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CAPITULO 1.

EXPOSICION GENERAL
DEL
PROBLEMA A INVESTIGAR



1 Exposicidn General del Problema a Investigar

Los alimentos comienzan a deteriorarse casi inmediatamente después de la recoleccién de los
vegetales, la caza de los animales, el sacrificio de los animales de abasto y la elaboracién de los
productos derivados. El conocimiento de la composicién quimica y de la ecologfa microbiana de
los alimentos, unido a los avances tecnolégicos producidos, ha permitido desarrollar un gran
namero de nuevas metodologias que, junto a las tradicionales, como la salazén, la desecacién, la
congelacién, el ahumado, etc., encuentran su aplicacién en la moderna Tecnologia de los
Alimentos.

La mayoria de las técnicas de conservacién de los alimentos de las que dispone actualmente
la industria alimentaria estdn basadas en complejos procesos tecnolégicos y en el empleo de
conservantes quimicos, que permiten mantener un suministro regular de alimentos en cualquier
parte del Planeta y en cualquier época del afio. No obstante, las modificaciones de los patrones
demogréficos y socioeconémicos de la sociedad actual y las preferencias de los consumidores
por determinados tipos de alimentos plantea la necesidad de buscar nuevas alternativas de
conservacién que, unidas a las ya existentes, permitan la obtencion de productos mds “naturales”
y menos procesados, pero que ademds garanticen su calidad higiénica y vida itil. En este
contexto, se¢ ha sugerido recientemente el empleo de las bacterias ldcticas y de sus metabolitos
como “bioconservantes” en la industria alimentaria. Las bacterias lacticas contribuyen
favorablemente en la conservacion de los alimentosen general y de los productos cdrnicos
fermentados en particular debido a su capacidad de inhibir el desarrollo de un gran nimero de
microorganismos patégenocs y/o alterantes presentes en la materia prima y convertirse, por lo
tanto, en la flora predominante de estos produtes. Los principales mecanismos de antagonismo
microbiano son la competencia por los nutrientes del medio de cultivo o sustrato y la formacion
de dcidos orgdnicos (4cido ldctico y 4cido acético), con el consiguiente descenso del pH.
Ademds, las bacterias ldcticas producen ofras sustancias antimicrobianas como el etanol, el
diéxido de carbono, el diacetilo, el acetaldehido, el perdxido de hidrégeno y otros metabolitos
del oxigeno, el benzoato, los isémeros D de los aminodcidos, la reuterina y otros compuestos no
proteicos de pequefio tamafio molecular y, por dltimo, sustancias proteicas denominadas
bacteriocinas. Por lo tanto, al emplear las bacterias ldcticas como cultivos iniciadores y
protectores en los productos fermentados se incrementa su calidad higiénicay su vida ttil y se
estandarizan los procesos fermentativos y las caracteristicas organolépticas del producto.

En los dltimos aftos ha aumentado el interés, tanto de la comunidad cientifica como de los
sectores industriales, en la investigacién de las bacteriocinas como bioconservantes naturales de
los alimentos, formando parte de un sistema de barreras multiples, lo que permitirfa reducir el
empleo de conservantes quimicos y suavizar los tratamientos a los que se someten los alimentos
procesados, sin que esto vayaen detrimento de su seguridad y de su calidad higiénico-sanitaria.
Una de las causas de este creciente interés por las bacteriocinas es la aceptacién internacional de
la nisinaen 1988 como bioconservante en determinados tipos de alimentos. Otro factor decisivo
en el impulso de la investigacién sobre las bacteriocinas es el reconocimiento de que algunos
microorganismos patégenos emergentes, como Listeria monocytogenes, se desarrollan a las
temperaturas habituales de refrigeracién de los alimentos. En este sentido, la tendenciaactuala
eliminar el empleo de conservantes quimicos en determinados alimentos y a utilizar la
refrigeracién como mecanismo primario de conservacién supone un riesgo potencial para el
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1. Exposicign General del Problema a Investigar

consumidor, especialmente si se considera la posibilidad de que se rompa la cadena del frio
durante el procesado, manipulacién, distribucién o almacenamiento de este tipo de productos.
Por lo tanto, con ¢l precedente de la inocuidad de la nisina y de la autorizacién de su empleo en
algunos alimentos, existe la posibilidad de sugerir la utilizacién como bioconservantes
alimentarios de otras bacteriocinas de amplio espectro de accidn frente a microorganismos
alterantes y patégenos de los alimentos, una vez que éstas hayan sido caracterizadas
adecuadamente.

En este contexto el objetivo principal de este trabajo es el aislamiento y la identificacién de
bacterias ldcticas bacteriocinogénicas a partir de embutidos crudos curados elaborados
artesanalmente en diversas localidades espafiolas. Una vez seleccionadas las cepas
bacteriocinogénicas con un espectro de accién antimicrobiana més interesante, se determinard su
filiacién taxonémica y se procederd a su caracterizacion microbiolégica y bioquimica. A
continuacién, se caracterizardn bioquimicay genéticamente la(s) sustancia(s) responsable(s) de
su actividad antimicrobiana exocelular, lo que permitird posiblemente sugerir su aplicacidn como
bioconservante en la industria alimentaria. Como tal bioconservante es de esperar que aumente la
calidad higiénica y 1a vida dtil de la carne y de los productos cdmicos y que permita disminuir las
concentraciones de conservantes quimicos empleadas habitualmente en la elaboracién de estos
productos. Para lograr los objetivos propuestos es necesario desarroliar el esquema de trabajo
que se describe a continuacién:

1.- Aislamiento, a partir de embutidos crudos curados elaborados artesanalmente, de
bacterias ldcticas antagonistas del crecimiento de otros microorganismos e identificacién y
seleccion de aquéllas cuya actividad antimicrobiana se deba a la produccidn de compuestos
exocelulares difusibles en medio liquido.

2.- Evaluacién de la actividad antimicrobiana exocelular de las bacterias l4cticas
seleccionadas frente a diversos microorganismos de interés en la industria alimentaria, entre los
que se incluyen bacterias licticas de diversos hdbitats, Pseudomonas spp. psicrétrofas de la
carne refrigerada, microorganismos alterantes, como Clostridium sporogenes, Clostridium
tyrobutyricum y Propionibacterium spp. y microorganismos patégenos, productores de
toxiinfecciones alimentarias, como Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli enteropatdgeno y Salmonella
typhimurium.

3.- Identificacién, filiacién taxonémicay caracterizacién microbiolégica y bioquimica de las
bacterias ldcticas que muestren el espectro de accidn més amplio ¢ interesante.

4.- Determinacidn de las condiciones experimentales ptimas (ej. medio de cultivo, tensién
de oxigeno, temperaturay pH) para el crecimiento de las cepas seleccionadasy para la
produccién de su actividad antimicrobiana exocelular.

5.- Estudio de la estabilidad fisico-quimica (ej. tratamientos enzimdticos y térmicos, pH y
almacenamiento en congelacién y refrigeracién) y evaluacién del modo de acceién de la sustancia
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antimicrobiana responsable de su actividad antimicrobiana.

6.- Purificacién a homogeneidad, mediante diversas técnicas cromatograficas (ej.
cromatografia de filtracién en geles, -intercambio i6nico, -interaccién hidrofébica y -fase reversa,
FPLC), de la(s} bacteriociocina(s) responsable(s) de la actividad antimicrobiana exocelular de las
bacterias licticas seleccionadas.

7.- Determinacién de la composicién y secuencia aminoacidica de las bacteriocinas
purificadas a homogeneidad.

8.- Determinacién por espectrometria de masas del tamafio molecular de las bacteriocinas.

9.- Evaluacién de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas purificadas a
homogeneidad frente a diversos microorganismos alterantes y patégenos de interés en la
industria alimentaria.

10.- Aislamiento y visualizacién del ADN cromosdémico y plasmidico de las cepas
seleccionadas y obtencién de mutantes deficientes en la produccién de la(s) bacteriocina(s) y/o en
su inmunidad.

11.- Tratamiento del ADN de las cepas seleccionadas con diversos enzimas de restriccién y
ligacién en un vector fagémido.

12.- Obtencién, mediante 1a técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), de
diversos fragmentos de ADN que contienen los determinantes genéticos que codifican la
produccion y/o inmunidad de las bacteriocinas seleccionadas.

13.- Y, finalmente, secuenciacién de diversos fragmentos de PCR, mediante el método
didesoxi de finalizacién de cadena, y determinacién de la secuencia nucleotidica del gen
estructural de las bacteriocinas seleccionadas y/o del gen de su hipotética proteina de inmunidad,
asf como de las regiones relacionadas con su transcripcién y traduccion.
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I1. Introduccion

II.1. PRODUCTOS CARNICOS CRUDOS CURADOS

Tradicionalmente, la curacién, la salazén, la desecacién y el ahumado han constituido los
principales métodos naturales de conservacién de ios alimentos. En la actualidad, estas técnicas
continuan siendo los principales métodos de conservacién empleados en los paises en vias de
desarrollo, debido a que son relativamente baratos y permiten obtener productos de alta calidad
higiénica y extensa vida Gtil. No obstante, en los paises desarrollados, ¢l empleo de técnicas
como la refrigeracién y el envasado a vacio o en atmdésferas modificadas ha desplazado a las
#€cnicas tradicionales como métodos de conservacién, y por el contrario, éstas han adquirido una
nueva dimensiéon como procesos de obtencién de una extensa gama de productos con
caracteristicas organolépticas y reolégicas muy peculiares y variadas que permiten satisfacer los
requerimientos de los consumidores.

El curado es una técnica derivada de 1a salaz6n que se aplicaen la actualidad a numerosos
productos carnicos, si bien, el significado del t€rmino curado tiene distintos matices segiin los
paises y el tipo de producte. En nuestro pais se denominan curados a los productos cdrnicos,
tanto piezas como mezclas de carnes picadas (pastas), que han sido sometidos a un proceso de
maduracién y secado durante el que tienen lugar una serie de procesos fermentativos bacterianos;
sin embargo, en el 4mbito internacional, el término curado se aplica a todos los productos
cédrnicos que han sido tratados con sal, nitratos y/o nitritos. El curado en seco es el proceso mis
antiguo y consiste en someter la masa cdrnica a la accién de una mezcla de los ingredientes del
curado (sal, nitratos y/o nitritos) y los coadyuvantes (ej. ascorbatos, fosfastos y azicares), los
cuales se solubilizan con los jugos de la carne y penetran en su interior por difusién. En ¢l
proceso por via humeda, los ingredientes y coadyuvantes del curado se solubilizan con agua para
formar una salmuera que actia como vehiculo de penetracién en la carne. Tras el periodo de
maduracién, los productos cdrnicos se someten a un proceso de secado, en el caso de los
productos curados en seco, @ a un tratamiento térmico de coccién, si se trata de productos
curados con salmuera. Finalmente, tanto los productos crudos curados como los productos
cocidos curados se pueden someter a un tratamiento de ahumado dependiendo del tipo de
producto y de las costumbres gastron6micas de cada pais (Flores, 1994).

La quinta parte de la carne que se produce en Espafia se destina a la fabricacion de productos
curados, lo que supone una produccién anual préxima a las 400.000 toneladas, siendo la carne
de porcino la materia prima mds empleada (Vila Aguilar, 1994). Entre los productos cdrnicos
crudos curados se incluyen, entre otros, los jamones curados, los embutidos crudos curados
(chorizo, salchichén y fuet) y, por tltimo, el bacon y el lomo embuchado (Flores, 1994).

II.1.1. Generalidades de los embutidos crudos curados

El sabor caracteristicode los embutidos crudos curados es debido, principalmente, a la
fermentacién bacteriana que determina la acumulacién de dcido ldctico y otros productos de
fermentacién desconocidos. El proceso de fermentacién microbiolégica que tiene lugar durante
su elaboracién depende de la carga microbiana presente inicialmente en la materia prima,
principalmente en la grasa y en la carne, y de la que se introduzca posteriormente durante la
manipulacién previaa laembuticidn, as{ como de las condiciones empleadas en los tratamientos
de maduracién y secado. Durante el proceso de fermentacién-desecacién de los embutidos
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crudos curados se producen una serie de modificaciones bioquimicas (¢]. disminucién del
contenido en agua, reduccién de nitratos y nitritos, aumento de la concentracién salina y
acidificacién y descenso del pH como consecuencia de la fermentacion de los azicares) y
reacciones proteoliticas y lipoliticas que serdn las responsables de las propiedades organolépticas
y reolégicas caracteristicas y de la calidad higiénica del producto final (Flores, 1994; Ordéfiez et
al., 1995).

Los embutidos crudos curados se clasifican en dos categorfas atendiendo al grado de secado
y al pH final del producto. Los embutidos crudos curados semisecos se caracterizan por sufrir
una fermentacién rdpida a temperaturas elevadas (21-46°C) y por presentar un pH final inferiora
5.3. El periodo de secado es corto y la humedad relativa del producto final es de un 50%. En este
grupo de embutidos se encuentran, entre otros, los salchichones alemanes tipo thuringer y
cervelat y la summer sausage producida en EEUU. Los embutidos crudos curados secos se
someten a una fermentacion lenta (2-3 dias) a temperaturas bajas (11-23°C) y con una humedad
relativa alta (85-95%). El periodo de secado es largo (20 dias-varios meses) y se realizaen
cdmaras frias (10-15°C) con una humedad relativa menor (75%). El producto final presenta una
humedad del 30-45% y un pH final entre 4,8 y 5,1. Este tipo de embutidos se producen en
Alemania (rohwurst), en Ttalia (salami) y en Espafia (chorizo, salchichén, fuet, entre otros)
(Flores, 1995).

11.1.2. Evolucién microbiolégica durante la elaboracion de los embutidos
crudos curados

La flora microbiana que se encuenira inicialmente en la masa cdrnica de los embutidos (entre

10°-10° ufc/g) es muy variada y de procedenciamuy heterogénea; asi, por ejemplo, se pueden
encontrar bacterias sapréfitas (Pseudomonas, Aeromonas, Alcaligenes, Flavobacterium,
Moraxella, Brucella, Enterobacteriaceae, Bacillus, Clostridium, Brochotrix, Micrococcus,
Staphylococcus); bacterias lcticas (Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, Lactococcusy
Leuconostoc), mohos (Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Sporotrichum, Thamnidium,
Trichosporum) y levaduras (Debariomyces). Asimismo, también se¢ pueden encontrar bacterias
patégenas como Listeria monocytogenes (Ls. monocytogenes), Salmonella spp., Escherichia
coli enteropatogénico (E. coli), Staphylococcus aureus (St. aureus), Yersinia enterocolitica(Y .
enterocolitica), Clostridium perfringens (Cl. perfringens) y, ocasionalmente, Cl. botulinum
(Flores, 1994; Ord6iiez et al., 1995).

La evolucién microbiolégica global durante la elaboracién de los embutidos suele seguir un
patrén bastante comiin, que se caracteriza por la desaparicién rapida de la préctica totalidad de los
microorganismos aerobios Gram-negativos, que son los principales responsables de la
contaminacién de las carnes frescas, asi como por una intensa multiplicacién de bacterias de la
familia Micrococcaceae (Micrococcus y Staphylococcus), de bacterias ldcticas (principalmente de
los géneros Lactobacillus y Pediococcus) y, a veces, de mohos y levaduras (Fournand, 1976;
Flores, 1994; Ord6iiez et al., 1995). En este sentido, se ha demostrado que las bacterias licticas
y las micrococ4ceas poseen una mayor resistencia a la actividad antimicrobiana de los nitritos que
las bacterias Gram-negativas y determinados patégenos como CL botulinum, 1o que inicia su
seleccién positiva desde el comienzo de la maduracién de los embutidos (Flores, 1994). La
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multiplicacién precoz de las micrococédceasen el interior de 1a masa cdrnica provoca una ligera
acidificacién del medio que favorece la multiplicacién de los lactobacilos e inhibe el desarrollo de
algunas bacterias Gram-negativas. A continuacién, las bacterias ldcticas sustituyen a las
micrococdceas en 10 que concierne a la acidificacién y se convierten en la flora mayoritaria, al
estar bien adaptadas a la acidez, al cloruro sédico y a la anaerobiosis (Flores, 1994; Ordéiiez et
al., 1995). Por otra parte, las bacterias ldcticas aseguran su desarrollo y prevalenciaen estos
productos durante el proceso de maduracién compitiendo exitosamente por 1os nutrientes
disponibles (glucosa y arginina, entre otros) e inhibiendo el crecimiento del resto de la flora
microbiana mediante la produccién de 4cidos orgdnicos (dcido ldctico y 4cido acético,
principalmente) y otras sustancias antimicrobianas como, por ejemplo, etanol, diéxido de
carbono, diacetilo, per6xido de hidrégeno y bacteriocinas (Daeschel, 1989; Lindgren y
Dobrogosz, 1990; Heméndez et al., 1993). En lo que respecta a los mohos y levaduras, éstos
colonizan con frecuencia la superficie de los embutidos poco secos y/o no ahumados, siempre
que la humedad relativa durante la maduracién no sea demasiado baja. Asimismo, también se ha

detectado la presencia de levaduras en el intertor de los productos fermentados y madurados
(Flores, 1994; Ordéiiez et al., 1995).

11.1.3. Relacion entre las principales actividades metabélicas de las bacterias y
las caracteristicas finales de los embutidos crudos curados

Las caracteristicas organolépticas y reolégicas finales de los embutidos crudos curados se
deben principalmente a los procesos fermentativos de los aziicares y acidificacién de la masa
cdrnica de las bacterias ldcticas, fundamentalmente de los géneros Lactobacillus y Pediococcus,
y a las actividades proteoliticas, lipolfticas y nitrato-reductasa de las bacterias de la familia
Micrococcacea asi como, aunque en menor medida, a las actividades enzimdticas de hongos y
levaduras (Flores, 1994; Ordéfiez et al., 1995). El papel que ejercen las bacterias ldcticas y sus
metabolitos en la seguridad, calidad higiénica y vida til de estos productos se describird en las
secciones I1.1.4 y I1.2.4.

II.1.3.1. Fermentacién de hidratos de carbono

La principal actividad metabdlica de las bacterias ldcticas es 1a fermentacién de los hidratos
de carbono con la consiguiente produccién de 4cidos orgdnicos. Estos microorganismos
sintetizan mayoritariamente 4cido ldctico, a partir de la fermentacion de las hexosas (glucosa) y
algunos disacdridos (sacarosa y lactosa), aunque también pueden producir dcido acético a partir
de las pentosas o del 4cido glucénico (seccién I1.2.1). La produccién de 4cidos provoca un
descenso del pH que permite que se produzca una liberacion rdpida y homogénea de 1la humedad
presente en la masa cdrnica, provocando al mismo tiempo una disminucién de la actividad de
agua (a,,), lo que contribuye a preservar el producto final frente a microorganismos alterantes y/o
patdgenos (Liicke y Hechelman, 1987). Asimismo, cuando el valor del pH es inferiora 5,3,
disminuye la solubilidad de las protefnas y su capacidad de retencién de agua, produciéndose la
coagulacién de las mismas, lo que proporciona la textura caracteristica de los embutidos y
permite su loncheamiento (Frey, 1983). No obstante, 1a disminucién del pH debe controlarse, ya
que productos demasiados dcidos pueden tener un fuerte sabor picante (Liicke, 1987); asimismo,
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una cantidad excesiva de 4cido ldctico puede inhibir otras actividades metabélicas como la
lipolisis, la proteolisis o la reduccién de nitratos (al impedir la actuacién del enzima nitrato-
reductasa), todas ellas de gran importancia para conseguir las caracteristicas organolépticas
tipicas del producto final.

Por otra parte, a partir del piruvato (metabolito intermediario de la fermentacién de los
azicares) se pueden producir otros compuestos como la acetoina, el butanodiol, el acetaldehido,
el etanol y el diacetilo, que también intervienen en el aroma final de los embutidos (Langner,
1972).

11.1.3.2. D

Lalipolisis es otra de las actividades metabélicas importantes durante la fermentacién de los
productos cdrnicos y que continua durante el periodo de maduracién, traduciéndose en un
aumento constante de los monoglicéridos, los diglicéridos y los 4cidos grasos libres. Los dcidos
oleico, linoleico, estedrico y palmitico son 10s mayoritarios y pueden ser metabotizados a
alcoholes, cetonas y aldehidos (Langner, 1972). Las bacterias de 1a familia Micrococcaceae junto
a los enzimas tisulares de 1a masa cdrnica intervienen activamente en la degradacién de los lipidos
y en la consiguiente formacién de sustancias sdpidas y aromdticas que contribuyen al sabor y
aroma caracteristicos de los embutidos; sin embargo, la actividad lipoliiica de las bacterias
licticas es muy limitada y recae fundamentalmente sobre los mono- y diglicéridos y triglicéridos
con 4cidos grasos de cadena corta. Teniendo en cuenta que la concentracién de estas sustancias
es baja al principio de la maduracidn, serd necesaria una lipolisis previa, probablemente realizada
por las micrococaceas, para que actuen las lipasas de las bacterias ldcticas (Hammes ez al., 1990;
Ordéiiez et al., 1995). No obstante, es interesante mencionar que las bacterias ldcticas del género
Carnobacterium poseen la capacidad de hidrolizar la tributirina (Papon et al., 1990). Segiin su
naturaleza, los productos del metabolismo lipolitico pueden influir favorablemente en el aromay
el sabor del producto final o, por el contrario, producir una alteracién del mismo (ej. rancidez
debidaa los aldehidos formados por la peroxidacién de las grasas). Asimismo, los dcidos grasas
liberados durante el procesa lipolitico ejercen un efecto inhibidor sobre las bacterias Gram-
negativas (Papon etal., 1990).

