinaP que
destacapor su potenteactividadantimicrobianafrenteal microorganismopatógenoproductorde
toxiinfecccionesalimentariasListeria monocytogenes.En su espectrode accióntambiénse
incluyenmicroorganismosalterantes,comoLs. innocua, CL sporogenes,Cl. íyrobutyricumy

Propionibacreriumspp., y otrasbacteriaspatógenasde los alimentos,comoCL botulinum, Cl.
perfringens,B. cernes,y St aureus.

CUARTA. E. faeciumT136 producedos bacteriocinasdenominadasenterocinaB y
enterocinaA quepresentanactividadantimicrobianaindependiente,actúansinérgicamentey
muestrandistintaespecificidaden su accióninhibidorafrentea diversosmicroorganismos
alterantesy patógenosdeinterésen la industriaalimentaria.

QUINTA. La purificaciónde laenterocinaP,enterocinaB y enterocinaAporprecipitación
con sulfatoamónico,cromatografíade -filtraciónen geles,-intercambiocatiónico,-interacción
hidrofóbicay -fasereversa(FPLC) constituyeuna metodologíarápida,barata,versátily eficaz
parala purificaciónahomogeneidaddebacteriocinasheterogéneasbioquímkamente.

SEXTA. Lasdiferenciasobservadasen la producciónde enterocinaP cuandoE. faecium

P13 se desarrollóen distintos mediosde cultivo y a distintastemperaturas,así comolas
detectadasen laproduccióndeenterocinaBy enterocinaAcuandoE.faeciumTl36sedesarrolló

en un fermentadormanteniendoelpH delmediode cultivoconstanteadiversosvalores,sugieren
la existenciade mecanismosde regulaciónimplicadosen su síntesisy excreciónal medio

exocelular.
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SÉPTIMA. La enterocinaP presentainteresantescaracterísticastecnológicasentrelas que

seincluyensu naturalezaproteicay su pequeñotamañomolecular,su estabilidaden un amplio
rangodepHs, su marcadatermorresistencia,su sensibilidadaenzimasde origenpancreáticoy

gástrico,suestabilidaddurantealmacenamientosprolongadosencongelacióny a4, 8 y 250C, su
resistenciaala liofilización, su acciónbactericiday su ampliay potenteactividadantimicrobiana

inclusoa bajasdosis, lo que la convierteen un candidatopotencialparaserempleadocomo
bioconservantealimentario.

OCTAVA. La composicióny secuenciaaminoacídicadelaenterocinaP deE. faeciumPl3
y de la enterocinaBde E. faeciumTl3árevelóquese tratadedosnuevasbacteriocinasdela

claseII, en la que se incluyen péptidosantimicrobianosde pequeñotamañomolecular,
termoestables,catiónicos, hidrófobos y que carecen de aminoácidosmodificados

posttraduccionaimente.La secuenciaaminoacidicade la enterocinaA producidaporE. faecium
T136la identificaconlaenterocinaAdeE. faeciumCTC492.La enterocinaPy la enterocinaA,
adiferenciadela enterocinaB, contienenla secuenciaconsensocaracterísticadelasbacteriocinas
delaclaseII del tipo pediocina.

NOVENA. Las mayoreshomologíasde la enterocinaP de E. faecumP13 con otras
bacteriocinasde laclaseII del tipo pediocinaseestablecencon la sakacinaA deLb. sakeLb’706

(80,5% de identidad),carnobacteriocinaBMl de Cb. piscícola LVl7B (74,5% de identidad),
leucocinaA-UAL 187 de Lc. gelídum A-UAL 187 (48,7%de identidad)y enterocinaA de E.

faedumT136 y E. faeciumC1C492(45,5%de identidad),lo que ponedemanifiestoqueno
existeuna correlaciónentrela homologíaen la estructuraprimariade las bacteriocinasdel tipo

pediocinay lasrelacionesfilogenéticasde las bacteriaslácticasproductoras.La enterocinaB de
E. faeciumT136 presentaunaidentidaddel 47% con la carnobacteriocinaA deCh piscícola
LV 17A, lo queconstituyela primeraevidenciadeunahomologíasignificativaentrebacteriocinas
de la claseII queno pertenecenal grupodeltipo pediocina.