1.1.3.3. Degradacion de protefnas

La proteolisis da lugar a la formacién de aminodcidos y péptidos que intervienen en el sabor
caracteristico del producto final, pero no debe ser excesiva porque podria alterarsu consistencia
{Licke, 1987). El papel especifico que desempefian los enzimas bacterianos y las proteasas
tisulares (catepsinas) en este proceso no se ha determinado adn con exactitud. Las bacterias
ldcticas del género Carnobacterium y algunas especies de lactobacilos tienen actividad peptiddsica
débil, por lo que se liberan aminodcidos como la fenilalanina, la lisina, el 4cido glutdmico, la
alanina, la valina y la isoleucina, con lo que se incrementa el valor nutritivo del producto final
(Platt, 1964). Asimismo, se ha comprobado que la actividad proteoliticade las microcociceas
contribuye de forma destacada en la proteolisis en general y en la liberacién de amino4cidosen el
embutido (Sajber et al., 1971; Ordéiiez et al.,, 1995). Los aminodcidos pueden sufrir una
descarboxilacién y transformarse en aminas secundarias (ej. histamina, tiramina y putrescina),
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las cuales pueden reaccionar posteriormente con los nitritos y transformarse en nitrosaminas
(compuestos cancerigenos) (Dierick et al., 1974). Diversos estudios han evidenciado que la
concentracién de histamina en los productos de fermentaci6én natural (no controlada) es més
elevadaque en los productos en los que se emplean cultivos iniciadores comerciales dado que
éstos carecen de descarboxilasas (Eitenmilleret af., 1978; Smith y Palumbo, 1983; Bacus,
1986).

Los embutidos que se maduran con una capa superficial de mohos (principalmente del
género Penicillium) desarrollan un aroma caracteristico que estd relacionado con la actividad
enzimdtica (lipolitica y proteolitica) de estos microorganismos. Las lipasas y proteasas que
producen dan lugar a compuestos de pequefio tamafio molecular, sustancias sdpidas y aromaticas
que contribuyen al sabor y aroma tipico de los embutidos crudos curados. Asimismo, la flora
fingica evita la formacién de costra superficial y favorece una deshidratacién uniforme del
embutido, ademds de ejercer un efecto antioxidante, ya que reduce la tensién de oxigenoen la
superficie, degrada los peréxidos y protege del efecto prooxidante de la luz, lo que conduce a
una estabilizacién del color del curado (Ordéiiez ef al., 1995).

[1.1.3.4. Reduccidn de nitratos a nitritos

Los nitritos, e indirectamente los nitratos, se utilizan en la elaboracién de los embutidos
crudos curados por el papel que ejercen en la obtencién de su color rojo caracterfstico, por su
actividad antimicrobiana y porque contribuyen al desarrollo de su aroma y sabor (Flores, 1994).
En las reacciones quimicas del desarrollo del color, 1a mayoria de los autores coincidenen la
formacidn transitoria del pigmento metamioglobina, como consecuencia de la oxidacién directa
del pigmento mioglobina por el nitrito. Posteriormente, la metamioglobina tiene que ser reducida
y combinada con el 6xido nitrico (NO) para formar el complejo nitrosomioglobina, de color rojo
vivo estable, caracteristico de los productos cdrnicos curados (Flores, 1994). Las especiesde los
géneros Micrococcus y Staphylococcus poseen la capacidad de reducir los nitratos a nitritos, lo
que es de una gran importancia para la consecucién del color caracteristico de los embutidos
crudos curados (Deibel et a., 1961). Asimismo, se ha comprobado recientemente que
determinadas especies del género Lactobacillus poseen actividad nitratoreductasa
hemodependiente (Hammes et al., 1990). Por otra parte, el bajo pH de estos productos como
consecuencia del desarrolio de las bacterias ldcticas contribuye favorablemente en las reacciones
quimicas responsables de su color caracterfstico (Herbert, 1993).

Los nitritos son compuestos potencialmente peligrosos, ya que al combinarse con las aminas
secundarias pueden dan lugar a la formacién de nitrosaminas, por 1o que la industria alimentaria
tiende a impedir sus niveles residualesen los alimentos empledndolos en las dosis minimas que
permitan el desarrollo del color y su contribucidn al sabor y al aroma del producto final. Sin
embargo, debido a que los nitritos ejercen también una potente actividad antimicrobiana,
especialmente frente a Clostridium botulinum, la reduccién de las dosis empleadas debe ir
acompafiada de la adicién de otras sustancias inhibidoras como, entre otras, los dcidos
orgénicos, los peréxidos o las bacteriocinas, que complementen la actividad antibotulinica de los
nitritos y que permitan asegurar la calidad higiénica y la seguridad de estos productos.

Finalmente, la actividad peroxiddsica o cataldsica de las micrococédceas tiene una gran
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importancia tecnolégica, puesto que controla la presencia de perdxidos en ¢l embutido y, por
tanto, evita la peroxidacién de la grasa y la decoloracién debida a la oxidacién del grupo hemo de
la mioglobina (Buckenhuskes, 1993).

I1.1.4.Las bacterias lacticas como cultivos iniciadores y bioconservantes

Antiguamente los alimentos fermentados se elaboraban mediante procesos empiricos basados
en la actividad de la microflora presente de forma natural en la materia prima (fermentaciones
naturales). Hoy en dfa, las fermentaciones industriales son procesos dirigidos en los que se
afiaden deliberadamente a la materia prima cultivos de microorganismos especificos, tanto
bacterias como hongos y levaduras (cultivos iniciadores), lo que ademds de importantes
repercusiones econdmicas, permite garantizar y estandarizar las caracteristicas organolépticas del
producto final asf como potenciar su calidad higiénico-sanitaria (Smith y Palumbo, 1981). En
este contexto, las bacterias 14cticas tienen una gran importancia ya que las actividades metabélicas
que desarrollan en los alimentos, y fundamentalmentela produccién de 4dcido ldctico con el
consiguiente descenso de pH, inducen cambios en la textura, aroma, sabor, color, digestibilidad
y palatabilidad de las materias primas, originando unos productos finales con unas caracteristicas
organolépticas diferentes y deseables (Bacus y Brown, 1981; Smith y Palumbo, 1981, 1983,
Haymon, 1982; Liicke, 1986; Daeschel eral., 1987; Hammes et dl., 1990; Buckenhuskes, 1993;
De Vuyst y Vandamme, 1994a). Las bacterias licticas, principalmente de los géneros
Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc 'y Pediococcus, se emplean
habitualmente como cultivos iniciadores en la elaboracién de alimentos fermentados a partir de la
leche (Speck, 1981; Prentice y Neaves, 1986), carne (Bacus y Brown, 1981; Liepe, 1983;
Bacus, 1984), diversos productos avicolas (Acton y Dick, 1975) y vegetales (Fleming y
McFeeters, 1981; Cooke et al.,, 1987). Asimisimo, se ha propuesto el empleo de cepas del
género Enterococcus, concretamente de la especie Enterococcus faecium, como cultivos
iniciadores en el queso Cheddar (Battistotti erdl., 1977; Tamine, 1990), en el queso Mozarella
(Parente er al., 1989), en el queso Tallegio (Giraffa et al., 1994, Giraffa et al., 1995) y en los
ensilados (Lindgren et al., 1985).

Ademds de su funcién tecnoldgica, las bacterias l4cticas secretan numerosos metabolitos
(seccion I1.2.4) que inhiben el crecimiento de microorganismos alterantes y patégenos
potencialmente presentes en los alimentos, que incluyen, entre otros, bacterias de los géneros
Pseudomonas, Salmonella, Clostridium, Staphylococcus y Listeria, lo que las convierteen la
flora predominante de una gran variedad de productos fermentados y de carnes y pescados
conservados en refrigeracion y envasados al vacio o en atmosferas modificadas (Lindgren y
Dobrogosz, 1990; Stiles, 1996). La seguridad e inocuidad de las bacterias l4cticas asociadas a
los alimentos se ha aceptado durante milenios y en la actualidad se consideran microorganismos
GRAS (del inglés, Generally Recognized As Safe), lo que sugiere su utilizacién como agentes
antimicrobianos naturales (bioconservantes) para incrementar la calidad higiénica y alargar la vida
util de los alimentos (Adams y Marteau, 1995; Gould, 1996; Stiles, 1996). Por otra parte, las
bacterias l4cticas pueden impedir la acumulacién de compuestos téxicos (¢j. aminas bi6genas) y
cancerigenos (ej. nitrosaminas) en los alimentos (Buckenhuskes, 1993). Asi, pues, su empleo
y/o el de sus metabolitos como bioconservantesen los alimentos, formando parte de un sistema
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de barreras miiltiples, estd recibiendo una gran atenciénen los dltimos afios y serfa fécilmente
aceptado por los consumidores, que demandan productos naturales, saludables y con menos
aditivos quimicos, asf como por los organismos sanitarios y por las industrias alimentarias de
cada pafs (Wagner y Moberg, 1989; Ray, 1992; Monfort, 1994; Muriana, 1996; McMulleny
Stiles, 1996).

I1.1.5. Las bacterias lacticas como probidticos

La alteracién del equilibrio de la flora microbiana del tracto intestinal del hombre y de los
animales puede resultar un serio compromiso para su salud, ya que reduce la capacidad de
asimilacién de los nutrientes de los alimentos ¢ incrementa la susceptibilidad a padecer
determinadas enfermedades. Los probiéticos se definen como cultivos mixtos 0 monoespecificos
de microorganismos vivos que se emplean para €l consumo humano o animal, en forma de
preparados farmacedticos o a través de los alimentos, con el objeto de proteger y restaurar las
condiciones fisioldgicas del tracto intestinal (Fuller, 1989). Los microorganismos que
tradicionalmente se han utilizadoen las preparaciones probidticas incluyen bacterias ldcticasde
los géneros Lactobacillus (Lb. bulgaricus, Lb. acidophilus, Lb. casei y Lb. helveticus},
Lactococcus (L. lactis y L. plantarum), Streptococcus (S. thermophilus) y Enterococcus (E.
faecium y E. faecalis) y otros microorganismos como Bifidobacterium bifidum (B. bifidum),
Propionibacterium freundereichii subesp. shermanii y E. coli. Todos los microorganismos
citados son de origen intestinal, a excepcidén de S. thermophilus y Lb. bulgaricus (actualmente,
Lb. delbrueckii subesp. bulgaricus) que se¢ emplean como cultivos iniciadores en la elaboracién
del yogur (Fuller, 1989; O’Sullivan ez al., 1992). En la actvalidad se considera que para emplear
un microorganismo como probidtico éste ha de cumplir los siguientes requisitos: (i) tolerar las
sales biliares y las condiciones extremas de acidez; (ii) adherirse a la mucosa intestinal; (iii)
colonizar el tracto intestinal; (iv) inhibir el desarrollo de microorganismos patégenos, mediante la
produccién de sustancias antimicrobianas o a través de mecanismos de competicién; (vi) resultar
Seguro € inocuo su consumo, tanto formando parte de los alimentos como de los preparados
farmacéuticos y, por dltimo, (vi) que se haya aislado de la especie en la que se pretende emplear
(Lee y Salminen, 1995; Salminen er al., 1996). Recientes estudios clinicos han demostrado que
Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. reuteri, Lb gasseri y E. faecium colonizan el tracto intestinal y
ejercen un papel beneficioso en este ecosistema (Fernandes ez al., 1987; Gillidand, 199(; Molin
et d., 1993), ya que previenen su colonizacién por bacterias entéricas patégenas a través de
mecanismos de competencia por los nutrientes y por los lugares de adhesion a la pared intestinal
(Molinetdl., 1993; Bernetetal., 1994, Pedrosa etdl., 1995; Casas etdl., 1996). Por otra parte,
se ha observado que algunas de las bacterias lacticas empleadas o propuestas recientemente como
probidticos ejercen otros efectos terapelticos y nutricionales, entre los que se incluyen: (i)
reduccién de los niveles de colesterol en la sangre, ya que modulan la proporcién entre las
lipoproteinas de alta y baja densidad asociadas a su transporte y/o asimilane hidrolizan las sales
biliares; (ii) disminucion del riesgo de padecer cdncer de colon, ya que reducen la actividad de
diversos enzimas fecales (ej. B-glucuronidasa, azoreductasa y nitroreductasa) que pueden
convertir en carcindgenos los compuestos procarcinégénicos presentes en el colon, inactivan
compuestos cancerigenos de los alimentos (ej. nitritos), producen sustancias como el butirato o
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dcido butfrico que retardan el crecimiento de los cultivos celulares con tumores de colon, e
hidrolizan factores antinutricionales (ej. dcido fitico y glucosinolatos); (iii) supresién de ciertos
tumores por estimulacién inespecifica del sistema inmune mediante la produccién de macréfagos;
(iv) modulacion de la respuesta inmune mediante la activacién de linfocitos, el aumento de los
niveles de inmunoglobulina A y la estimulacién de 1a produccion de interferén; (v) incremento
del valor nutritivo de los alimentos y, por ltimo, (vi) aumento de la tolerancia a la lactosa (Platt,
1964; Fernandes etdl., 1987; Gurr, 1987; Fuller, 1989; Fernandes y Shahani, 1990; Gilliland,
1990; 1990; Hosoda et dl., 1992; Lee y Salminen, 1995; Salminen etal., 1996).

I1.2. LAS BACTERIAS LACTICAS

El concepto de bacterias licticas como un grupo de microorganismos surgi6 a principios del
siglo XX, precedido de los enormes avances tecnolégicos y conocimientos cientificos generados
durante la dltima parte del siglo XIX. Las interacciones establecidas entre las bacterias ldcticas y
los alimentos llamaron pronto la atencién de los cientificos, lo que resulté en la significativa
contribucién de Pasteur, quien en 1857 demostré que los procesos fermeniativos iban
acompaiiados invariablemente del desarrollo de microorganismos y, asimismo, que cada tipo de
fermentacién, definido en funcién de sus principales productos orgdnicos finales (ej. la
fermentacién ldctica, alcohélica o butirica), estaba asociado a un tipo especifico de
microorganismo. Posteriormente, Lister, en 1873, aislé el primer cultivo puro de un
microorganismo y lo denominé Bacterium lactis. En 1884, Hueppe describi6 por primera vez la
microflora responsable de la acidificacién y coagulacion de la leche y productos licteos,
denomindndola “Milchsauerbacillus”, y Weigmamn (1899) propuso el término “Bacterium
acidilactici” para estos microorganismos. Simultdneamente, este investigador introdujo el empleo
de cultivos iniciadoresen la elaboracién de quesos y de leche agria en las industrias alimentarias
de las ciudades de Kiel y Storch (Copenhague), lo que represent6 el comienzo de 12 era industrial
de las fermentaciones como procesos controlados o dirigidos. A principios del siglo XX, el
empleo de 10s lactobacilos en la dieta humana cobré un enorme interés, a raiz de la propuesta de
Elie Metchnikoff del Instituto Pasteur de Parfs de promover su utilizacién en la dieta como
agentes bacterioprofildcticos v bacterioterapéuticos (Bibel, 1988); no obstante, sus teorfas acerca
de la salud y longevidad asociadas al consumo de los lactobacilos se desacreditaron debido a la
falta de una base cientifica s6lida y a unas expectativas desmesuradas de los consumidores.

La fuente originaria de las bacterias lcticas son las plantas verdes, si bien, por un proceso
de evolucién y adaptacién biolégica han ido colonizando otros ambientes y actualmente se
localizan en diversos habitats, siempre que éstos reunan las condiciones adecuadas para
satisfacer sus necesidades nutritivas. Algunas bacterias ldcticas viven en asociacién con las
plantas y crecen a expensas de los nutrientes liberados tras 1a muerte y descomposicién de los
tejidos vegetales, por lo que también se encuentran en alimentos y bebidas preparadas a partir de
materiales vegetales, tales como los encurtidos, la col 4cida, el pienso, los ensilados, los
productos de panaderia, el vino, la cerveza y los zumos naturales. Un segundo habitat
caracteristico de 1as bacterias ldcticas es laleche, a la que acceden a través del cuerpo de la vaca,
el estiércol o los vegetales, por lo estos microorganismos también se encuentran asociados a
diversos productos ldcteos fermentados. Otras bacterias l4cticas constituyen parte de la biota
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II. Introduccion

normal del cuerpo animal y se encuentran en el tracto gastrointestinal y mucosas, por 1o que
también estdn asociadas a la carne y a los productos cdrnicos. Finalmente, algunas bacterias
ldcticas han sido aisladas del pescado, del estiercol y de las aguas residuales.

I1.2.1. Caracteristicas generales y consideraciones taxonémicas y filogenéticas

de las bacterias lacticas

Tradicionalmente, el término bacterias ldcticas se ha empleado para denominar a un grupo de
microorganismos con una gran diversidad morfolégica y fisiol6gica, cuya caracterfstica principal
es la produccién de 4cido ldctico como metabolito final mayoritario de 1a fermentacién de hidratos
de carbono (al menos un 50%) (Orla-Jensen, 1919; Sharpe, 1979). Originariamente, este grupo
incluia bacterias Gram-positivas de morfologia cocoide, bacilar o cocobacilar; inmdviles y no
esporuladas; microaerofilicas 0 anaerobias facultativas; incapaces de sintétizar citocromos y
catalasa-negativas; acidiricas o acidéfilas y no reductoras de nitratos.

Los primeros intentos de clasificar taxon6micamente las bacterias l4cticas se deben a Orla-
Jensen (1919), quien, basdndose en la morfologia y la disposicién celular y en criterios
fisiolégicos tales como el tipo de metabolismo fermentativo de la glucosa, el tipo de isGmero del
dcido l4ctico producido y la capacidad de desarrollarsea 10 y a 45°C, las clasific6 en los géneros
Betabacterium, Thermobacterium, Streptobacterium y Microbacterium, de morfologfa bacilar, y
Streptococcus, Betacoccus y Tetracoccus, de morfologfa cocoide (Tabla II.1). Orla-Jensen
clasificé la cepa bacilar aislada por el cientifico Elie Metchnikoff del yogur bilgaro como
Thermobacterium bulgaricum (Bibel, 1988). Las especies de los géneros Betabacterium y
Betacoccus, de morfologia bacilary cocoide, respectivamente, son heterofermentativas, mientras
que las que constituyen el resto de los géneros se caracterizan por su metabolismo
homofermentativo. Posteriormente, en la clasificacién taxonémica de la 8* edicién del “Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology” (Buchanan y Gibbons, 1974) estos microorganismos se
agruparon, atendiendo fundamentalmente a criterios morfolégicos, en dos familias: (i)
Lactobacillaceae, constituida por el género Lacwbacillus, que englobaba a los géneros
Betabacterium, Thermobacteriumy Streptobacterium de Orla‘Jensen, as{ como a otros géneros
de filiacién taxonémica incierta y (ii) Streptococcaceae, formada por los géneros Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Aerococcus y Gemella. Los géneros Pediococcus 'y Leuconostoc
englobaban, respectivamente, a los géneros Tefracoccus y Betacoccus de Orla-Jensen.

En ladltima edicién del “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” (1986), las bacterias
Gram-positivas de morfologfa cocoide o bacilar, no esporuladas, anaercbias facultativas,
catalasa-negativas y productoras de 4cido l4ctico tras la fermentacién de Ia glucosa se clasificaron
en los géneros Lactobacillus, Erysipelothrix, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Aerococcus y Gemella. El género Lactobacillus (Kandler y Weiss, 1986) incluia 45 especies,
distribuidas en tres grupos dependiendo de la presencia o ausencia de fructosa-1,6-difosfato
aldolasa y fosfocetolasa, enzimas claves del metabolismo homo y heterofermentativo de los
azidcares, respectivamente. El grupo [ comprendia a los lactobacilos homofermentativos
obligados, €l grupo II a los lactobacilos heterofermentativos facultativos y el grupo III a los
lactobacilos heterofermentativos obligados. Los grupos I, 11 y IIT englobaban, respectivamente,
los géneros Thermobacterium, Streptobacteriumy Betabacterium de Orla-Jensen, asf como otras
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Tabla I1.1. Clasificacién de las bacterias lacticas atendiendo a los criterios establecidos por Orla-Jensen (1919)
y correspondencia con la clasificaciéon taxonémica actual

Género? Morfologfa Reaccion catalasa Fermentacion de la glucosa Género actual
Betabacterium bacilar negativa heterofermentativa Lactobacillus
Weissella
Thermobacterium bacilar negativa homofermentativa Laciobacillus
Streptobacterium bacilar negativa homofermentativa Lactobacillus
Carnobacterium
Streptococcus cocoide negativa homofermentativa Streptococcus
Lactococcus
Vagococcus
Enterococcus
Betacoccus cocoide negativa heterofermentativa Leuconostoc
QOenococcus
Weissella
Microbacterium bacilar positiva homofermentativa Brochothrix
Tetracoccus cocoide positiva® homofermentativa Pediococcus
Tetragenococcus

3Denominacién genérica atendiendo a los criterios de Orla-Jensen (1919).

DPLos pediococos son generalmente catalasa-negativos; no obstante, algunas especies producen pseudocatalasa.
Fuente: Stiles y Holzapfel (1997).
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11 Introduccion

especies de reciente identificacién. El género Erysipelothrix (Jones, 1986) era monoespecifico.
El género Streptococcus (Hardie, 1986; Mundt, 1986) englobaba un total de 30 especies
distribuidas en 6 grupos: estreptococos piogenos, estreptococos orales, estreptococos
anaerébicos, estreptococos l4cticos, otros estreptococos y enterococos. En la revisién del género
realizada por Mundt (1986) se consideraba a los enterococos como grupo pero no se reconocian
como género, si bien ya se anticipaba esta posibilidad (Schleifer y Kilpper-Bilz, 1984; Collins ¢
d., 1984a). Los géneros Pediococcus (Garvie, 1986) y Leuconostoc (Garvie, 1986)
comprendian un total de 8 y 4 especies, respectivamente, mientras que los géneros Aerococcus
(Evans, 1986) y Gemella (Reyn, 1986) eran monoespecificos.

En los ditimos afios, el desarrollo y la utilizacién de técnicas bioquimicas y molecuiares
sofisticadas como la determinacién de la composicién de bases guanina y citosina del ADN
(mol% G+C), 1a hibridacién quimica de los dcidos nucleicos (ADN:ADNy ADN:ARN)y su
secuenciacién ha originado cambios en la taxonomfa de las bacterias l4cticas, 1a mayoria de los
cuales aparecen reflejados en la 9* edicién del “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”
(Holt et d., 1994). Atendiendo a la secuenciacién del ARNr 16S y a estudios de hibridacién
ADN-ARNTr (Garvie y Farrow, 1981; Kilpper-Bilz y Schleifer, 1981, 1984; Kilpper-Bilzerdl. ,
1982; Schieifer y Kilpper-Bilz, 1984; Schleifer et al., 1985), asi como a diversos estudios
serolégicos con antisueros de la superéxido dismutasa (Schleifer et al., 1985), el género
Streptococcus se dividi6 en tres géneros filogenéticante distintos: Streptococcus sensu stricto,
Enterococcus y Lactococcus. Posteriormente, Schleifer y Kilpper-Bilz (1987) realizaron
estudios basados ademds en pruebas serolégicas, en la composicién de bases del ADNyenla
composicién quimica de la pared bacteriana, que confirmaron esta divisién.

El género Streptococcus sensu stricto comprende la mayoria de los estreptococos incluidos
en la idltima edicién del “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” (1986} en los grupos
piégenos, oralesy “otros” estreptococos, asi como a diversas especies de reciente identificacién
y quedan excluidos del género los estreptococos anaerGbicos (Schleifer y Kilpper-Bilz, 1987).
De los estreptococos, la nica especie de interds en la industria alimentariaes S. thermophilus,
que junto a Lb. delbrueckii subesp. bulgaricus, se emplea como cultivo iniciador en la
elaboracién del yogur y en algunos tipos de quesos.

El género Lactococcus (Schieifer er al., 1985) engloba a los estreptococos ldcticos o del
grupo N de Lancefield (Jones, 1978), representados por Lactococcus lactis subesp. lactis, en
adelante L. lactis (incluye las especies denominadas anteriormente S. lactis subesp. lactis, S.
lactis subesp. diacetylactis y Lb. xilosus) y L. lactis subesp. cremoris, en adelante L. cremoris.
Ademds, se incluye L. lactis subesp. hordniae (anteriormente Lb. hordniae), en adelante L.
hordniae, a L. raffinolactis (antiguamente S. raffinolactis), L. garviae y L. plantarum, dos
nuevas especies de estreptococos con el antigeno N descritas por Collins er af. (1983), y la
especie de reciente identificacién L. piscium (Williams et al., 1990).

El género Enterococcus estd formado por los denominados antiguamente estreptococos
fecales o del grupo D de Lancefield (Jones, 1987), a excepciénde S. bovis y S. equinus, junto
a diversas especies de reciente identificacion (Devriese eral., 1993).

Por otra parte, los estreptococos méviles del grupo N de Lancefield, incluidos previamente
en el género Lactococccus, han pasado a constituir el género Vagococcus, con Vagococcus
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fluviales (V. fluviales) como cepa tipo (Collins ez d., 1989a). Posteriormente, algunos
lactobacilos atipicos aislados de salmén se han identificado como V. salmoninarum (Wallbanks
etal., 1990).

En cuanto al género Lactobacillus, las especies Lb. piscicola, Lb. divergens 'y Lb. camis,
anteriormente clasificadas en el grupo 11, han pasado a formar el género Carnobacterium, que
actualmente comprende también las nuevas especies Carnobacterium gallinarum (C. gallinarum),
C. mobile, C. funditumy C. alterfunditum (Collins et d., 1987a; Wallbanks et dl., 1990; Franz-
mann etal., 1991). Collins et dl. (1991a) sugieren el nombre de C. maltaromicus (antiguamente,
Lb. maltaromicus) como sinénimo de C. piscicola.

Respecto al género Pediococcus, la especie P. urinaeequi se ha transferido al género
Aerococcus (A. urinaeequi ) y la especie P. halophilus ha pasado a constituir un nuevo género
denominado Tetragenococcus (T. halophilus) (Collins et al., 1990a). Asi pués, el género
Pediococcus queda constituido por las siguientes especies: P. acidilactici (incluye la mayoria de
las cepas de la especie denominada antiguamente P. cerevisiae), P. pentosaceus, P. dammnosus,
P. dextranicus, P. inopinatus y P. parvulus.

Finalmente, el género Leuconostoc esta constituido por las 4 especies que se incluyenen la
tltima edici6én del “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” (1986) (Lc. mesenteroides,
Lc. lactis, Lc. paramesenteroides y Lc. oenos) y por 6 especies més de reciente identificacion
(Lc. gelidum, Lc. carnosum, Lc. amelobiosum, Le. citreum, Lc. pseudomesenteroides y Le.
Jallax ) (Martfnez-Murcia eral., 1991a; Pot etal., 1994b).

Considerando como caracteristicas definitorias de las bacterias licticas la respuesta positivaa
la tincién de Gram, la incapacidad de esporular, el caricter microaerofilico o anaerobio
facultativo, la ausencia de citocromos y catalasa sensu stricto, la produccion de 4cido lactico
como metabolito final mayoritario de 1a fermentacién de hidratos de carbono (al menos un 50%),
un contenido G+C inferior a 55 mol% y una estrecha relacién con los alimentos, en este este
trabajo se considerard, al igual que en lamayoria de las revisiones taxenémicas que aparecen en
la bibliograffa, que el grupo de las bacterias licticas estd constituido por los géneros
Lactobacillus, Camobacterium, Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus, Enterococcus,
Leuconostoc, Pediococcus y Tetragenococcus (Tabla 11.3).

Atendiendo al tipo de metabolismo fermentativo de los hidratos de carbono las bacterias
lacticas se agrupan en tres categorfas: homofermentativas obligadas, heterofermentativas
obligadas y heterofermentativas facultativas (Axelsson, 1993). Las bacterias I4cticas
homofermentativas obligadas (Lactobacillus del grupo I) degradan la glucosay otras hexosas
casi exclusivamente a 4cido 14ctico, a través de la ruta de Embden-Meyerhof, mediante la
participacion del enzima fructosa- 1,6-difosfato aldolasa. Estos microorganismos carecen de los
enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa y no son capaces
de fermentar las pentosas ni el gluconato. Las bacterias l4cticas heterofermentativas obligadas
(Leuconostoc y Lactobacillus del grupo III) catabolizan la glucosa y otras hexosas hasta dcido
lictico, di6éxido de carbono, 4cido acético o etanol 'y las pentosas hasta 4cido lactico y 4cido
acético, a través de la ruta de las pentosas fosfato mediante la intervencién del enzima
fosfocetolasa. Estos microorganismos carecen del enzima fructosa-1,6-difosfato aldolasa. El
resto de las bacterias lacticas (Lactobacillus del grupo II, Carnobacterium, Lactococcus,
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Vagococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus y Tetragenococcus) fermentan las
hexosas, al igual que las bacterias ldcticas homofermentativas obligadas, casi exclusivamente a
dcido l4ctico a través de la ruta de Embden-Meyerhof; no obstante, algunos de estos
microorganismos 2 pesar de carecer del enzima fosfocetolasa, en condiciones limitantes de
hidratos de carbono o de anaerobiosis producen ademds 4cido férmico, 4cido acético y etanol
{Cogan eral., 1989). En lo que respectaa la utilizacién de las pentosas, la mayoria de estos
microorganismos son capaces de fermentarlas por accién de una fosfocetolasa inducible,
produciendo cantidades equimolares de dcido lactico y acetato (Kandler, 1983). El hecho de que
estos microorganismos presenten un perfil homofermentativo, en 1o que respecta al metabolismo
de las hexosas, y heterofermentativo, en 1o que concierne al metabolismo de las pentosas y otros
sustratos (ej. gluconato), sugiere su denominacién como bacterias licticas heterofermentativas
facultativas (Kandler, 1983; Kandler y Weiss, 1986; Axelsson, 1993). Por otra parte, las
bacterias 14cticas pueden utilizar como fuente de carbono diversos disacdridos como, entre otros,
la lactosa y la sacarosa. Estos azicares se internanen la célula a través de un sistema permeasa
dependiente de ATP o del sistema fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato (sistema
PEP-PTS) y son hidrolizados a sus correspondientes monosacéridos; posteriormente, £stos son
degradados a 4cido l4ctico y a otros metabolitos a través de alguna de las rutas metabdlicas
citadas anteriormente (Kandler, 1983).

11.2.1.1. Consideraciones fil

Atendiendo a la composicién del ADN (mol% G+C), las eubacterias Gram-positivas se
dividen en dos grupos denominados actinomicete y clostridial. El grupo actinomicete, o de
elevado G+C, estd compuesto por bacterias con un contenido G+C superior a 55 mol%, entre las
que se incluyen los géneros Bifidobacterium, Arthrobacter, Micrococcus, Propionibacterium,
Microbacterium, Corynebacterium, Actinomyces y Streptomyces (Woese, 1987; Stackebrandt y
Teuber, 1988). Por otra parte, €l grupo clostridial, o de bajo contenido G+C, est4 compuesto por
bacterias con un contenido G+C inferiora 55 mol% e incluye a todos los géneros que componen
el grupo de las bacterias l4cticas junto a otros microorganismos aerobios y anaerobios
facultativos de los géneros Bacillus, Staphylococcus y Listeriay microorganismos anaerobios de
los géneros Clostridium, Peptococcus y Ruminococcus, entre otros (Woese, 1987; Stackebrandt
y Teuber, 1988).

Estudios de secuenciacién del ARNr 168, realizados empleando la transcriptasa inversa, han
permitido estudiar en profundidad las relaciones filogenéticas existentes entre las bacterias
lacticas, poniendo de manifiesto su discordancia con la clasificacién taxondmica establecida
actualmente, concretamente en el caso de los géneros Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus
(Collins et al., 1989a; 1991a; Yang y Woese, 1989; Martinez-Murcia y Collins, 1990; 1991a;
Wallbanks et al., 1990; Williams et al.,1991; Collins etal., 1993).

En el 4rbol filogenético propuesto para las bacterias lcticas (Axelson, 1993) (Figura 2.1) se
observa que los géneros Enterococcus, Vagococcus, Lactococccus, Carmobacterium,
Tetragenococcus'y Streptococcus, constituyen una verdadera unidad filogenética o supergrupo,
dentro de la cual las relaciones filogenéticas mas estrechas se establecen entre los géneros
Enterococcus, Vagococcus, Carnobacterium y Tetragenococcus. Estos microorganismos estdn
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Arbol filogenético de las bacterias lacticas. Las distancias

Abreviaturas: E, Emterococcus;, V, Vagococcus; C, Carnobacterium; T, Tetragenococcus. Fuente: Collins ef al.
{1989, 1990, 1991); Martinez-Murcia y Collins (1990); Wallbanks et al. (1990} y Willians et al. (1991).
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filogenéticamente m4s proximos a los del género Listeria, o incluso Bacillus, que al resto de las
bacterias ldcticas. Asimismo, los géneros Lactococccus y Streptococcus estdn también mds
relacionados entre si, que con el resto de las bacterias ldcticas. Sin embargo, los grupos que se
originan atendiendo a las relaciones evolutivas de los géneros Leuconostoc, Pediococcus y
Lactobacillus no se corresponden con los establecidos taxonémicamente. Las bacterias ldcticas
del género Leuconostoc (grupo Leuconostoc) se escinden en tres grupos con categoria de género:
(i) grupo Leuconostoc sensu stricto 0 mesenteroides, que contiene la mayoria de las especies de
leuconostoc (Lc. mesenteroides, Lc. pseudomesenteroides, Lc. lactis, Le. citreumn (sindnimo de
Lec. amelobiosum), Lc. gelidum, Lc. carnosum, Lc. fallax y Lc. argentinum) y la especie Lb.
fructosus y que constituirfan el género Leuconostoc sensu stricto (Yang y Woese, 1989,
Martinez-Murciay Collins, 1990; 1991a; Collins et al., 1991a; Dicks er dl., 1993), (ii) grupo
paramesenteroides, integrado por la especie Lc. paramesenteroides y por algunas de las especies
heterofermentativas del género Lactobacillus que contienen puentes interpeptidicos inusuales en
el peptidoglicano de la pared celular (Lb. confusus, Lb. halotolerans, Lb. kandleri, Lb. minory
Lb. viridescens) y que, junto a la especie de reciente identificacién Weisella helienica, aisladade
embutidos crudos curados, conformarian el género Weissella (Collins et al., 1993; Stiles y
Holzapfel, 1997) y, (iii) grupo Leuconostoc oenos, con la especie Lc. oenos (més
correctamente, Lc. oeni), que constituirfa el género Oenococcus (Dicks et al., 1995). Este
microorganismo constituye un claro ejemplo de adapatacién evolutivay divergente, que ha dado
lugar a que en la actualidad se encuentre alejado filogenéticamente de Ias otras bacterias Gram-
positivas. Las restantes especies del género Lactobacillus se escinden en dos grupos: (i) grupo
Lb. delbrueckii, que incluye la mayoria de los lactobacilos homofermentativos obligados (grupo
I) y dos especies de lactobacilos heterofermentativos facultativos (grupo II) y (ii) grupo Lb.
casei-Pediococcus, que comprende el resto de lactobacilos (grupos I, IT y III) y las 6 especies de
Pediococcus mencionadas anteriormente (Collins et al., 1991a). Este dltimo grupo constituye
una unidad de gran cohesidn filogenética, con la especie P. dextrinicus como miembro periférico
(Collins et al., 1990a). En la Tabla I1.2 se muestra la subdivisién de las principales especies
incluidas tradicionalmente en los géneros Lactobacillus (grupos I, II y IIl), Leuconostoc y
Pediococcus atendiendo a sus relaciones filogenéticas y al tipo de metabolismo fermentativo de
los hidratos de carbono.

Las principales conclusiones que se obtienen de los estudios sobre las relaciones
filogenéticas de las bacterias ldcticas son las siguientes: (i) la morfologia celular es un criterio de
escasa validez para establecer relaciones filogenéticas, como se demuestra en el caso de Ia
estructura filogenética de Lactobacillus, Pediococcusy Leuconostoc y (ii) se requieren revisiones
taxondmicas adicionales, si bien, adn no existe un consenso sobre los criterios a establecer, A
este respecto, Woese (1987) sefialé que debe haber alguna correlacién entre la posicién
filogenética y el fenotipo de una determinada especie o cepa bacteriana, si bien, resulta dificil
seleccionar la(s) caracteristica(s) que se tendrian que emplear para establecer estas correlaciones
de forma correcta. Vandamme et al., (1996) publicaron un excelente trabajo de taxonomia
polifdsica bacterianaen el que se incluye el grupo de las bacterias ldcticas y, concretamente, se
enumeran y se describen diversas caracteristicas de las especies pertenecientes a los grupos Lb.
delbrueckii y Lb. casei -Pediococcus y a 10s grupos Leuconostoc sensu stricto o mesenteroides,
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Tabla 1L.2. Subdivision de las principales especies incluidas tradicionalmente en los géneros Lactobacillus,
Leuconostocy Pediococcus atendiendo a sus relaciones filogenéticas y al tipo de metabolismo fermentativo

Grupos filogenéticos

Grupos establecidos segiin el tipo de metabolismo fermentativo de los hidratos de carbono

I. Homofermentativos obligados

11. Heterofermentativos facultativos

IHl. Heterofermentativos obligados

Lb. delbrueckii

Lb. casei-Pediococcus

Leuconostoc

Otros lactobacilos?

Lb. acidophilus, Lb. amylophilus,

Lb. amylovorus, Lb. crispatus, Lb.
delbrueckii subesp. delbrueckii, subesp.
bulgaricus y subesp. lactis, Lb. gallinarum,
Lb. gasseri, Lb. helveticus, Lb. jensenii,
Lb. johnsonii, Lb. kefiranofaciens,

Lb. kefirgranum

Lb. aviarus subesp. araffinosus y subesp.
aviarus, Lb. farciminis, Lb. mali, Lb.
ruminis, Lb. salivarius subesp. salicinus
y subesp. salivarius, Lb. sharpae,

P. damnosus, P. dextrinicus, P. parvulus

Lb. acetotolerans, Lb. hamsteri

Lb. agilis, Lb. alimentarius, Lb. bifer-
mentans, Lb. casei, Lb. coryniformis
subesp. coryniformis y subesp. iorquens,
Lb. curvatus, Lb. graminis, Lb. homo-
iochii, Lb. intestinalis, Lb. murinus,

Lb. paracasei subesp. paracaseiy subesp.

tolerans, Lb. pentosus, Lb. plantarum,
Lb. paraplantarum, Lb. rhamnosus, Lb.
sake (Lb. bavaricus); P. acidilactici, P.
pentosaceus

Lb. vaginalis, Lb. brevis, Lb. buchneri,
Lb. collinoides, Lb. fermentum, Lb. fructi
vorans, Lb. hilgardii, Lb. kefir, Lb. male-
fermentans, Lb. oris, Lb. parabuchneri,
Lb. panis, Lb. parakefir, Lb. pontis, Lb.
rewteri, Lb. sanfrancisco, Lb. suebicus,
Lb. vaccinostercus

Lc. mesenteroides, Lc. pseudomesenierci-
des, Lc. 1detis, Le. citreumn (Le. amelobio
sum), Lc. gelidum, Lc. carnosum, Lc. fruc
tosus (Lb. fructosus), Lc. argentinum, Lc.
fallax, W. paramesenteroides, (Lc. para-
mesentercides),W.confusus (Lb.confusus)
W. halotolerans (Lb. halotolerans), W.
kandleri (Lb, kandleri), W. minor (Lb. mi
nor), W.viridescens (Lb. viridescens), W.
hellenica, 0. oeni (Lc. oenus)

Lb. divergens (C. divergens), Lb.carnis (C. carnis), Lb. piscicola y Lb.maltaromicus (Cb. piscicela), Lb. hordniae y Lb. xylosus (L. lactis)

8 _as especies de este grupo se han excluido del género Lactobacillus. Fuente: Vandamme ef al. (1996) y Stiles y Holzapfel (1997).
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paramesenteroides y Leuconostoc oenos. Recientemente, Stiles y Holzapfel (1997) han realizado
una revisién taxonémica del grupo de las bacterias ldcticas asociadas con los alimentos, en la cual
se incluyen los géneros Lactobacillus, Carnobacterium, Streptococcus, Lactococecus,
Vagococcus,  Enterococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Pediococcus 'y
Tetragenococcus ¥y se establece su relacién con los géneros descritos inicialmente por Orla-
Jensen (1919) (Tabla II.1).