DÉCIMA. La secuenciaciónde un fragmentode 995 pb del ADN deE. faeciunzP13y su
posterioranálisisinformáticorevelóla presenciade tresmarcosde lecturaabiertosconsecutivos

y dela mismapolaridadquecorrespondenalgenestructuralde laenterocinaP (entP), al gen de
su hipotéticaproteínade inmunidad(enriP) y aun hipotéticogende funcióndesconocida(orfK).

La localizacióndel gen de la inmunidadinmediatamentedebajodel gen estructuralde la
enterocinaP esunacaracterísticageneralizadaentrelas bacteriocinasde laclaseII delas bacterias

lácticas.

UNDÉCIMA. La enterocinaP se sintetizaribosomaimenteen forma de un prepropéptido
de 71 aminoácidosquecontieneunaextensiónN-terminalde 27 residuosaminoacídicosy un
propéptidode 44 aminoácidosy cuyo puntode procesamientose sitúainmediatamentedespués
de los residuosVal-Mp-Ala delasposiciones-l a -3 de la extensiónN-tenninal.

DUODÉCIMA. El análisisde la extensiónN-terminalde la enterocinaP revelóqueésta
presentalas característicasde los péptidosseñaly que,por lo tanto, laenterocinaP seprocesay

315 Pilar Casaus1am



VI. Conclusiones

secretaal medioexocelulara travésde la Ruta Generalde Secreción(GSP) o sistema.sec-
dependiente. La enterocina P es la primera bacteriocina del tipo pediocina secretada mediante la

Ruta General de Secrecióncaracterizadabioquímicay genéticamente.

DECIMATERCERA. La identificaciónde secuenciasrepetidasdirectase inversasen la
regióndelpromotordelgenestructuralde la enterocinaP constituyela primeraevidenciade la
existenciade mecanismosreguladoresde la transcripciónde los operonesde las bacteriocinas
secretadasmediantelaRutaGeneralde Secreción.

DECIMACUARTA. El segundomarco de lecturaabierto localizado inmediatamente
debajodel extremoY del gen estructuralde la enterocinaP codificauna hipotéticaproteínade
inmunidadde 88 aminoácidos,que presentaunahomologíacon las hipotéticasproteínasde
inmunidadde la bacteriocina31, sakacinaA y carnobacteriocinaBML del 52, 47 y 44%,
respectivamente.El gradode homologíaentredos bacteriocinasno estásiempredirectamente
relacionadoconla similitud de sus proteínasde inmunidadcorrespondientes;no obstante,las

proteínasde inmunidadque presentanhomología significativacorrespondensiemprea
bacteriocinassimilares(identidaddel 40-50%o superior).

DECIMAQUINTA. La secuenciaciónde un fragmento de 352 pb delADNde E. faecíum
T136y suposterioranálisisinfonnáticorevelóla presenciade un únicomarcode lecturaabierto

correspondienteal genestructuralde la enterocinaB (cmB>, seguidodeun hipotéticoterminador
r/to-independientede la transcripción.La ausenciadel gen de la inmunidadinmediatamente
debajo del gen estructural de la bacteriocinaseha descritotambién para la camobacteriocina A y

sugierequelaorganizaciongenéticadeestosoperonesesdiferentea la delrestode bactetiocinas
de la clase II.

DECIMASEXTA. La enterocinaB se sintetizaribosomalmenteen forma de un
prepropéptidode 71 aminoácidosque contieneuna extensiónN-terminal de 18 residuos
aminoacidicosy un propéptidode 53 aminoácidosy cuyo punto de procesamientose sitúa
inmediatamentedespuésdelos dosresiduosde glicinaconsecutivosdelas posiciones-1 y -2 de
la extensiónN-terminal.

DECIMASÉPTIMA. El análisisde la extensiónN-terminal de la enterocinaB reveló que
éstapresentalas característicasde lassecuenciaslíder del tipo dobleglicina quecontienenlas
bacteriocinasquese procesany secretanmedianteuna ruta de secreciónindependientede un
péptidoseñalo sistemasec-independiente,enla queintervienentransportadoresABC específicos
y sus proteínas accesonas.
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