I1.2.2. Diferenciacién de las bacterias licticas a nivel de género y especie

Los criterios empleados por Orla-Jensen en 1919 para establecer la primera clasificacién de
las bacterias l4cticas continan actualmente siendo de gran utilidad, desde un punto de vista
prictico, para su clasificacién a nivel de género. En la Tabla I1.3 se muestran las principales
caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y bioquimicas que permiten diferenciarlos géneros de
las bacterias ldcticas (Axelsson, 1993). Atendiendo a la morfologia celular, las bacterias licticas
se dividen en bacilos (Lactobacillus y Carnobacterium) y cocos (Streptococcus, Lactococccus,
Vagococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Tetragenococcus). Asimismo, la
divisién celular alternativamente en dos direcciones perpendiculares dentro de un mismo plano,
dando como resultado la formacién de tétradas, es caracteristica de los géneros Pediococcus y
Tetragenococcus. Elcrecimiento a 10 y a 45°C es una caracteristica ttil para diferenciar algunas
de las bacterias l4cticas de morfologia cocoide. Asi, pues, los enterococos crecena 10y a 45°C,
los lactococos y los vagococos crecena 10 pero no a 45°C y los estreptococos no crecena [0°Cy
s6lo algunas especies lo hacen a 45°C. Por otra parte, la capacidad de desarrollarse en presencia
de un 6,5% de NaCl permite diferenciar el género Enterococcus de los géneros Lactococcus,
Vagococcus'y Streptococcus, si bien, en el caso de este Gltimo género se han descrito respuestas
variables dependiendo de la especie (Mundt, 1986). Asimismo, el género Tetragenococcus €s
extremadamente halotolerante, siendo €l dnico capaz de desarrollarse en presencia de un 18% de
NaCl. Otra caracteristica diferenciadora es la toleranciaa valores de pH 4cidos (pH 4,4) y
basicos (pH 9,6). A este respecto, los enterococos son los tinicos capaces de desarrollarse a pH
4,4 y a pH 9,6, mientras que los estreptococos no crecen a ninguno de estos valores. Los
lactococos y vagococos no se desarrollan a pH 9,6 y sélo algunas especies crecena pH 4,4, Otra
caracteristica importante para la diferenciacion de las bacterias lacticases el tipo de metabolismo
fermentativo de la glucosa. Bajo condiciones de incubacién estdndar (e¢j. concentracién no
limitante de glucosa y de factores de crecimiento y disponibilidad limitada de oxigeno) las
bacterias l4cticas homofermentativas producen 4cido lactico como metabolito final mayoritario y
las bacterias l4cticas heterofermentativas estrictas producen cantidades equimolares de 4cido
lctico, dcido acético/etanol y CO, (Sharpe, 1979). Asi, pues, Ia deteccién de la produccién de
CO, a partir de la glucosa es una prueba rdpida que permilte distinguir el tipo de metabolismo
fermentativo de dicho azucar. Las especies del género Leuconostoc y algunos lactobacilos son
heterofermentativos estrictos, mientras que el resto de las bacterias licticas son
homofermentativas. Por otra parte, las bacterias ldcticas se diferencian por los isémeros del 4cido
lactico que producen (D-4cido ldctico y/o L-4cido ldctico), lo que a su vez estd determinado por la
estereoespecificidad de los enzimas lactato deshidrogenasa NAD+ dependientes, L-lactato
deshidrogenasa (L-LDH) y D-lactato deshidrogenasa (D-LDH), que llevan a cabo la reduccién
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Tabla 11.3. Diferenciacién morfolégica, fisiolégica y bioquimica de las bacterias licticas a nivel de género

]

Bacilos Cocos
Lactoc.

Caracteristica Lactob. Carnob. Streptoc.  Vagoc.  Enteroc.  Leucon.  Pedioc.  Tetragenoc.
Formacién de tétradas . . . . . - + +
Producci6n de CO,* + - - - - + - .
Crecimiento a:

16°C + + - + + + e +

45°C + - 1 - + - + -

pH 4,4 t ND - + + + + -

pH 9,6 - - - - + - - +
Crecimiento en :

6,5% NaCl t ND . . + + + +

18% NaCl - - - - - - - +
Isémero del lactato D,L,DL® L L L L D L, DLb L

Abreviaturas: Lacteb., Lactobacittus; Carneb., Camobacterium; Streptoc., Streptococcus; Lactoc., Lactococcus; Vagoc., Vagococcus; Enteroc., Enlerococcus; Leucon.,
Leuconostoc; Pedioc., Pediococcus; Tetragenoc., Tetragenococcus.

Simbolos: +, respuesta positiva; -, respuesta negativa; +, respuesta variable segiin la especie; ND, no determinado.

&produccion de CO, a partir de la fermentacién de la glucosa: +, metabolismo beterofermentativo; -, metabolismo homofermentativo.

bg) tipo de isdmero producide (D-, L- o DL-lactato) es variable dependiendo de la especie.
Fuente: Axelsson (1993).
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dei piruvato. Esta caracteristica puede ser util para diferenciar las especies del género
Leuconostoc de la mayoria de los lactobacilos heterofermentativos, ya que las primeras producen
dnicamente D-4cido l4ctico y los segundos forman 4cido lctico racémico (DL-4cido l4ctico),
gracias a la presencia de una racemasa que efectiia la conversién entre los dos isémeros.

Como se observa en la Tabla11.3, las caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas ybioquimicas
descritas anteriormente no permiten diferenciar los géneros Carnobacterium y Lactobacillus ni los
géneros Lactococcus v Vagococcus. No obstante, el desarrollo en agar acetato permite
diferenciar los géneros Carnobacterium y Lactobacillus, debido a la incapacidad de los primeros
de desarrollarse en dicho medio a pH 5,6 (Hammes et al., 1992). Por otra parte, 1os vagococos y
las carnobacterias presentan una composicién de dcidos grasos muy particular, 1o cual permite
distinguirlos de los otros géneros de las bacterias 14cticas. Asimismo, la mayoria de las especies
del género Carnobacterium son méviles, 1o cual es una caracteristica poco comiin entre el resto
de las bacterias ldcticas (Collins et al., 1987a; 1989a).

La descripcidn detallada de las caracterfsticas que permiten diferenciar las bacterias lcticasa
nivel de especie, asi como la enumeracién de las especies que s¢ incluyen en cada género
resultaria improcedente en este trabajo; no obstante, a continuacién se citan las principales
pruebas y técnicas empleadas para su identificacién (Stahl et d., 1990; Pot er al., 1994b;
Vandamme et al., 1996). En determinadas ocasiones, algunas de las pruebas fisiol6gicas y
bioquimicas mencionadas anteriormente pueden resultar también dtiles para la diferenciacién de
las bacterias lacticas a nivel de especie; no obstante, para su correcta caracterizacion se requiere
siempre la realizacién de pruebas adicionales, entre las que se incluyen: (i) la determinacién del
patr6én de fermentaciénde hidratos de carbono; (ii) 1a hidrélisis de la arginina; (iii) la produccién
de acetofna (prueba de Voges-Proskauer); (iv) la tolerancia a 1a bilis; (v) la actividad hemolitica y
el tipo de hem6lisis; (vi) los requerimientos de factores de crecimiento; (vii) la produccién de
polisacdridos extracelulares; (viii) las caracteristicas de crecimiento en la leche; (ix) la presencia
de ciertos enzimas (ej. B-galactosidasay B-glucoronidasa)y (x) los ensayos serolégicos. Otras
técnicas quimiotaxonémicas y moleculares empleadas incluyen: (i) el andlisis de la composicién
de la pared celular para determinar la presencia de 4icido diaminopimélico, el tipo de
peptidoglicanoy la presencia y tipo de 4cidos teicoicos; (ii) la movilidad electroforética de las
lactato dehidrogenasas; (iii) el tipo de quinonas isoprenoides y de 4cidos grasos de la membranas
citopldsmicas; (iv) la estructura y las relaciones inmunolégicas de algunos enzimas (ej.
dehidrogenasas) y (v) el patrén electroforético de proteinas totales en geles de poliacrilamidacon
dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE). En cuanto a las técnicas moleculares a nivel de los 4cidos
nucleicos se incluyen: (i) el contenido mol% G+C del ADN, (ii) el andlisis de los fragmentos de
restriccién del ADN genémico o plasmidico, (iii) 1a hibridacién de los dcidos nucléicos
(ADN:ADN y ADN:ARNI) y (iv) la secuenciacidn del ARNr 168 y 23S para, posteriormente,
realizarun andlisis comparativo de sus secuencias. Finalmente, otras técnicas mencionadasen la
literatura consultada incluyen: (i) el empleo de anticuerpos monoclonales (Hammonds et al.,
1992) y (ii) el estudio comparativo de los patrones de actividad bacteriolitica (Pompei et dl. ,
1992a).
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11.2.3. Bacterias licticas del género Enterococcus

El género Enterococcus (Thiercelin y Jouhaud, 1903; Kalina, 1970) fue propuesto
nuevamente por Schleifer y Kilpper-Bilz (1984), con objeto de acomodar taxonémicamente las
especies S. faecalis (actualmente E. faecalis) y S. faecium (actualmente E. faecium) asociadas
tradicionalmente a otros estreptococos del grupo D de Lancefield como una subdivisién del
género Streptococcus (Sherman, 1937; Jones, 1978). Diversos estudios quimiotaxonémicos y
filogenéticos realizados ese mismo afio justificaron la transferencia al género Enterococcus de
otras especies de estreptococos del grupo D de Lancefield, como §. avium (E. avium), §.
gallinarum (E. gallinarum), S. faecium subesp. casseliflavus (E. casseliflavus), S. faecalis
variedad malodoratus (E. malodoratus), S. durans (E. durans) (Collins et al,, 1984a)y §.
saccharolyticus (E. saccharolyticus) (Rodrigues y Collins, 1990), asi como de la especie S.
cecorum(E. cecorum), un estreptococo que no presenta el antigeno D de Lancefield (Willians et
al. 1989). Posteriormente, 9 nuevas especies de enterococos han sido descritas: E. hirae (Farrow
y Collins, 1985), E. mundtii (Collins et al, 1986a), E. pseudoavium, E. raffinosus, E.
solitarius (Collins etal., 1989b), E. columbae (Devriese et al., 1990), E. dispar (Collins et al.,
1991b), E. sulfureus (Martfnez-Murciay Collins, 1991b) y E. flavescens (Pompei et al.,
1992b). En 1991, Kusuda et d. propusieron la inclusién de E. seriolicidaen el género, sin
embargo, recientes estudios taxonémicos sugieren su identidad con Le. garviea (Teixeiraet al.,
1996). Asimismo, diversos estudios filogenéticos han revelado que E. solitarius estd mas
relacionado con el género Tetragenococcus que con el género Enterococcus (Collins et al.,
1990a; Williams et al., 1991). Por otra parte, es interesante destacarque las especies S. bovis y
S. equinus, tradicionalmente asociadas con los enterococos por compartir los mismos habitats y
presentar el antigeno D de Lancefield, se incluyen actualmente en el género Streptococcus sensu
stricto (Schleifer y Kilpper-Bilz, 1987).

Recientemente, estudios comparativos de las secuencias de 1a subunidad 16S del ARNrdela
mayoria de las especies que constituyen el género Enterococcus han permitido su clasificacionen
los siguientes grupos: grupo I, o grupo E. faecium, constituido por E. faecium, E. durans, E.
hiraey E. mundtii, con una similitud entre las secuencias del ARNr 16S del 98,7-99-7%; grupo
il, o grupo E. avium, integrado por las especies E. avium, E. raffinosus, E. malodoratus y E.
pseudoavium, con una similitud de las secuencias del ARNr 16S entre el 99,3 y 99,7%; y grupo
II1, o grupo E. gallinarum, formado por E. gallinarum y E. casseliflavus, cuyas secuencias del
ARNr 16S muestran una homologifa del 99,8% (Williams et al., 1991). El resto de las especies
del género, incluyendo la especie tipo E. faecalis, as{ como las especies E. dispar, E.
saccharolyticus, E. sulfureus, E. cecorum y E. columbae, constituyen lineas evolutivamente
independientes; no obstante, £. cecorum estd més relacionado con E. columbae que con los
restantes enterococos, por 1o que ambas especies constituirfan el grupo IV, o grupo E. cecorum.
La qltima clasificacién del género Enterococcus aparecida en la literatura, asf como la antigua
denominacién de las especies que 1o integran se muestra en la Tabla I1.4.

IL.2.3.1. Caracteristicas generales

Los enterococos son bacterias Gram-positivas, de morfologfa cocoide, no esporuladas y que
aparecen en las preparaciones al microscopio formando pares y/o cadenas cortas. El tamafio de
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Tabla I1.4. Clasificacion taxonémica del género Enterococcus

—— ——— .- ———
Especies Denominacion previa

Habilats principales

Referencias

Grupo 1 o E. faecium

E. faecium S. faecium
E. durans S. durans
E. hirge ‘ -

E. mundtii

Grupo Il o E. avium

E. avium S. avium
E. raffinosus -

E. malodoratus S. faecalis
E. pseudoavium -

Grupo Hl o E. gallinarum

E. casseliflavus §. casseliflavus

E. gallinarum §. gallinarum
Grupo IV o E. cecorum

E. cecorum 8. cecorum
E. columbae -

E. faecalis 3. faecalis

E. dispar

E. saccharolyticus §. saccharolyticus

E. sulfureus -
E. flavescens® -

Tracto intestinal del hombre y animales
Procesos clinicos

Tracto intestinal de los animales
Plantas, ensilados, hierba y suelo

Tracto intestinal de mamiferos y aves de granja

Procesos clinicos
Originariamente queso Gouda
Mastitis bovinas

Pllantas, ensilados, hierba y svelo
Tracto intestinal de aves de granja

Procesos clinicos y animales
Tracto intestinal de palomas

Tracto intestinal del hombre y animales
Humanos
Lechos y piel del ganado

Plantas
Procesos clinicos

Schleifer y Kilpper-Bilz (1984)
Collins et al. (1984a)

Farrow y Collins (1985)
Collins et al. (1986a)

Collins ef al. (1984a)
Collins et al. (1989b)
Collins et al. (1984a)
Collins et al. (1989b)

Collins et al. (1984a)
Collins ef ql. (1984a)

Williams et al. (1989)
Devriese et al. (1990)

Schleifer y Kilpper-Balz (1984)
Collins et al. (1991b)

Rodrigues y Collins (1990)
Martinez-Murcia y Collins (1991b)
Pompei ef al. (1992b)

e _
8No se dispone de informacién sobre la secuencia de la subunidad 165 del ARNr. Tomado de Stiles y Holzapfel (1997).
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las colonias de las especies del grupo E. avium es menor que el de la especie E. faecium y que el
de las especies del grupo E. gallinarum. En cuanto a la composicién de 1a pared celular, el
peptidoglicano de todas las especies es del tipo Lys-D-Asp, excepto en el caso de E. fuecalis que
es del tipo Lys-Ala, ;. Respecto a los marcadores quimiotaxonémicos, E. faecalis posee dimetil-
menaquinonas con 9 unidades de isopreno, mientras que E. casseliflavus y E. gallinarum
presentan menagquinonas que contienen 7 u 8 unidades de isopreno y el resto de las especies
carecen de menaquinonas y quinonas isoprenoides (Schleifer y Kilpper-Bilz, 1987).

Los enterococos son microorganismos quimidtrofos y su desarrollo depende
fundamentalmente de la presencia de hidratos de carbono. Asimismo, poseen un metabolismo
fermentativo, por 10 que son incapaces de sintetizar ATP por respiracién, pero, sin embargo, son
microorganismos anaerobios facultativos. Los enterococos son microorganismos catalasa-
negativos e incapaces de sintetizar citocromos; no obstante, se ha observado que E. faecalises
capaz de sintetizarlos en presencia de una fuente de hemina (Ritchey y Seeley, 1976). La
fermentacién de {a giucosa tiene lugar a través de 1a ruta metabélica de Embden-Meyerhof, con Ia
produccidn de ‘L-dcido l4ctico como principal metabolito final. Cuando los enterococos se
cultivan en medio liquido, ¢l pH final detectado es inferiora 4,2 (Bridge y Sneath, 1982). Bajo
condiciones de aerobiosis, estos microorganismos convierten la glucosa ademas a 4cido acético,
acetofnay CO, (London y Appleman, 1962) y, asimismo, se ha observado que en estas
condiciones la masa celular final es un 40% superior a la obtenida en condiciones de
anaerobiosis. En cuanto al aprovechamiento de las pentosas, todos 1os enterococos fermentan ia
ribosa (Bridge y Sneath, 1982), a excepcién de E. flavescens {(Pompei et a., 1992b).
Finalmente, algunos enterococos pueden también obtener energia a partir de 1a fermentacién de
diversos aminodcidos como la arginina o la serina (Devriese et dl., 1992). Aunque se dispone de
escasa informacién sobre la distribucién de los enzimas que intervienen en Ias rutas metabélicas,
se conoce que, por ejemplo, E. faecalisy E. avium poseen los enzimas superdxido dismutasa
(SOD), NADH oxidasa y NADH peroxidasa y, adem4s, los enzimas piruvato oxidasa y L-
lactato oxidasa, respectivamente. En lo que respecta a E. faecium, Zitzelsberger et af. (1984) han
confirmado la presencia de SOD, NADH oxidasa y L-lactato oxidasa.

Los enterococos presentan exigentes requerimientos nutritivos, siendo necesarios para su
crecimiento, al menos, 10 aminodcidos, bases piricas y pirimidinicas y ciertas vitaminas como,
entre otras, la biotina, el nicotinato, el pantotenato, la riboflavina y la piridoxina (Niven y
Sherman, 1944). Ademds, E. faecalis requiere dcido f6lico y, en el caso de utilizar el piruvato
como fuente de energia, lipoato (Deibel, 1964),

Los enterococos crecen en presencia de un 40% de sales biliares, hidrolizan la esculina, no
son inhibidos por un 0,04% de azida s6dica y presentan una respuesta positiva a la prueba de
MR-VP (produccién de 4cido y acetofna a partir de laribosa), excepto las especies E. flavescens
(MR negativo) y E. saccharolytcus(VP negativo). Por otra parte, las especies E. sulfureus y E.
saccharolyticus, as{ como las de los grupos E. avium y E. cecorum, no hidrolizan la arginina. En
cuanto a los patrones de fermentacién de hidratos de carbono, las especies del género
Enterococcus muestran una gran variabilidad, por lo que el andlisis de los mismos puede ser de
gran utilidad para su diferenciacién (Devriese et dl., 1993). Las especies del grupo E. gallinarum
son mdviles y las especies E. mundtii, E. casseliflavus, E. sulfureus y E. flavescens son
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pigmentadas. Los enterococos son microorganismos ureasa-negativos y algunas especies, como
las de grupo E. avium, son a-hemoliticas. En lo que respecta a las pruebas serolégicas, se tiene
constancia de que no todas las especies del género presentan el antigeno D de Lancefield; asi,
pues, estd ausente en las especies del grupo E. cecorum, en algunas cepas del grupo E. aviumy
en las especies E. saccharolyticus, E. dispary E. sulfureus. Asimismo, aunque la mayoria de los
enterococos se desarrollan a 10 y a 45°C, a valores de pH 4,4 y 9,6 y en presencia de un 6,5%
de NaCl, las especies E. dispar y E. sulfureus no crecena 45°C y las especies del grupo E.
cecorum no lo hacen a 10°C y, por otra parte, estas iltimas y las del grupo E. avium presentan
un crecimiento muy lento en presencia de un 6,5% de NaCl (Devriese et ., 1993; Devriesey
Pot, 1995).

En lo que respecta al contenido G+C, todas las especies del género presentan un 38-41
mol%, excepto en el caso de la especie E. casseliflavis, cuyo valor es ligeramente superior (41-
45 mol%).

11.2.3.2. Habitats

Los enterococos forman parte de 1a flora habitual del tracto intestinal del hombre y de
algunos animales (Tabla I1.4), influyendo favorablemente en su equilibrio microbiano (Devriese
etdl., 1992; Tannock, 1992). Algunas especies parecen mostrar una gran especificidad en cuanto
al hospedador, asi, por ejemplo, E. durans se ha aislado de intestinos humanos y de pollo, pero
no de otros animales de granja y E. faecium es la especie que se aisla con mayor frecuencia de
pollos sanos y de cerdos. Las especies que se aislan del hombre con mayor frecuenciason E.
faecalis y E. faecium, si bien la incidencia de estas dos especies parece estar influida por diversos
factores como, entre otros, la dieta y la edad del hospedador. As{, por ejemplo, en paises como
Reino Unido y Estados Unidos se aislan mayoritariamente cepas de E. faecalis, mientras que en
la India, Japén y Uganda la incidencia de E. faecium cs igual o superior a la de E. faecalis
(Finegold et al., 1974). Por otra parte, los pollos portan y excretan un alto contenido de E.
faecalis durante las primeras semanas de vida y durante su desarrollo desciende la presencia de
esta cepa; sin embargo, la poblacién de E. faecium se mantiene constante y aumenta la presencia
de E. gallinarum (Kaukas et al., 1986). En determinados hospedadores, se ha observado que los
enterococos constituyen la flora intestinal predominante durante 1os 2-3 primeros dias de vida, y
que tras aproximadamente 2 semanas su presencia se reduce considerablemente (Devriese et dl. ,
1992).

E. faecalisy E. faecium, asf como algunas especies pigmentadas, como E. mundtii y E.
casseliflavus, se han aislado también de plantas e insectos (Martin y Mundt, 1972). Por otra
parte, algunas especies de enterococos se han aislado de procesos clinicos en el hombre y en los
animales (G4lvez et al., 1986; Devriese et al., 1987, Facklam er al., 1989; Pompei etal., 1991).

Finalmente, los enterococos se han aislado de numerosos alimentos, entre los que se
incluyen la leche y los productos licteos (McKay, 1990; Viaemynck et al., 1994; Olasupo eral.,
1994; Torri Tarelli et al., 1994; Farfas et al., 1996), los embutidos crudos curados (Genigeorgis
et al., 1976; Garriga et al., 1993a; Samelis et al., 1994; Cintas et al., 1995, 1998a; Devriese et
al., 1995; Aymerich, 1996), los vegetales y los ensilados (McKay er al., 1990; Villani et dl.,
1993; Torri Tarelli et al., 1994), las aceitunas negras (Franz et al., 1996) y el pescado (Ben

28 Pilar Casaus Lara



II. Introduccion

Embarek et al.,, 1994).

I1.2.4. Actividad antimicrobiana de las bacterias lacticas

Las bacterias ldcticas contribuyen favorablemente en la conservacién de los alimentos en
general y de los productos cdmicos fermentados en particular debido a su capacidad de inhibirel
desarrollo de un gran nimero de microorganismos patégenos y/o alterantes presentes en la
materia prima y convertirse, por lo tanto, en la flora predominante de estos produtos. Los
principales mecanismos de antagonismo microbiano son la competencia por los nutrientes del
medio de cultivo o sustrato y la formacién de 4cidos orgdnicos (4cido l4ctico y acético), con el
consiguiente descenso del pH (Daeschel, 1989; Lindgren y Dobrogosz, 1990). Ademds, las
bacterias ldcticas producen otras sustancias antimicrobianas como el etanol, el di6xido de
carbono, el diacetilo, el acetaldehido, el peréxido de hidrégeno y otros metabolitos del oxigeno,
el benzoato, los isémeros D de los amino4cidos, la reuterina y otros compuestos no proteicos de
pequefio tamaifio molecular y, por dltimo, sustancias proteicas denominadas bacteriocinas
(Lindgren y Dobrogosz, 1990; Piard y Desmazeaud, 1991; De Vuyst y Vandamme, 1994b).
Debido al creciente interés, tanto de la comunidad cientifica como de los sectores industriales, en
la investigacién de las bacteriocinas como bioconservantes naturales de los alimentos formando
parte de un sistema de barreras miltiples, asi como a que el objetivo fundamental de este trabajo
es la caracterizacién bioquimica y genética de nuevas bacteriocinas de interés en la industria
alimentaria, las caracteristicas principales de estas sustancias antimicrobianas se describirdn
detalladamente en las secciones I1.3 y I1.4. No obstante, a continuacién se exponen brevemente
las caracteristicas mds relevantes y los mecanismos de accién de otros compuestos
antimicrobianos producidos por las bacterias ldcticas que también presentan interés desde un
punto de vista tecnolégico e higiénico-sanitario por su aplicacién como bioconservantesen la
industria alimentaria.

11.2.4.1. Acidos orgdnicos v gtanol

Los dcidos orgénicos, una vez sintetizados, son liberados al medio extracelular donde,
ademds de contribuir a las caracteristicas organolépticas del producto, inhiben o retardan el
desarrollo de un gran nimero de microorganismos alterantes y patégenos, entre 10s que se
encuentran E. coli, Pseudomonas spp., Salmonella spp. y Clostridium spp. (Przybylski y
Witter, 1979; Adams y Halls, 1988). También se ha descrito que los 4cidos orgénicos inhiben 1a
germinacién de las esporas de Bacillus cereus (B. cereus) (Wong y Chen, 1988) y CL
tyrobutyricum (Blocher y Busta, 1983) y, fundamentalmente el 4cido acético, el desarrollo de
algunos hongos y levaduras (Baird-Paker, 1980).

El efecto antimicrobiano neto de los dcidos orgdnicos débiles depende de la concentracién de
sus formas moleculares (fraccién no disociada) y aumenta, por lo tanto, a valores bajos de pH
(Rubin y Vaughan, 1979; Baird-Paker, 1980; Adamsy Halls, 1988). Las formas no disociadas
penetran en el interior de las células, interfiriendo con funciones metabélicas esenciales, como la
translocacidn de protones y sustratos, la fosforilacién oxidativa y la reduccién del pH intracelular
(Baird-Parker, 1980). Por otra parte, una elevada concentracién de protones (H*) en el medio
extracelular disminuye considerablemente su pH, asi como el pH intracelular, lo cual tiene
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efectos perjudiciales sobre la pared celular, membrana plasméticaexterna, espacio peripldsmicoy
membrana citoplasmdtica interna y contribuye, ademds, a la desnaturalizacién de diversos
enzimas y a la desestabilizacién de la permeabilidad y del potencial de las membranas (Booth y
Kroll, 1989).

11.2.4.2. Perdxido de hidrégen tros metabolit

En condiciones de aerobiosis las bacterias ldcticas sintetizan peréxido de hidrégeno a partir
de la forma reducida de la nicotinamida-adenin-dinucleétido, por accién de una flavoproteina
NADH:H,0, oxidasa (Condon, 1987). Asi mismo, estos microorganismos pueden generar
peréxido de hidrégeno a partir de los aniones superéxido (O,-) end6égenos, por accién de la
enzima superéxido dismutasa (SOD) o por accién del catién manganeso presente a elevadas
concentraciones (20-25 mmol/L)en el citoplasmade las bacterias I4cticas que carecen de SOD
(Archibald y Fridovich, 1981). Por otra parte, en presencia del peréxido de hidrégeno, los
aniones superéxido pueden generar radicales hidroxilo (-OH?) (De Vuysty Vandamme, 1994b).
El peréxido de hidrégeno formado se acumulaen el medio de cultivo o en el sustrato, ya que las
bacterias ldcticas no poseen catalasa en sentido estricto, debido a su incapacidad de sintetizar
hemoporfirinas; no obstante, estos microorganismos se autoprotegen de los efectos nocivos de
su acumulacién mediante un control de las acciones enzimdticas de 1a NADH:H,(, oxidasa, la
NADH:H,0 oxidasa y 1a NADH peroxidasa, a través de sus actividades pseudocataldsicas o por
su liberacidn al medio extracelular (Condon, 1987).

El efecto bactericida o bacteriostdtico del peréxido de hidrégeno, de los radicales hidroxiloy
de los aniones superdxido es debido a su elevado poder oxidante, que provoca (i) la
peroxidacién de los lipidos de membrana, incrementando de este modo la permeabilidad celular,
y (ii) la inactivacion de coenzimas (ej. coenzima A) y enzimas como, entre otras, la
gliceraldehido-3fosfato-deshidrogenasa, la lactato deshidrogenasa y la alcohol deshidrogenasa,
debido a la oxidacién de sus grupos sulfhidrilo (Kong y Davidson, 1980). Laelevada toxicidad
de estos compuestos también es debida a su capacidad de destruir estructuras bésicas moleculares
de las proteinas celulares y de producir dafios en el material genético, como la rotura de enlaces
intra e intercatenarios del ADN, la alteracién de bases nitrogenadas y la inhibici6én de la
replicacién cromosdémica (Piard y Desmazaud, 1991).

Debido al potente efecto antimicrobiano del peréxido de hidrégeno, se ha sugerido el empleo
como cultivos iniciadores de bacterias l4cticas productoras del mismo, principaimente del género
Lactobacillus. En este sentido, Gilliland y Speck (1977) comprobaron que la produccién de
peréxido de hidrégeno por Lb. acidophilus era parcialmente responsable de la inhibicién del
desarrollo de microorganismos patégenos de origen alimentario como, entre otros, St. aureus.

Finalmente, el per6xido de hidrégeno puede ejercer su efecto antimicrobiano de forma
indirecta al reaccionar con otras sustancias presentes en el sustrato y originar compuestos
antimicrobianos adicionales. Concretamente en la leche cruda, el peréxido de hidrégeno activael
sistema antimicrobiano lactoperoxidasa (SLP) ya que oxida el tiocianato, en una reaccién
catalizada por la lactoperoxidasa, produciéndose compuestos antimicrobianos como, entre otros,
el hipotiocianato y el tiocianégeno (Thomas, 1985). La toxicidad de estos compuestos parece ser
debida a su capacidad de oxidar los grupos sulfhidrilo de proteinas estructurales y enzimas
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metabdlicos vitales para los microorganismos, como la aldolasa, la hexoquinasa y Ia
gliceraldehido-3 fosfato-deshidrogenasa (Bjorck, 1985). Las bacterias l4cticas son capaces de
activar el sistema antimicrobiano lactoperoxidasa cuando se desarrollan en condiciones de
aerobiosis y resultan minimamente afectadas por el mismo (Carlsson et a., 1983). Por el
contrario, el SLP es un potente inhibidor del desarrollo de un gran nimero de bacterias Gram-
positivas, como Ls. monocytogenes y St. aureus, y Gram-negativas, como Pseudomonas
aureaginosa (Ps. aureaginosa), E. coli y S. typhimurium (Pruitt y Reiter, 1985).

11.2.4.3. Diéxido de carbono, diacetilo v acetaldehido

Las bacterias ldcticas heterofermentativas producen diéxido de carbono como metabolito
final de la fermentacion de las hexosas. Asimismo, algunas bacterias 1dcticas homofermentativas
son capaces de producir este compuesto a partir del malato y del citrato (London, 1990). La
produccién de didxido de carbono es muy importante desde un punto de vista tecnolégicoen la
industria l4ctea, ya que es responsable de la formacion de los “0jos” caracteristicos de algunos
tipos de quesos. Por otra parte, el diéxido de carbono ejerce una acccidn antimicrobiana frente a
diversos microorganismos, ya que crea condiciones de anaerobiosis en el sustrato en el que se
produce, contribuye a la disminucién del pH extra e intracelular y se acumula en la bicapa lipidica
de las membranas celulares provocando su desestabilizacion (Eklund, 1984). La actividad
antimicrobiana del di6xido de carbono es especialmente importante en la conservacion de carnes,
pescados, frutas, verduras y hortalizas refrigeradas para inhibir el crecimiento de
microorganismos psicrétrofos, y en la fermentacién de vegetales y ensilados para prevenir el
desarrollo de mohos (Lindgren y Dobrogosz, 1990).

Algunas bacterias ldcticas producen diacetilo, acetoina y 2-3 butanodiol a partir del piruvato
(Condon, 1987). La cantidad de diacetilo formado a partir de la fermentacién de las hexosas es
pequefia; no obstante, en presencia de citrato y otra fuente de energia metabolizable (hexosas) se
producen cantidades significativas de este compuesto, ya que el citrato es degradado, via
piruvato, a diacetilo (Starrenburg, 1991). Este, una vez sintetizado, se liberaal medio exocelular
donde, ademds de contribuir al desarrollo del aroma de los productos fermentados, como la
mantequillay algunos tipos de quesos, ejerce una accién antimicrobiana frente a un gran ndmero
de bacterias Gram-negativas como, entre otras, Enterobacter aerogenes, E. coli, Pseudomonas
spp. y Salmonelia spp. (Jack, 1982a), hongos y levaduras (Jay et al., 1983) y en menor medida
bacterias Gram-positivas como St. aureus (Jack, 1982b). Respecto al mecanismo de accién
antimicrobiano, Jay (1986) sugiere que ¢l diacetilo reacciona con la arginina de los enzimas
microbianos, inactivdndolos por el bloqueo o modificacién de sus centros cataliticos. Ademds, el
diacetilo inactivala protefna de unién de la arginina de las bacterias gram-negativas y de este
modo interfiere en la utilizacién de esta fuente de nitrégeno.

El acetaldehido es otro de los metabolitos producidos por las bacterias ldcticas
heterofermentativas a partir de los hidratos de carbono. Este compuesto es reducido a etanol por
accion de la NAD-alcohol dependiente deshidrogenasa, por 1o que la ausencia o represién de este
enzima se traduce en la secrecién y acumulacién de acetaldehido en el medio extracelular.
Asimismo, algunas bacterias l4cticas contienen una aldolasa que metabolizala treonina en
acetaldehido y glicina. Las bacterias ldcticas empleadas como cultivos iniciadores en la
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elaboracién del yogur (Lb. delbrueckii subesp. bulgaricus y S. thermophilus) no contienen el
enzima NAD-alcohol dependiente deshidrogenasa y producen acetaldehido a partir de la treonina
(De Vuysty Vandamme, 1994b), lo que confiere el aroma caracterfstico a este producto. Por otra
parte, Kulshrestha y Marth (1974a; 1974b; 1974¢) han demostrado que concentraciones de
acetaldehido entre 10-100 ppm inhiben el crecimiento de microorganismos alterantes y patégenos
de laleche, como St. aureus, S. typhimuriumy E. coli. Considerando estos resultados, y dada la
concentracién de acetaldehidoen el yogur (25 ppm), seria interesante la obtencién, mediante
técnicas de ingenierfa genética, de cepas hiperproductoras de esta sustancia, con el fin de
incrementar su eficacia como antagonistas del desarrollo de microorganismos no deseables.

{1.2.4.4. Reuterina

Lb. reuteri es una bacteria ldctica heterofermentativa que predomina en el tracto
gastrointestinal del hombre y de los animales y que fue aislada por primera vez por Lerche y
Reuter (1962). Axelson et d. (1989) comprobaron que cuando Lb. reuteri se desarrollaba bajo
condiciones de anaerobiosis en presencia de glicerol producia una sustancia, denominada
reuterina, con un tamaiio molecular de 200 dédltones (Da) y resistente a la accidn de enzimas
proteoliticos (Axelson et al., 1989). Posteriormente, la reuterina se aisld, purificé e identificd
como una mezclaen equilibrioc de monémeros, mondémeros hidratados y dimeros ciclicos del
compuesto p-hidroxipropionaldehido (Talarico et al., 1988; Talarico y Dobrogosz, 1989),
producido durante el metabolismo anaerobio del glicerolen una reaccién catalizada por la glicerol
deshidratasa dependiente de la coenzima vitamina B12 (Talarico et dl., 1988; Chung et dl.,
1989). Asimismo, el p-hidroxipropionaldehido puede ser reducido a 1-3 propanodiol por la
accién de un enzima oxidoreductasa dependiente NAD+ producido por Lb. reuteri (Talarico er
d., 1990). Estos dos enzimas forman parte de una ruta metabélica en la cual se utiliza el glicerol
como aceptor de hidr6geno durante el metabolismo fermentativo de los hidratos de carbono. Lb.
reuteri produce més B-hidroxipropionaldehido del que es reducido por lo que excreta su exceso al
medio donde ejercerd su accién antimicrobiana. El mecanismo de accién de la reuterina puede
consistir en la inactivacién de los enzimas que poseen grupos sulfhidrilo, tales como la
ribonucledtido reductasa, un enzima universal que catalizala primera etapa de la biosintesis del
ADN (Talarico y Dobrogosz, 1989).

La reuterina possee un amplio y potente espectro de acciéne inhibe el desarrollo de diversas
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, hongos, levaduras y protozoos (Axelson et dl.,
1989; Chung er d., 1989). En los ultimos afios se han publicado varios trabajos sobre la posible
utilizacién de Lb. reuteri y/o de la reuterina como bioconservantes en la industria alimentaria.
Daeschel (1989) observé que tras la adicion de reuterina a la came fresca de vaca disminufa
considerablemente el nimero de coliformes. Asimismo, Lindgren y Dobrogosz (1990)
propusieron la adicién de Lb. reuteri y glicerol para extender 1a vida util de productos frescos
perecederos, como los pescados refrigerados, ya que disminuye la tasa de microorganismos
Gram-negativos que presentan de forma natural.
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I1.3. BACTERIOCINAS DE LAS BACTERIAS LACTICAS

La primera vez que estableci§ la asociacién entre la actividad antimicrobiana de un
microorganismo y la produccidn de una sustancia fue en 1925, cuando Gratia observé que tras
cultivar una cepade E. coli V en medio liquido ésta producia una sustancia dializable y estable al
calor que inhibfa el desarrollo de E. coli, a lacual denomind colicina V (actualmente microcina,
Faith et al., 1992). Posteriormente, como resultado de las investigaciones de Fredericq (1948),
se describieron nuevas colicinas producidas por miembros de la familia Enterobacteriaceae que se
clasificaron en 20 tipos segtin su adsorcién especifica a determinados receptores. Este mismo
investigador observd que algunos estafilococos producian sustancias del tipo de las colicinas que
inhibfan el desarrollo de otros microorganismos de su mismo género y de otras bacterias Gram-
positivas pero no el de bacterias Gram-negativas (Fredericq, 1946).

En 1928, Rogers describi6é por primera vez la produccién de proteinas antimicrobianas por
bacterias lacticas, concretamente por las especies Streprococcus lactis (actualmente L. lactis
subesp. lactis) y Lactobacillus bulgaricus (actualmente Lb. delbrueckii subesp. bulgaricus).
Posteriormente, Matick y Hirsch (1947) observaron que diversas cepas de estreptococos del
grupo N de Lancefield producian un compuesto antimicrobiano y lo denominaron nisina (del
inglés nisin, Group N Inhibitory Substance y la terminaci6n -in, empleada cominmente para
designar los antibi6ticos). Asimismo, Whitehead (1933) describi6 la produccién de una sustancia
antimicrobiana por diversas cepas de L. lactis subesp. cremoris de origen ldcteo, a la cual
denominé diplococcina, debido a la ordenacién diplococal que mostraban las bacterias
productoras.

IL.3.1. Definicion y nomenclatura de las bacteriocinas

El término “bacteriocinas” fue propuesto por primera vez por Jacob etr al. (1953) con el
objeto de englobar las diferentes sustancias proteicas con actividad antimicrobiana producidas
por bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Las bacteriocinas se definieron como un grupo
de sustancias antimicrobianas de origen bacteriano del tipo de las colicinas, caracterizadas por (i)
su adsorcién a receptores de membrana especificos; (i) su actividad intraespecifica y, (iii) su
biosintesis letal (Hardy, 1975). Estudios posteriores acerca de las colicinas evidenciaron que
estas sustancias se caracterizaban, ademds, por (iv) poseer un componente proteico
biolégicamente activo; (v) ejercer un modo de accién bactericida y, (vi) por la localizacibn
plasmidica de los determinantes genéticos que codifican su produccién e inmunidad.

En la revisién de las bacteriocinas de las bacterias Gram-positivas de Tagg et al. (1976) se
considera que los seis criterios mencionados anteriormente son validos para las bacteriocinas
prototipo o colicinas pero que, sin embargo, las bacteriocinas de las bacterias gram-positivas
muestran discrepancias con algunos de ellos, concretamente el espectro de accién, la presencia de
receptores especificos, 1a localizacién de los determinantes genéticos y la biosintesis letal. Por
este motivo, Tagg er al. sugirieron que se debian considerar bacteriocinas a todas aquellas
sustancias antimicrobianas bacterianas que, al menos, cumpliesen los criterios (iv) y (v)
(presencia de un componente proteico biologicamente activo y un modo de accién bactericida).

En los tltimos afios se ha producido un extraordinario avance en la investigaciénde las
bacteriocinas de las bacterias Gram-positivas, y principalmente de las bacterias l4cticas, lo que ha
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permitido determinar su estructura y sus caracteristicas fisico-quimicas, as{ como elucidar su
modo de accién, la localizacién de sus determinates genéticos y los mecanismos implicadosen su
biosintesis, procesamiento, transporte y en la regulacién de su produccién. Como consecuencia
de los conocimientos generados tras estas investigaciones, en la dltima revisién de las
bacteriocinas de las bacterias Gram-positivas, Jack et al. (1995) proponen una nueva y mds
amplia definicién de las bacteriocinas basada en criterios diferentes a los empleados
tradicionalmente. Asi, pues, estos autores definen las bacteriocinas como un grupo heterogéneo
de sustancias antimicrobianas bacterianas de sintesis ribosomal que se secretan al medio
exocelular con 0 sin modificaciones posttraduccionales y que poseen un espectro de accién
antimicrobiano que puede ser reducido y limitado, al menos, a algunas cepas de su misma
especie; por otra parte, el microorganismo productor debe poseer algiin mecanismo que le
confiera inmunidad a su propia bacteriocina. )

Para unificar la nomenclatura de las bacteriocinas, Tagg et d. (1976) propusieron emplear
los mismos criterios que para los antibi6ticos; es decir, afiadir preferentemente el sufijo -cina al
nombre genérico del microorganismeo productor (gj. enterocinas, bacteriocinas producidas por
microorganismos del género Enterococcus) o, en su caso, al nombre de la especie (ej. curvacina,
bacteriocina producida por Lb. curvatus). Para diferenciar las bacteriocinas producidas por cepas
de la misma especie sugiricron afiadir a cualquiera de los términos anteriores letras consecutivas
del abecedario o bien el nombre arbitrario asignado a la cepa productora. No obstante, se han
originado situaciones confusas ya que estos criterios no se han aplicado en muchas de las
bacteriocinas identificadas posteriormente y se ha asignado el término bacteriocina a sustancias
poco caracterizadas. Asf, por ejemplo, se han empleado los términos carnobacteriocina,
carnocina, piscicolina y piscicocina para denominar las bacteriocinas producidas por distintas
cepas de la especie Carnobacterium piscicola. Asimismo, se han utilizado los nombres pediocina
Ay pediocina PA-1 para denominar las bacteriocinas producidas por P. pentosaceus FBB61 y
P. acidilactici PAC 1.0, respectivamente.

Por otra parte, se han asignado nombres diferentes a bacteriocinas que, una vez
caracterizadas, resultaron ser idénticasa otras descritas previamente (ej. pediocinas AcH, PC,
ID, 347, SJ-1, ULS y PO2, iguales que la pediocina PA-1; sakacina 674 y bavaricina A, iguales
que la sakacina P). Para evitar estas situaciones, Jack et al. (1995) han sugerido que no se asigne
un nombre especifico a una bacteriocina presumiblemente nueva hasta que no se conozca su
secuencia aminoacidica y la secuencia nucleotidica de su gen estructural y, hasta entonces,
proponen emplear para su denominacién el término BLIS (del inglés, Bacteriocin Like Inhibitory
Substance) acompaitado del nombre asignado a la cepa productora (ej. BLIS HL1, bacteriocina
producida por P. acidilactici HL1). Una vez confirmado que se trata de una nueva bacteriocina,
proponen denominarla empleando el nombre del género o de la especie del microorganismo
productor y el sufijo -cina (gj. pediocina HL1 o acidilacticinaHL1). Por otra parte, sugieren que
las bacteriocinas que tienen la misma estructura primaria (ej. pediocinas PA1/AcH, sakacina A /
curvacina A, diplococcina/lactococcina A), deberfan adquirir el nombre que originariamente s¢
asignd a la primeraque se menciond en la bibliograffa. En cuanto a la denominacién de los genes
que codifican la sintesis de las bacteriocinas y sus genes asociados, estos autores proponen
emplear la misma nomenclatura que la adoptada en el caso de la nisina. Asf, pues, para
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denominar los genes estructurales se deben emplear las tres primeras letras del nombre de la
bacteriocina correspondiente seguido de la letra A (ej. nisA, gen estructural de la nisina); en el
caso de bacteriocinas que requieren la presencia simultdnea de dos péptidos para su gjercer su
actividad bioldgica se deben afiadir niimeros consecutivos a la letra correspondiente (e]. Al y
A2). Para denominar los genes que codifican la proteina de inmunidad, la proteasa de
procesamiento y las protefnas implicadas en su transporte, modificaciones posttraduccionales y
regulacién proponen afiadir a las tres primeras letras del nombre las letras 7 (nis/, inmunidad); P
(nisP, proteasa); T, E, F, G (nisT, transporte); B, C, D (nisB, modificaciones) y R, K, Q (nisR,
reguladores). En cuanto a los genes que codifican productos de funcién desconocida sugieren
denominarlos con el término marco de lectura abierto u orf (del inglés, Open Reading Frame),
seguido de nlimeros consecutivos dependiendo del orden que ocupen en el operén
correspondiente (ej. orfl y orf2).

IL.3.2. Bacteriocinogenicidad de las bacterias lacticas

La bacteriocinogenicidad, o capacidad de producir bacteriocinas, es un fenotipo muy
extendido entre las bacterias licticas, como lo demuestra el que en la actualidad se hayan descrito
bacteriocinas de todos los géneros mds cominmente asociados con los alimentos: Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Carnobacterium y Enterococcus (De
Vuyst y Vandamme, 1994b; Cintas, 1995).

Desde que en 1988 Klaenhammer revisé por primera vez las bacteriocinas producidas por las
bacterias l4cticas han aparecido en la literatura otros excelentes trabajos de revisién en los que se
recopilan las principales caracteristicas bioquimicas y genéticas de este grupo de sustancias
antimicrobianas (Schillinger, 1990; Siiles y Hastings, 1991; Daeschel, 1992; Piard y
Desmazeaud, 1992; Klaenhammer, 1993; Nettles y Barefoot, 1993; Dodd y Gasson,1994;
Cintas, 1995; Jack etal., 1995; Sahl etal., 1995; Nes y Tagg, 1996; Nes eral., 1996).

A continuacién, se ofrece una revisién detallada de todas las bacteriocinas, caracterizadas o
no, producidas por bacterias del género Enterococcus. Asimismo, se recopilan las bacteriocinas
que se describieron por primera vez en los restantes géneros y las que actualmente estdn mejor
caracterizadas a nivel bioquimico y genético (Cintas, 1995; Jack et al., 1995; Nes y Tagg, 1996;
Nes eral., 1996).

11.3.2.1. Bacteriocinas del género Enterococcus

La capacidad bacteriocinogénica de las especies del género Enterococcus se conoce desde
hace tiempo (Kjems, 1955; Brock et al., 1963); no obstante, no se tuvieron pruebas certeras
hasta 1975, cuando Kramer y Brandis purificaron y caracterizaron parcialmente dos
bacteriocinas, las enterocinas E1A y E1B, producidas por cepas de E. faecium, activas frente a
otros enterococos y algunas especies del género Listeria. En la actualidad se han descrito mds de
40 bacteriocinas producidas por las especies E. faecium, E. faecalisy E. hirae, si bien atin no s¢
ha completado la caracterizacién de 1a mayorfa de ellas (Tablas I1.5 y 11.6). Una gran parte de los
enterococos bacteriocinogénicos de origen alimentario se han aislado de productos licteos
(McKay, 1990; Villani et al., 1993; Olasupo et al., 1994; Torri Tarelli et al., 1994; Vlaemynck et
d., 1994). No obstante, McKay (1990) aisl6 de ensilados vegetales varias cepas de E. faecium
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productoras de bacteriocinasy, a su vez, Ben Embarek et al (1994) y Franz er dl. (1996)
aislaron, respectivamente, cepas bacteriocinogénicas de E. faecium de filetes de pescado del tipo
sous-vide y de aceitunas negras. Por otra parte, Cintas ¢t al. (1995, 1998a) y Aymerich et al.
(1996) aislaron cepas bacteriocinogénicas de E. faecium de embutidos crudos curados espaifioles.
También se han aislado enterococos productores de bacteriocinasde heces de terneros sanos,
concretamente cepas de E. hirae (Siragusa, 1992) y E. faecium (Laukovd et al., 1993). Las
bacteriocinas sintetizadas por las distintas especies del género Enterococcus son muy interesantes
en la industria alimentaria ya que son compuestos termoestables y toleran un amplio rango de
pHs, si bien son m4s activas a valores dcidos; asimismo, la mayoria de estas sustancias son muy
activas frente a Listeria spp., por lo que, una vez caracterizadas, podrian emplearse como
bioconservantes en la prevencién de brotes de listeriosis de origen alimentario (Parente y Hill,
1992b; 1992c; Siragusa, 1992; Giraffa, 1995).

Las enterocinas mejor caracterizadas bioquimica y genéticamente hasta la fecha son la
enterocina 1146, producida por E. faecium DPC1146 (Parente y Hill, 1992a; 1992b; 1992¢;
Parente y Ricciardi, 1994); la enterocina A, producida por E. faecium CTC492 (Aymerich, 1996;
Aymerich et al., 1996) y las enterocinas LS0A y L50B, producidas por E. faecium L.50 (Cintas,
1995; Cintas et al, 1995; 1998a; 1998b). Asimismo, recientemente se ha descrito la
caracterizacién a nivel genético de la bacteriocina 31, producida por E. faecalis Y117, aunque adin
no se ha caracterizado bioquimicamente (Tomita et al., 1996).

I11.3.2.2. Bacteriocinas de los géneros Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus v Leuconostoc

Klaenhammer (1993) propuso clasificar las bacteriocinas del género Lactococcus en 4
grupos, atendiendo a la presencia de aminodcidos modificados posttraducionalmente, estabilidad
térmica y espectro de accién; los lantibidticos, las diplococcinas (Davey y Richardson, 1981), las
lactococcinas (Van Belkum et d., 1989; 1991a; 1992) y las lactostrepcinas (Kozak et al., 1978).
En la actualidad se han descrito mds de 50 bacteriocinas lactococales, producidas por las dos
subespecies de mayor importanciaen la industria lctea, L. lactisy L. cremoris, 1o que convierte
a este género en ¢l mds prolifico de las bacterias I4cticas, junto con el género Lactobacillus, en lo
que respecta a la produccién de bacteriocinas.

En el grupo de los lantibi6ticos se incluyen bacteriocinas con aminodcidos modificados
posttraduccionalmente que presentan un amplio espectro de accién frente a bacterias Gram-
positivas. El lantibi6tico nisina A, producido por diversas cepas de L. lactis, es la bacteriocina
mejor caracterizada a nivel bioquimico y genético (De Vuysty Yandamme, 1994c¢; Siegers et dl,
1995; Ra er dl., 1996) y la tinica aceptada internacionalmente como bioconservante alimentario
(Food and Drug Administration, 1988; Delves-Broughton, 1990). La nisina A posee un espectro
de accién bactericida muy amplio, que incluye la mayorfa de las bacterias Gram-positivas,
incluidos microorganismos alterantes y patégenos (Hurst, 1981; Harris ez al., 1992). Mulders et
al. (1991) aislaron e identificaron una variante natural de la nisina A, la nisina Z, producida por
otras cepas de L. lactis, que se diferencia solamente en el residuo aminoacidicoen posicién 27
(asparraginaen la nisina Z e histidina en la nisina A) y en que es algo més activa (Mulders et d. ,
1991; De Vos et al., 1993). Otros lantibibticos producidos por L. lactis son la lacticina 481
(Piard et dal., 1992) y la lactococcina DR (Dufour et al., 1991). Recientemente, se han
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Tabla IL.S. Bacteriocinas producidas por Enterococcus faecium
e e e e e e —

Bacteriocina Cepa Espectro Termoestabilidad Tamafio Referencias
productora de accion y tolerancia al pH molecunlar
Enterocina E1A E. faecium E1A Enterococcus spp. Termoestable? 10.000 Da Krimer y Brandis (1975)
Ls. innocua
Ls. monocytogenes
Enterocina E1B E. faecium E1B Enterococcus spp. Termolabil® >1.000 Kda Krimer y Brandis (1975)
Ls. innocua {parcialmente
Ls. monocytogenes purificada)
Enterococcina S£3 E. faecium 3 Enterococcus spp. 10 min. 100°C 9.000 Da Kramer et al. (1983)
Ls. monocytogenes
CL butyricum
Bacteriocinas (2) E. faecium NCIB2699 Listeria spp. ND ND McKay (1990}
E. faecium NCIB2702
Enterocina 1146 E. faecium DPC1146 E. faecalis, Lb. sake 10 min. 121°C, pH 5,0 3.000 Da Parente y Hill (1992b)
L. lactis pH 3,0-5,0 Parente y Hill (1992¢)
Cl perfringens
CL tyrobutyricum
Ls. monocytogenes
Bacteriocinas (3) E. faecium JBL1061 Enterococcus spp. 20 min. 121°C, pH 6,8 > 8.000 Da Arihara ef al. (1993)
E. faecium JBL1083 Lactobacillus spp. pH 3,0-10,0
E. faecium JBL1351 L. lactis cremoris
Ls. monocytogenes
Bacteriocina E. faecium CCM4231 Enterococcus spp. 30 min. 60°C ND Laukovai et al.(1993)

Streptococcus spp.
Staphylococcus spp.
Cl. perfringens
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Tabla ILS. (continuacion)
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Bacteriocina Cepa Espectro Termoestabilidad Tamafio Referencias
productora de accidn y tolerancia al pH molecular
Bacteriocina E. faecium 100 E. faecium, E. faecalis 5 min. 100°C >200.000 Da Kato et al. (1993)
Leuconostoc spp. pH < 5,0 {agregados)
Pediococcus spp.
Lactobacillus spp., L. lactis
Bacillus cereus
Enterocina 01 E. faecium NAO1 E. faecalis 5 min. 100°C, pH 2,060 ND Olasupo et al. (1994)
Lactobacillus spp. pH 2,0-6,0
L. lactis
Listeria spp.
Bacteriocinas (14) E. faecium Lb. plantarum pH 4,5-7,0 ND Ben Embarek ef al. (1994)
L. lactis
B. termosphacta
Clostridium spp
Ls. monocytogenes
Bacteriocina E. faecium 1C5 E. faecium, E. faecalis 1 min. 72°C, pH 5,5 ND Torri Tarelli et al. (1994)
Lacrobacillus spp.
Listeria spp.
St. qureus
ClL tyrobutyricum
Bacteriocinas (2) E. faecium RZSC5 Listeria spp. 15 min, 121°C, pH 4,5 2.500-3.000 Da Viaemynck et al. (1994)
E. faecium RZSC13 pH 4,5-6,5
Enterocina L50A E. faecium L50° Bacterias Gram-positivas 1,5 min. 121°C pH 4,5, 7,0 5.190 Da(L50A) Cintas (1995)
Enterocina L50B pH 2,0-11,0 5178 Da (L50B) Cintas et al. (1995)

Cintas et al. (1998a,b)

-
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Tabla ILS. (continuacion)
p————— — ——— — —  ——— ——— = - o ]

Bacteriocina Cepa Especiro Termoestabilidad Tamafio Referencias
productora de accién y tolerancia al pH molecular
Enterocina CRL35 E. faecium CRL35 Listeria spp. ND 3.000-4.000 Da Farias et al. (1996)
Enterocina A E. faecium CTC492 Lactobacillus spp. 20 min. 121°C 4.829 Da Aymerich (1996)
Pediococcus spp. Aymerich et al. (1996)
E. faecalis
Listeria spp.
Cl perfringens
Enterocina 900 E. faecium BFES00 Enterococcus spp. 15 min. 121°C ND Franz ¢t al. (1996)
Lb. sake pH 2,0-10,0
Listeria spp.

CL butyricum

3 os autores no mencionan las condiciones experimentales empleadas. bg. Jaecium L50 se identific6 inicialmente como P. acidilactici .50 y su bacteriocina se denominé
pediocina L50 (Cintas, 1995; Cintas ¢t al. 1995).
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Tabla IL6. Bacteriocinas producidas por Enterococcus faecalis y Enterococcus hirae

Bacteriocina Cepa Espectro Termoestabilidad Tamaiio Referencias
productora de accién y tolerancia al pH molecular
Enterocina LIQ4 E. faecalis K4 Enterococcus spp. 30 min. 80°C, pH 2,0 < 2.000 Da Kiihnen ef al. (1985)
Streptococcus spp.
Clostridium spp.
Ls. monocytogenes
Enterocina Bc-48 E. faecalis AS-48 E. faecalis pH 5,5-10 80.000 Da Lopez-Lara et al. (1991)
Bacteriocinas (3) E. faecalis NRIC1140 Ls. monocytogenes ND ND Arihara et al. (1991)
E. faecalis NRIC1140
E. faecalis NRIC1140
Enterocina 226NWC  E. faecalis 226 E. faecalis 30 min. 100°C 5.800 Da Villani ef al. (1993)
Listeria spp.
Bacteriocinas (3) E. faecalis X1 E. faecium, E. faecalis 1 min. 72°C, pH 5,5 ND Torri Tarelli et al. (1994)
E. faecalis X2 Lactobacillus spp.
E. faecalis X3 Listeria spp.
Streptococcus Spp.
St. aureus
Enterocina EFS2 E. faecalis EFS2 Lactococcus spp. 10 min. 100°C 7.000 Da Ryser er al. (1994)
Leuconostoc spp. pH 4,5-9,0 Maisnier-Patin et al. (1996)
Listerin spp.
St. aureus
Cl. tyrobutyricum
Enterocina 4" E. faecalis INIA4 Enterococcus spp. ND 7.166 Da Joosten et al. (1996)
Lactobacillus spp.
Listeria spp.

CL ryrobutyricum

e
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Tabla 11.6. (continuacion)
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Bacteriocina Cepa Espectro Termoestabilidad Tamaifio Referencias
productora de accion ¥ tolerancia al pH molecular
Bacteriocina 31 E. faecalis pYI17 Enterococcus spp. 10 min. 121°C 4.400 Da Tomita et al. (1996)
Ls. monocytogenes
Hiraecina § E. hirae Enterococcus spp. 60 min, 100°C ND Siragusa (1992)
Listeria spp.

*1La enterocina 4 es idéntica al antibitico AS-48 producido por E. faecalis AS-48 (Gélvez et al., 1989; Lépez-Lara er al., 1991).
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caracterizado molecularmente los genes que codifican su sintesis, lo que ha evidenciado la
identidad de ambas sustancias (Piard et al, 1993; Rince etal., 1994).

Las lactococcinas son las otras bacteriocinas mejor caracterizadas del género y se diferencian
de los lantibiéticos porque no contienen aminodcidos modificados y poseen un espectro de
accién mucho méds reducido, generalmente limitade a microorganismos filogenéticamente
préximos a la cepa o a la especie productora. Entre ellas se encuentran la lactococcina A
producida por L. cremoris (Van Belkum et al., 1989; Holo et al., 1991), la lactococcina B
producida por las especies L. cremoris y L. lactis (Van Belkum et d., 1992; Venemaet dl.,
1993), la lactococcina M producida por L. cremoris (Van Belkum erdl., 1991a) y la lactococcina
G producida por L. lactis (Nissen-Meyer et al., 1992). La lactococcinaM (Van Belkum ez dl. ,
1991a; Venema, 1995) y la lactococcina G (Nissen-Meyer et al., 1992) se diferencian del resto
de las lactococcinas porque su actividad biol6gica requiere la presencia simultdnea de dos
péptidos diferentes. Recientemente se ha descrito que la lactococcina A y la diplococcina
presentan la misma estructura primaria (Venema, 1995; Nes et al., 1995).

En lo que respecta al género Pediococcus, las especies P. acidilactici y P. pentosaceus son
las que presentan mayor capacidad bacteriocinogénica, caracterizindose sus bacteriocinas por la
ausencia de amino4cidos modificados posttraduccionalmente y por mostrar amplios espectros de
accidn frente a bacterias Gram-positivas. La primera bacteriocina descrita fue la pediocina A,
producida por P. pentosaceus FBB61 aislado de pepinillos en salmuera (Fleming et al., 1975;
Daeschel y Klaecnhammer, 1985; Piva y Headon, 1994). Posteriormente, Gonzilez y Kunka
(1987) identificaron la pediocina PA-1, producida por P. acidilactici PAC-1.0 aislado de carne
(Nieto-Lozano et dl., 1992; Henderson et dl., 1992). En ese mismo afio, Bhunia et al. (1987)
aislaron de un embutido crudo curado comercial, la cepa P. acidilactici H, que producfa una
bacteriocina, denominada pediocina AcH (Bhunia et al,, 1988). Posteriormente s¢ han
caracterizado molecularmente los genes que codifican la sintesis de la pediocina PA-1 (Marugg et
al., 1992) y de la pediocina AcH (Motlagh et al., 1992; Motlagh et al., 1994; Venema et al.,
19935) evidenciando que ambas sustancias son en realidad 1a misma bacteriocina. Recientemente
se ha identificado una cepa de Lb. plantarum, aislada de queso Munster, que también produce la
pediocina PA-1/AcH (Ennahar et al., 1996). La pediocina PA-1/AcH es, junto a la nisina, la
bacteriocina mejor caracterizada y la dnica empleada actualmente como bioconservante en la
industria alimentaria (Vandenberg, 1993; Ray y Hoover, 1993).

La tnica especie de interés alimentario del género Streptococcus es S. thermophilus. Este
microorganismo s¢ emplea como cultivo iniciador en una gran variedad de quesos vy,
conjuntamente con Lb. bulgaricus, en la elaboracién del yogur (Smith y Palumbo, 1981).
Asimismo, Villani et al. (1995) aislaron de yogur comercial la cepa §. thermophilus 347
productora de termofilina 347, una bacteriocina con una potente actividad anti-Listeria.
Recientemente se ha descrito la produccién de termofilina 13, una bacteriocina con un amplio
espectro de accion, por S. termophilus SFi13 (Marcisety Mollet, 1993; Marciset er al., 1997).
En cuanto a las demds especies de este género, las bacteriocinas mejor caracterizadas son Ia
estreptococcina A-FF22 producida por S. pyogenes FF22 (Tagg y Wannamaker, 1978; Hynes et
d., 1993) y la salivaricina A producida por S. salivarius 20P3 (Ross et al., 1993).

La mayoria de las especies productoras de bactenocinas del género Leuconostoc se han
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aislado de productos cérnicos envasados al vacio, de diversos productos licieos y de bebidas
alcohélicas (vino y sherry) (Hastings y Stiles, 1991; Héchard et dl., 1992). Hasta el momento s¢
han descrito mds de 14 bacteriocinas en este género, siendo las mejores caracterizadas a nivel
bioguimico y genéticolalencocina A-UALI187 producida por Le. gelidum A-UAL187 (Hastings
y Stiles, 1991), la mesentericina Y 103 producida por Lc. mesenteroides Y 105 (Héchard et al. ,
1992; Fremaux et d., 1995) y la leucocina B-Talla producida por Lc. carnosum Talla (Felix et
d., 1994). Por otra parte, la leucocina S, producida por Lc. paramesenteroides OX, presentaun
amplio espectro de accién, aunque atGn no se ha caracterizado adecuadamente (Lewus et dl.,
1992). Asimismo, es interesante destacar que Revol-Junelles et al. (1996) aislaron la cepa Lc.
mesenteroides FR52 que produce las mesentericinas 52B y 52A, esta dltima con una secuencia
aminoacidica idéntica a la mesentericina Y105.

11.3.2.3. teriocinas de los géneros Lactobaci ) terium

Las primeras referencias bibliograficas sobre la produccién de bacteriocinas por el género
Lactobacillus datan de los afios 60, cuando De Klerk y Coetzee (1961) analizaron 189 cepas de
lactobacilos homo y heterofermentativos y observaron que, aproximadamente, el 6% producian
sustancias bactericidas frente a otros miembros de la familia Lactobacillaceae. Desde entonces se
han identificado mds de 40 bacteriocinas, producidas por especies homofermentativas obligadas
(Lb. acidophilus, Lb. johnsonii, Lb. amylovorus y Lb. helveticus), heterofermentativas
facultativas (Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus'y Lb. sake) y heterofermentativas obligadas
(Lb. fermentum), muchas de ellas aisladas de productos cirnicos, encurtidos y bebidas. La
lactacina B (Barefoot y Klaenhammer, 1983), la acidocina B (Ten Brink ef al., 1994; Van der
Vossen etal., 1994), laacidocina A (Kanatani et al., 1995) y laacidocina J1132 (Taharaet al. ,
1996) estdn producidas por diversas cepas de Lb. acidophilus; la lactacinaF (Muriana y
Klaenhammer, 1991a) por Lb. johnsonii (Fujisawa et al., 1992); la lactobina A producida por
Lb. amylovorus (Contreras et al., 1997); la helveticinaJ (Joerger y Klaenhammer, 1986) y la
lactocina 27 (Upreti y Hinsdill, 1975) por Lb. helveticus; la caseicina 80 (Rammelsberg ez al. ,
1990) y la caseicina LHS (Dicks et al., 1992) por Lb. casei; 1a curvacina A (Tichaczek et al. ,
1992) por Lb. curvatus; las plantaricinas S y T (Jiménez-Dfaz et dl., 1993; liménez-Diaz er al. ,
1995) y la plantaricina C (Gonzdlez et al., 1994) por Lb. plantarum; 1a sakacina A (Schillingery
Liicke, 1989; Holck et al., 1992), la sakacina P (Tichaczek et al., 1992), la bavaricina MN
(Kaiser y Montville, 1996) y el lantibidtico lactocina S (Mortvedt y Nes, 1990; Mortvedt et al. ,
1991; Skaugen eral., 1994) por Lb. sake y, por ultimo, la fermenticina 466 de Lb. fermentum
(De Klerk y Smit, 1967). Recientemente, se han caracterizado molecularmente los genes que
codifican la sintesis de las sakacinas P y 674, producidas por Lb. sake LTH673 y 674,
respectivamente, evidenciando que ambas sustancias son la misma bacteriocina (Holck et a. ,
1994a; Tichaczek et dl., 1994). Por otra parte, la bavaricina A, producida por Lb. bavaricus
MI401 (Larsen et d., 1993), presenta una secuencia aminoacidica idéntica a la de la sakacina
P/674. Asimismo, Tichaczek etal. (1993) y Axelsson etdl. (1993) han demostrado la identidad
de la curvacina A y la sakacina A, producidas por Lb. curvams LTH1174 y Lb. sake Lb706,
repectivamente. En 1990, Daeschel et al. describieron el aislamiento y la capacidad
bacteriocinogénica de Lb. plantarum Cl11 y, posteriormente, Nissen-Meyer er al. (1993a)
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purificaron la bacteriocina, denomindndola plantaricina A, y sugirieron que se trataba de un
sistema de dos péptidos; sin embargo, estudios recientes han demostrado que la plantaricina A es
la proteina responsable de la induccidn de la sintesis de las plantaricinas EF, JK y N de Lb.
plantarum C11 (Diep et al., 1995; 1996; Anderssen et al., 1998).

Respecto al género Carnobacterium, Ahn y Stiles (1990a) y Schillinger y Holzapfel (1990)
fueron los primeros en describir la produccién de bacteriocinas por diversas cepas de las especies
C. piscicola, C. divergens y C. gallinarum. Ahn y Stiles (1990b) aislaron una cepa de C.
piscicola de carne envasada al vacfo, identificadacomo C. piscicola LV17, que mostraba una
intensa capacidad bacteriocinogénica asociada a la presencia de dos pldsmidos, denominados
pCP40 y pCP49. Posteriormente, estos autores realizaron ensayos de curacién con esta cepa y
aislaron dos mutantes, que denominaron LV17A (pldsmido pCP49) y LV17B (pld4smido pCP40)
(Ahn y Stiles, 1992). La cepa mutante LV17A produce la carnobacteriocina A (Worobo et dl. ,
1994) y la cepa mutante LV17B produce las camobacteriocinas BM1 y B2 (Quadri er al., 1994).
Por otra parte, Schillinger y Holzapfel (1990) aislaron 18 cepas de una coleccién de 37
Carnobacterium spp. que mostraban actividad inhibidora frente a otras carnobacterias. De ellas,
destaca la cepa C. piscicola LV61, que produce la piscicolina 61 y es activa ademds frente a
Enterococcus spp. y Listeria spp. Estudios a nivel molecular, han evidenciado que la piscicolina
61 y la camobacteriocina A son la misma sustancia (Holck er d., 1994b). Otras bacteriocinas de
este género son 1a carnocina UI49, producida por C. piscicola UI49 aislado de filetes de pescado
(Stoffels etal., 1992a; 1992b), la piscicolina 126, producida por C. piscicola JG126 aislado de
productos cdrnicos (Jack et al, 1996), las piscicocinas VIa y VIb, producidas por
Carnobacterium piscicola VI aislado de filetes de pescado (Pilet et dl., 1995) y, por ultimo, la
divergicina A, producida por C. divergens LV13 aislado de carne envasada al vacio (Worobo et
d., 1995). Estudios a nivel molecular realizados recientemente pusieron de manifiesto que la
piscicocina VIb es idéntica a la carnobacteriocina BMI (Bhugaloo-Vial etal., 1996).

I1.3.3. Clasificacién de las bacteriocinas de las bacterias lacticas

Klaenhammer (1993) propuso clasificar las bacteriocinas de las bacterias licticas en 4 clases,
atendiendo a su estructura y naturaleza quimica, tamaiio molecular, presencia de aminodcidos
modificados, estabilidad térmica y modo de accién:

Clase I: lantibidticos, bacteriocinas de pequefio tamafio molecular (<5KDa) que contienen
amino4cidos poco usuales y modificados posttraduccionalmente.

Clase II: bacteriocinas de pequefio tamafio molecular (<10 KDa), termoestables, que no
contienen aminodcidos modificados y que actdan a nivel de la membrana citoplasmdtica. Las
bacteriocinas de la clase II se dividen, a su vez, en los siguientes grupos:

(ITa) péptidos que presentan en su extremo N-terminal la secuencia YGNGV
(donde, Y, tirosina; G, glicina; N, asparragina y V, valina), denominada secuencia
consenso, y que muestran una potente actividad inhibidora frente a Listeria spp.

(ITb) bacteriocinas que requieren para ser activas la presencia simultdnea de dos péptidos
diferentes y que actian mediante un mecanismo de formacién de poros en la
membrana citoplasmadtica.

(IIc) bacteriocinas tiol-activadas o péptidos que para ejercer su actividad antimicrobiana
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requieren la presencia de residuos de cistefna reducidos, representadas Gnicamente por
la lactococcina B (Venema eral., 1993).
Clase III: bacteriocinas de elevado tamafio molecular (>30 KDa) y termolébiles (se inactivancon
tratamientos térmicos de 60-100°C durante 10-15 min). La mayorfa de estas bacteriocinas son
producidas por especies del género Lactobacillus (Fremaux y Klaenhammer, 1993).
Clase IV: bacteriocinas complejas, constituidas por una parte proteica y una o mds fracciones
lipidicas y/o glucidicas necesarias para su actividad biol6gica.

Durante los ultimos afios se han caracterizado bioquimica y genéticamente nuevas
bacteriocinas de las bacterias licticas, la mayorfa de ellas pertenecientes a la clase 11, lo que ha
dado lugar a la modificacién de la clasificacién establecida por Klaenhammer (1993).
Recientemente, Nes er al. (1996) han propuesto una nueva clasificacién de las bacteriocinas
(TablaIl.7) en la cual se mantienen las clases I, II y Il establecidas por Klaenhammer (1993) y
se sugiere que se debe completarla caracterizacién bioquimica de las bacteriocinas constituidas
aparentemente por una parte proteicay una o m4s fracciones lipidicas y/o glucidicas (clase IV)
antes de reconocerlas como una clase de bacteriocinas. En 1o que respecta a las bacteriocinas de
la clase II, por una parte, se excluye el grupo de las bacteriocinas tiol-activadas (grupo llc;
Klaenhammer, 1993), ya que los trabajos realizados por Venema et al. (1996a) han puesto de
manifiesto que ni la presencia ni el estado reducido de los residuos de cistefna de 1a lactococcina
B son esenciales para su actividad biol6gica. Por otra parte, estos autores proponen agrupar las
bacteriocinas de la clase II en los siguientes grupos:

(I1a) Bacteriocinas del tipo pediocina o péptidos que contienen la secuencia consenso

(YGNGV) en su extremo N terminal y que muestran una potente actividad anti-
Listeria.

(ITb) Bacteriocinas que requieren para ser activas la presencia simultdnea de dos péptidos
diferentes.

(IIc) Bacteriocinas secretadas a través de la ruta general de secrecién (GSP, del inglés
General Secretory Pathway) dependiente de un péptido sefial (sistema sec-
dependiente).

Atendiendo a esta clasificacién, algunas bacteriocinas descritas recientemente y
caracterizadas por ser bacteriocinas no lantibidticos de pequefio tamafio molecular y
termoestables (clase II), entre ellas la lactococcina B (Van Belkum er &.,1991a; Venemaet dl. ,
1995), lalactococcina A (Van Belkum et dl., 1991a; Holo erd., 1991; Stoddard ez dl., 1992), 1a
carnobacteriocina A/Piscicolina 61 (Worobo et al., 1994; Holck et al., 1994b) y las enterocinas
L50A y L50B (Cintas et al., 1998b) no se pueden clasificar en ninguno de los grupos
establecidos. Por otra parte, la bacteriocina 31 (Tomita et al., 1996} es una bacteriocina del tipo
pediocina que se secreta por el sistema sec-dependiente, por lo que podria clasificarse tanto en el
grupo I1a como en el grupo ¢ (Tabla I1.7).

Las bacteriocinas pertenecientes a las clases [ y Il son las mds extendidas entre las bacterias
lacticas y, por lo tanto, las que han sido mejor caracterizadas durante los ultimos afios. Por otra
parte, debido a sus caracterfsticas fisico-quimicas, son excelentes candidatos para ser empleados
como bioconservadores en la industria alimentaria. Las bacteriocinas de ambas clases difieren
claramente en 1o que respecta a su estructura primaria y a la maquinaria necesaria para su sintesis
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M
Tabla IL7. Clasificaciéon de las bacteriocinas de las bacterias lacticas

P e e e

Bacteriocinas Microorganismo productor Referencias

CLASE 1 (lantibi6ticos)
Nisina A L. lactis De Vuyst y Vandamme (1994¢)
Nisina Z L. lactis De Vuyst y Vandamme (1994c)
Salivaricina A S. salivarius 20P3 Ross et al. (1993)
Estreptococcina A-FF22 S. pyogenes FF22 Jack er al. (1994)
Lacticina 481 () L. lactis CNRZ481 Piard et al. (1992)
Lactococcina DR oy L. lactis ADRIASSLO30 Dufour et al. (1991)
Carnocina Ul49 C. piscicola U149 Stoffels et al. (1992b)
Lactocina S Lb. sake 1AS5 Mortvedt et al. (1991)

CLASE II

Grupe Ila (tipo pediocina)

Pediocina PA1 @
Pediocina AcH @
Leucocina A-UAL187
Mesentericina Y105
Sakacina A 3
Curvacina A (3
Sakacina P (s
Sakacina 674 4
Bavaricina A (4
Acidocina A
Carnobacteriocina BM1
Carmobacteriocina B2
Enterocina A

Grupo Ib {sistemas de dos péptidos)}

Lactococcina M (M/N)
Lactococcina G (Ga/GB)
Lactacina F (Fa/Fx)
Plantaricina S (o/f)
Termeofilina 13 (ThmA/ThmB)
Plantaricinas EF y JK
Acidocina J1132 (o/B)

P. acidilactici PAC-1.0
P. acidilacrici H

Le. gelidum UAL1RT
Lc. mesentergides Y105
Lb. sake 1LB706

Lb. curvams 1.,TH1174
Lb. sake LTH673

Lb. sake 1.B674

Lb. bavaricus M1401
Lb. acidophifus TK9201
C. piscicola L.V1TB

C. piscicola LVITB

E. faecium CTC492

L. cremoris 9B4

L. lactis LMG2081

Lb. johnsonii VPI11088
Lb. plantarum LCPO10
S. thermophilus SFil3
Lb. plantarum C11

Lb. acidophilus JICM1132

Henderson et al. (1992)
Bhunia et al, (1988)
Hastings et al. (1991)
Héchard et al. (1992)
Holck et al. (1992)
Tichaczek et al. (1992)
Tichaczek et al. (1992)
Holck et al. (1994a)
Larsen et al. (1993)
Kanatani et al. (1995)
Quadri et al. (1994)

Quadsi ef al. (1994)
Aymerich et al. (1996)

Van Belkum er i, (1991a)
Nissen-Meyer et al. (1992)
Allison et al. (1994)
Jiménez-Diaz et al. (1995)
Marciset et al. (1997)
Diep et al. (1996)

Tahara et al. (1996)
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Tabla I1.7. (continuacién)

Bacteriocinas Microorganismo productor Referencias

Grupo 1lc (sec-dependientes)

Acidocina B Lb. acidophilus M46 Leer et al. (1995
Divergicina A C. divergens LV13 Worobo et al. (1995)
Bacteriocina 312 E. faecalis Y117 Tomita et al. (1996)

Otras bacteriocinas®

Lactococcinas A y B L. cremoris 9B4 Van Belkum ¢t al. (1991a)

L. lactis WM4 Stoddard et al. (1992)

L. cremoris LMG2130 Holo et al. (1991)
Camobacteriocina A @) C. piscicola LV17A Worobo et al. (1994}
Piscicolina 61 (5 C. piscicola LV61 Holck er al. {1994b)
Enterocinas L50A y L50B E. faecium L50 Cintas et al. (1998b)

CLASE III

Helveticina J Lb. helveticus 481 Joerger y Klacnhammer (1986)
Caseicina 80 Lb. casei BSD Rammelsberg ¢ al. (1990)

—— ——————————— L ——— ]
Las bacteriocinas con el mismo niimero entre paréntesis tienen idéntica secuencia aminoacidica; ®Esta bacteriocina puede

incluirse también en el grupo la; bBacteriocinas de la clase It que no se pueden incluir en ningun grupo.
Fuente Nes ef al. (1996).
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y procesamiento; no obstante, s¢ han descrito algunas bacteriocinas de la clase I (fantibi6ticos),
entre las que se incluyen la salivaricina A (Ross et d., 1993), la estreptococcina A-FF22 (Hynes
etd., 1993) y la lacticina 481/ lactococcina DR (Piard et al., 1993; Rince et d., 1994), cuya
secreci6n depende de los mismos mecanismos de procesamiento y transporte que los de las

bacteriocinas de la clase II (Havarstein et al., 1994; Havarstein etal., 1995a).

IL.4. CARACTERISTICAS DE LAS BACTERIOCINAS DE LAS BACTERIAS
LACTICAS

Las bacteriocinas de las bacterias ldcticas constituyen un grupo heterogéneo de sustancias
antimicrobianas de sintesis ribosomal, la mayoria de ellas ain no bien caracterizadas, por lo que
establecer unas caracter{sticas comunes a todas ellas s una tarea casi imposible. No obstante, a
continuacién se¢ resumen sus principales propiedades ffsico-quimicas (naturaleza, tamaiio
molecular, composicién aminoacidica y estructura quimica, termorresistencia, estabilidad al pH,
etc...), espectro antimicrobianoy modo de accidn. Asimismo, se revisan los mecanismos
bioquimicos responsables de su inmunidad, biosintesis, procesamiento, transporte y regulacitn
de su produccidn, asi como, la organizacién molecular y la caracterizacién de los determinantes
genéticos implicados en estos procesos.

I1.4.1. Propiedades fisico-quimicas de las bacteriocinas

Aunque por definicién las bacteriocinas son sustancias de naturaleza proteica, se han descrito
algunas que presentan en su molécula componentes glucidicos y/o lipidicos, ademds de una
fraccién proteica. Asi, por ejemplo, laleucocina S (Lewus erdl., 1992) y lalactocina 27 (Upreti,
1994) son glicoproteinas; la mesenterocina 52 (Sudirman et af., 1994) es de naturaleza
lipoproteica y 1a fermenticina (De Klerk y Smit, 1967) es un complejo glucolipoproteico. No
obstante, estas conclusiones se obtuvieronempleando bacteriocinas parcialmente purificadas por
lo que, hasta que estas bacteriocinas se purifiquen a homogeneidad, no se puede asegurarque su
actividad biolégica requiera la presencia de las fracciones glucidicas y/o lipidicas. En este
contexto, Jiménez-Diaz et d. (1993) sugirieron la presencia de una fraccién glucolipidicaen la
plantaricina S; sin embargo, estos autores descartaron posteriormente esta hip6tesis al purificara
homogeneidad esta bacteriocina por cromatografia de fase reversa y obtener dos péptidos que
mantenian su actividad biolégica (Jiménez-Diaz et al., 1995).

Los lantibi6ticos constituyen una clase especial de bacteriocinas caracterizadas por presentar
en su composicién aminodcidos poco usuales y modificados posttraducionalmente, como la
dehidroalanina (Dha), 1a dehidrobutirina (Dhb), la lantionina o la B-metil-lantionina. Los
aminodcidos Dha y Dhb proceden de Ia deshidratacion de la serina y la treonina, respectivamente.
La condensacion de Dha o Dhb con residuos de cisteina, mediante enlaces tioéter, origina los
aminodcidos lantionina y B-metil-lantionina, respectivamente. Dentro de este grupo se incluyen,
entre otras, lanisina Ay Z (De Vuysty Vandamme, 1994¢), la lacticina481 (Piard et al., 1992,
1993), la estreptococcina A-FF22 (Jack et dl., 1994), la salivaricina A (Ross et af., 1993), Ia
lactocina S (Skaugen, 1994 Skaugen etal., 1997), lacarnocina UT 49 (Stoffels erdl., 1992b)y,
probablemente, la plantaricina C (Gonzélez et al., 1994).

El resto de las bacteriocinas de las bacterias ldcticas carecen de aminoécidos modificados
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posttraduccionalmente, por lo que, de forma general, se denominan bacteriocinas no
lantibi6ticos. Atendiendo al contenido en cisteina que presentan en su composicién aminoacidica,
se pueden establecer establecer los siguientes grupos: (i) cistibi6ticos, bacteriocinas que
presentan dos o mds residuos de cistefna entre los que se establecen puentes disulfuro y que
incluyen la pediocina PA-1/AcH, con dos puentes disulfuro establecidos entre Jas posiciones 9-
14 y 24-44 (Henderson et dl., 1992; Motlagh ez al., 1992; Nieto-Lozano et dl., 1992; Chen et
a., 1997) y la leucocina A-UAL187, con un puente disulfuro entre las posiciones 9 y 14
(Hastings et al., 1991); otras bacteriocinas con posibidad de formar puentes disulfuro son la
mesentericina Y 105, las sakacinas A y P, la lactacina F, las carnobacteriocinas A, BM1 y B2
(Jack et al., 1995) y la enterocina A (Aymerich, 1996); (ii) tiolbiéticos, bacteriocinas que
contienen un solo residuo de cisteina y que para ser activas requieren que esté en su forma
reducida (en este grupo se incluyé inicialmente la lactococcina B (Venemaer dl., 1993; 1996a) y
(iii) bacteriocinas que carecen de residuos de cisteina, entre las que se encuentran las
lactococcinas A, M y G (Van Belkum er al., 1991a; Nissen-Meyer er d., 1992). Jack et dl.
(1995) propusieron emplear el contenido en cistefna como un criterio para diferenciar el espectro
de accidn de las bacteriocinas, basdndose en el hecho de que el enlace tiol establecido entre los
residuos de ciste{na podria tener un papel similar a la activacién de los grupos tiol de las toxinas
de las bacterias Gram-negativas; as{, pues, diferenciaron un espectro de accién amplio para las
bacteriocinas con dos puentes disulfuro, intermedio para las bacteriocinas que contienen dos
residuos de cisteina y reducido para aquéllas que carecen de cisteina o contienen un dnico
residuo. Por otra parte, dentro de las bacteriocinas no lantibidticos, s¢ pueden establecer otro
grupo, constituido por aquellas que para ser activas requieren la presencia simultdnea de dos
péptidos, como, entre otras, la lactococcinaM (Van Belkum et dal., 1991a), la lactococcina G
(Nissen-Meyer et al., 1992), lalactacina F (Allison et a., 1994), la plantaricina S (Jiménez-Diaz
etd., 1995), la acidocinaJ1132 (Tahara et al., 1996), las plantaricinas EF y JK (Diep et dl.,
1996; Anderssen et al., 1998), lalactobina A (secuencia similar a la lactacina F) (Contreras et al.,
1997), la termofilina 13 (Marciset et al., 1997) y las enterocinas L50A y L50B (Cintas ez . ,
1998b). La actividad antimicrobianade la lactococcinaG y de la lactococcina M requiere la
presencia simultdnea de ambos péptidos (Ga-GB y M-N, respectivamente), ya que ningurno de
ellos posee actividad antimicrobiana por si mismo; sin embargo, en el caso de la lactacina F, la
lactobina A, la plantaricina S, las plantaricinas EF y JK, latermofilina 13 y las enterocinas LS0A
y L50B, uno o los dos péptidos del sistema posee actividad antimicrobiana de forma
independiente, si bien la presencia simultdnca de ambos produce un efecto sinérgico en la
actividad antimicrobiana.

En lo que respecta al tamafio molecular de las bacteriocinas, los lantibidticos son péptidos
pequeiios que contienen entre 19 y 37 residuos aminoacidicos, es decir entre 1.959 y 4.000
dédltones (Da), aproximadamente. La carnocina UI49, con una tamaifio molecular de 4.635 Da
(Stoffels et d., 1992a), s el lantibibtico de mayor tamaifio caracterizado hasta el momento (Nes y
Tagg, 1996). Por otra parte, dentro de las bacteriocinas no lantibiéticos se pueden establecer dos
grupos (Klaecnhammer, 1993; De Vuyst y Vandamme, 1994b): (i) péptidos pequefios, con un
tamafio molecular inferior a 10.000 Da, entre los que se incluyen la diplococcina (Davey y
Richardson, 1981}, la lactococcina A (Holo ez al., 1991; Van Belkum et dl., 1991a), lalactocina
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27 (Upreti, 1994), la lactacina F (Muriana y Klaenhammer, 1991a; 1991b), la sakacina
Afcurvacina A (Holck et dl., 1992; Tichaczek er d., 1992), la sakacina P/674/bavaricina A
(Tichaczek et al., 1992; Larsen et al., 1993; Holck et dl., 1994a; Tichaczek et dl., 1994), la
pediocina AcH/PA-1 (Bhunia et al., 1987; 1988; Motlagh ez ., 1992; Henderson er al., 1992;
Nieto Lozano et d., 1992), la leucocina A-UAL187 (Hastings et dl., 1991), la enterocina A
(Aymerich, 1996, las carnobacteriocinas A, BM1 y B2 (Quadri et dl., 1994; Worobo et d.,
1994) y las enterocinas L50A y L50B (Cintas et d., 1998b) y (ii) proteinas con un tamaiio
molecular superior a 30.000 Da, como, por ejemplo, la helveticinaJ (Joerger y Klaenhammer
1986; 1990) y la caseicina 80 (Rammelsbergetal., 1990).

La mayoria de las bacteriocinas de pequefio tamaiio molecular son catiénicas (a pH 7),
hidréfobas y presentan un elevado punto isoeléctrico (Jack et dl., 1995). Otra caracteristica
observada entre numerosas bacteriocinas no lantibiéticos de pequefio tamaiio moleculares la
presencia en su extremo N terminal de la secuencia consenso YGNGV (Nieto-Lozano et dl. ,
1992; Quadri et al., 1994; Bhugaloo-Vial et al., 1996). Las bacteriocinas que presentan esta
secuencia se denominan bacteriocinas del tipo pediocina, por ser la pediocina PA-1/AcH Ia
primera descrita y la mejor caracterizada, y destacan por ejercer una gran actividad anti-Listeria
(Nes et d., 1996). Entre las bacteriocinas del tipo pediocina mejor caracterizadas hasta el
momento se incluyen, ademds de la pediocina AcH/PA-1 (Bhunia etal., 1987; 1988; Motlagh ¢¢
a., 1992; Henderson et al., 1992; Nieto Lozano et dl., 1992; Marugg et dl., 1992), laleucocina
A-UAL187 (Hasting y Stiles, 1991), la mesentericina Y 105 (Héchard et al., 1992), la sakacina
Afcurvacina A (Holck er dl., 1992; Tichaczek et d., 1992), la sakacina P/674/bavaricina A
(Tichaczek et al., 1992; Larsen et al., 1993; Holck et dl., 1994a; Tichaczek et al., 1992), la
acidocina A (Kanatani et al., 1995}, las carnobacteriocinas BM1 y B2 (Quadriet &., 1994), la
enterocina A (Aymerich, 1996) y la bacteriocina 31 (Tomita er al,, 1996) (Tabla I1.7). Otras
bacteriocinas del tipo pediocina son las piscicocinas Vla y Vl1b, esta Gltima idénticaa la
carnobacteriocina BM1 (Bhugaloo-Vial er d., 1996), la piscicolina 126 (Jack et dl., 1996), la
bavaricina MN (Kaiser y Montville, 1996) y la enterocina CRL35 (Farfas eral., 1996).

Las bacteriocinas producidas por las bacterias l4cticas se caracterizan por ser generalmente
estables a valores de pH 4cidos o préximos a la neutralidad, lo que indicala adaptacién de estas
sustancias a las condiciones ambientales de los sustratos en los que se desarrollan las bacterias
productoras (Cintas, 1995). La nisina y las lactostrepcinas son, sin embargo, extremadamente
sensibles a este parimetro; la solubilidad y estabilidad de la nisina decrece de un pH 6ptimo de
2,0 a un pH de 6,0, inactivindose reversiblemente a pH 7,0 (Hurst, 1981); las lactostrepcinas
son establesy activas a valores de pH entre 4,2 y 5,0 y se inactivan reversiblementea pH 7,0 y
8,0 (Kozak et al., 1978). Resultados similares se han descrito para la plantaricinaC (Gonzélez et
al., 1994), leucocina A-UAL-87 (Hastings et al., 1991) y enterocina {146 (Parente y Hill,
1992b). Por otra parte, la mayoria de las bacteriocinas descritas son activas en un amplio rango
de pH (Cintas, 1995), generalmente entre valores de 3,0- 9,0, como, por ejemplo, la lacticina
481 (Piard er al, 1990), la caseicina 80 (Rammelsberg y Radler, 1990), las enterocinas
JBL1061, JBL1083 y JBL.1351 (Arihara et al., 1993), lacarnocina U149 (Stoffels ez al., 1992a)
y la pediocina PA-1/AcH (Bhunia et al., 1988). La tolerancia a valores de pH ain mds extremos,
entre 1,0-2,0 y 10,0-11,0, se ha descrito para la acidocina B (Ten Brink et al., 1994) y la
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bavaricina A (Larsen et al., 1993).

La termorresisiencia es una caracteristicamuy extendida entre las bacteriocinas de las
bacterias l4cticas, si bien, depende de una serie de factores como, entre otros, el grado de
purificacién de las bacteriocinas, 1a presencia de moléculas termoprotectoras y el pH (Tagg et al. ,
1976). La resistencia de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas al autoclavadoy a los
tratamientos a 100 y a 121°C empleando sobrenadantes libres de células es una caracteristica muy
generalizada (Cintas, 1995). No obstante, la termoestabilidad disminuye cuando los tratamientos
térmicos se realizan con las bacteriocinas purificadas parcialmente 0 a homogeneidad, como se ha
comprobado con la lactacina B (Barefooty Klaenhammer, 1984), 1a carnocina U-149 (Stoffels et
al., 1992a) y la sakacina P (Tichaczek et al,, 1992), entre otras. La nisina purificada, sin
embargo, se caracteriza por su elevada termoestabilidad a un pH de 2,0, permaneciendo activa
tras su calentamiento a 100°C durante 10 min. (Hurst, 1981). En la bibliografia se han descrito
algunas bacteriocinas, en su mayor parte producidas por lactobacilos, muy inestables a los
tratamientos térmicos, aun sin estar purificadas, como es el caso de la caseicina 80
(Rammelsberg y Radler, 1990), l1a helveticina J (Joerger y Klacnhammer, 1986) y la enterocina
01 (Olasupo et al., 1994). La termoestabilidad de las bacteriocinas, al igual que sucede con otras
proteinas, estd intimamente relacionada con el pH; asi, pues, se han descrito numerosas
bacteriocinas que son mis termorresistentes a pH 4cido, como, por ejemplo, la leucocina A-
UAL-187 (Hastings er al., 1991), 1a mesentericina YOS (Héchard et al., 1992), las enterocinas
L50A y L50B (Cintas, 1995; Cintas etal., 1995) y la enterocina 1146 (Parente y Hill, 1992b).

11.4.2. Purificacion de las bacteriocinas

Las bacteriocinas son sustancias que se liberan al medio exocelular por lo que, generalmente,
el primer paso para su purificacién consiste en la obtencién y concentracién del sobrenadante
libre de células (Muriana y Luchansky, 1993; Venema er d., 1997). Algunas bacteriocinas se
encuentran en su estado nativo en forma de complejos macromoleculares o agregados
inespecificos de elevado tamafio molecular (30-300 KDa) que pueden enmascarar total o
parcialmente su actividad antimicrobiana durante el proceso de purificacién, asi como inducir a
errores en la determinacidn de su tamaiio molecular; concretamente, las bacteriocinas de pequefio
tamafio molecular y naturaleza altamente apolar interaccionan ficilmente con el material
extracelular de las células lisadas (fragmentos de la pared celular y micelas de los 4cidos
lipoteicos) o con otros componentes apolares del medio de cultivo (ej. lipidos y dcidos grasos del
agente tensoactivo no idénico Tween 80) (Muriana y Kiaenhammer, 1991a; Mortvedt et al, 1991,
Contreras et al., 1997). En estos casos, los complejos macromoleculares se pueden disgregar
mediante el empieo de agentes disociantes como la urea o el SDS (Muriana y Klaenhammer,
1991a; Gonzédlez etal., 1994), por ultrafiltracién (Muriana y Klaenhammer, 1987) o eliminando
el material lipidico mediante extracciones con metanol-cloroformo o etanol-dietiléter (Contreras et
al., 1997). Una vez recuperadas las bacteriocinas del sobrenadante, éstas se pueden concentrar
mediante técnicas que permitan la separacién de las diversas fracciones en funcién de su tamafio
y/o naturaleza quimica, siendo las mds empleadas (i) 1a filtracién mediante didlisis (Schillinger y
Liicke, 1989; Parente y Hill, 1992) o ultrafiltracién (Muriana y Klaenhammer, 1991a; Ten Brink
et d., 1994); (ii) la precipitacién de las proteinas empleando sales, como el sulfato aménico
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(Holo et d., 1991), o 4cidos (Hastings et al. 1991) y (iii) la extraccidn de las proteinas con
solventes orgdnicos, como el butanol y el etanol (Piva y Headon, 1994). Asimismo, la
concentracién se puede realizar mediante desecacién a vacio o liofilizacién; no obstante, esta
técnica no elimina los componentes del medio de cultivo ni aquéllos que puedan interferir
posteriormente la purificacién (Schillingery Liicke, 1989). El proceso de concentracién, aunque
es necesario para reducirel volumen inicial de trabajo y recuperar las bacteriocinas del medio de
cultivo, no es muy selectivo, por lo que para obtener bacteriocinas con un alto grado de pureza,
las muestras se han de someter a otras técnicas que permitan separar las bacteriocinas de las
restantes fracciones proteicas en base a sus propiedades y caracterfsticas fisico-quimicas.

Considerando que la mayoria de las bacteriocinas de las bacterias ldcticas son péptidos de
pequefio tamafio molecular, catiénicos (a pH 7,0) e hidréfobos, el grupo de investigadores del
Laboratorio de Tecnologia Genética Microbiana (LMG) de la Universidad Agricola de Noruega
(NLH, Aas, Noruega) disefid, bajo la direccién del Prof. Dr. Ingolf F. Nes, el siguiente
protocolo para su purificacién a homogeneidad: (i) precipitacién de las proteinas con sulfato
amoénico, (ii) cromatografia de intercambio caténico, (iii) cromatografia de interaccifn
hidrofébicay (iv) cromatograffa de fase reversaen un sistema de FPLC (del inglés, Fast Protein
Liquid Chromatography). Posteriormente, este protocolo ha sido aplicado con éxito para la
purificacién a homogeneidad de un gran nimero de bacteriocinas como, entre otras, la
lactococcina G (Nissen-Meyer er d., 1992), la pediocina PA-1 (Nieto-Lozano et d., 1992;
Cintas, 1995; Cintas et al., 1998a), la sakacina P y la curvacina A (Tichaczek et al., 1992), la
bavaricina A (Larsen et al., 1993), las enterocinas L50A y L50B (Cintas et al., 1998a,b) y los
lantibiéticos nisina A (Cintas, 1995; Cintas et al., 1998a) y carnocina UI49 (Stoffels et dl.,
1992b). Un protocolo similar en el que se incluye la cromatografia de filtracién en geles ha sido
empleado exitosamente para la purificacién del lantibidtico lactocina S (Mortvedt et al., 1990;
Cintas, 1995; Cintas et al., 1998a) y de sistemas de dos péptidos, como la lactacinaF (Muriana
y Klaenhammer, 1991a) y la plantaricina S (Jiménez-Dfaz et al., 1995). Hastings et al. (1991)
propusieron un protocolo similar que incluye (i) precipitacién de las protefnas con HC! 12N, (if)
cromatografia de interaccién hidrofébica, (iii) cromatograffa de filtracién en gel y (iv)
cromatograffa de fase reversa en un sistema de HPLC (del inglés, High Pressure Liquid
Chromatography). Estos autores observaron que el empleo de cromatografia de intercambio
cationico y didlisis, asf como de condiciones de alcalinidad, reducfan considerablemente la
actividad durante el proceso de purificacién de la leucocina A-UAL187. El grupo dirigido por ei
Prof. Gerald Venema (Groningen, Paises Bajos) propuso un protocolo de purificaci6n
empleando una metodologia que excluye el uso de columnas cromatogréficasy que se realizaen
tres pasos: (i) precipitacion de las bacteriocinas con etanol enfriado, (ii) isoelectroenfoque y (iii)
ultrafiltracion. Venema et al. (1997 purificaron la lactococcina A y la pediocina PA-1 con este
protocolo y lograron una recuperacién del 41 y 30%, respectivamente.

Por otra parte, Yang et al. (1992) desarrollaron una metodologfa basada en la capacidad de
las bacteriocinas de adsorberse inespecificamente 2 otras bacterias Gram-positivas, incluidos los
microorganismos productores. La adsorcién de las bacteriocinas se produce eficientemente en
células inactivadas por calor y es mixima a valores de pH cercanos a la neutralidad (6,0),
consiguiéndose su liberaciéna pH 2,0. Una vez obtenida la suspensién con las bacteriocinas,
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ésta se dializa, se concentra por liofilizaciény se aplica a una columna de fase reversaen un
sistema de HPLC. Yang et dl. (1992) purificaron la pediocina PA-1, la leucocina Leml, la nisina
y lasakacina A, obteniendo una recuperacién al final del proceso de 106, 96,2, 93,3 y 44,3%,
respectivamente. Posteriormente, otros autores han empleado esta metodologia para la
purificacién de la pediocina ULS (idéntica a la pediocina PA-1/AcH) (Daba et al., 1994), las
mesentericinas 52A (idénticaa la mesentericina Y105) y 52B (Revol-Junelles ez al., 1996) y la
pediocina AcM (Elegado et d., 1997), aunque sus rendimientos fueron menores que los
obtenidos por Yang etal. (1992).

I1.4.3. Espectro de accién de las bacteriocinas

La heterogeneidad en el espectro antimicrobiano de las bacteriocinas de las bacterias licticas
permite clasificarlas en tres grupos: (i) bacteriocinas con espectro de accién reducido y limitadoa
otras cepas de la especie del microorganismo productor, como la lactococcina A (Holo et al.,
1991) o la caseicina 80 (Rammelsberg erdl., 1990), o bien a otras especies de su mismo género,
como la lactocina 27 (Upreti, 1994) y la lactacina B (Barefoot y Klaenhammer, 1983); (ii)
bacteriocinas con espectros de accién intermedios que inhiben ademds a otros géneros de
bacterias ldcticas y a bacterias Gram-positivas como, entre otras, especies de los géneros
Listeria, Staphylococcus y Clostridium. En este grupo se encuentran la lactacina F (Murianay
Klaenhammer, 1987), la lacticina 481 (Piard et ., 1990), la plantaricina C (Gonzdlez et dl.,
1994) y las plantaricinas S y T (Jiménez-Diazet al., 1993), entre otras, y (iii) bacteriocinas de
amplio espectro de accién que inhiben a un gran mimero de bacterias Gram-positivas entre las
que se incluyen, ademds de las anteriores, especies de los géneros Propionibacterium y Bacillus.
Eneste grupo se incluyen la nisina A y Z, que también inhiben la germinacién de las esporas de
Clostridium spp. y Bacillus spp. (Hurst, 1981; Harris et al., 1992; Vandenbergh, 1993), la
pediocina AcH/PA-1 (Bhunia eral., 1987; 1988; Henderson etdl., 1992), la leucocina S (Lewus
etd., 1991) y las enterocinas L50A y L50B (Cintas et al., 1995; 1998a). Las bacteriocinas de
las bacterias licticas purificadas a homogeneidad no inhiben el desarrollo de las bacterias Gram-
negativas bajo condiciones normales; es decir, sin la presencia de agentes quimicos o
condiciones de pH que dafien la integridad de la pared celular (Kalchayanand er d., 1992;
Stevens etal,, 1991).

En los dltimos afios se ha observado que las bacteriocinas del tipo pediocina se caracterizan
por su potente actividad antimicrobiana frente a bacterias del género Listeria. Entre estas
bacteriocinas anti-Listeria destacan la pediocina PA-1/AcH (Bhunia et al., 1987; 1988; Pucci et
al., 1988; Henderson etdl., 1992), producida por diversas cepas de P. acidilactici; la leucocina
A-UAL187 (Hasting y Stiles, 1991} y la mesentericina Y105 (Héchard et al., 1992), producidas
por Leuconostoc spp.; la sakacina A (Holck et dl., 1992), la sakacina P (Tichaczek et al., 1994)
y la acidocina A (Kanatani erd., 1995) producidas por Lactobacillus spp.; las carnobacteriocinas
BM1ly B2 producidas por Camobacteriumspp. (Quadri et al., 1994) y la enterocina A
(Aymerich, 1996), producida por Enterococcus faecium CTC492.

II.4.4. Modo de accion de las bacteriocinas

La mayoria de las bacteriocinas de las bacterias licticas actian de modo bactericida frente a
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los microorganismos sensibles, aunque se han descrito algunas, como la lactocina 27 (Upreti y
Hinsdill, 1975), 1a leucocina A-UAL187 (Hastings y Stiles, 1991) y la leucocina S (Lewus et
d., 1992) que ejercen un modo de accién bacteriostdtico. La actividad bactericida de las
bacteriocinas puede ir acompaidada de la lisis celular del microorganismo sensible (bacteriocinas
bacterioliticas), como sucede con la nisina A (Bierbaum y Sahl, 1991), la plantaricina C
(Gonzilez et al., 1994) y la enterocina EFS2 (Maisnier-Patin, 1996). Las bacteriocinas cuya
accion bactericidano causa lisis celular son las mds numerosas, incluyéndose entre ellas las
lactostrepcinas (Kozak er al., 1978), lalacticina 481 (Piard eral., 1990), la lactococcina A (Van
Belkum et al., 1991b), la lactacina B (Barefoot y Klaenhamer, 1983), la acidocina B (Ten Brink
et al., 1994), la plantaricina 8 (Jiménez-Dfaz ez al., 1993), la helveticina J (Joerger y
Kiaenhammer, 1986), la sakacina P (Schillingery Liicke, 1989}, la enterocina 226 NWC (Villani
et al., 1993), las 3 bacteriocinas producidas por E. faecium JBL1061, JBL1083 y JBL1351
(Arihara et al., 1993), 1a enterocina 900 (Franz et al., 1996) y la enterocina A (Aymerich, 1996).

La pared celular de las bacterias Gram-positivas permite la entrada de moléculas
relativamente grandes, de modo que parece poco probable que las bacteriocinas necesiten la
presencia de receptores especificos andlogos a los receptores de las colicinas, localizadosen la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas (Jack et al., 1995). Parece ser que el
mecanismo inicial de contacto de las bacteriocinas con las células sensibles se produce a través de
una interaccidén inespecifica con los polimeros superficiales anidnicos (4cidos teicoicos o
lipoteitoicos) presentes de forma general en la pared celular de las bacterias Gram-positivas
{Bhunia et al., 1991; Abee, 1995; Jack et dl., 1995). Algunos autores postulan que tras este
primer contacto electrostitico no especifico las bacteriocinas no lantibiéticos, concretamente la
lactococcina A, requieren la presencia de receptores especificos en la membrana citoplasmatica
(Van Belkum et al., 1991b). Por el contrario, ensayos realizados con la pediocina PA-1 sobre
liposomas de Ls. monocytogenes y céiulas sensibles de este microorganismo, asf como otros
experimentos similares realizados con la mesentericina Y103 y la termofilina 13, han puesto de
manifiesto que, al igual que sucede en el caso de los lantibiéticos, no es necesaria la presencia de
receptores especificos (Kordel et dl., 1989; Jack eral., 1995; Maftah er dl., 1993; Marciset et al.
1997; Chen etal., 1997).

Las bacteriocinas de las bacterias Gram-negativas, concretamente las colicinas, actian sobre
las células sensibles estableciendo la formacién de canales i6nicos y/o ejerciendo una actividad
nucledsica (Pugsley, 1984b). Diversos estudios de membranay transporte activo realizados con
bacteriocinas de las bacterias ldcticas, asf como estudios predictivos topolégicos a partir de sus
secuencias aminoac{dicas, concretamente con la lactococcina A (Van Belkum et al., 1991b), la
lactococcina B (Venemaetdal., 1993), lalactococcinaG (Nissen-Meyeretal., 1992), 1alactacina
F (Abee et al., 1994b), la acidocina J1132 (Tahara et d., 1996), la acidocina J1229 (Tahara y
Kanatani, 1996), la bavaricina MN (Kaiser y Montville, 1996), la termofilina 13 (Marciset ez dl. ,
1997), la pediocina PA-1 (Bhunia et a., 1991; Chikindas et d., 1993; Chen er dl., 1997) y 1a
nisina A/Z (Gao et al,, 1991; Garcia-Garcerd er al., 1993; Abee et a., 1994a) permiten
hipotetizar que las bacteriocinas son proteinas activas a nivel de membrana cuyo mecanismo de
acci6én primario es la formacién de poros o canales i6nicos en la membrana citoplasmaitica de las
células sensibles (Abee, 1995). La composicién y disposicién de los fosfolipidos de membrana

54 Pilar Casaus Lara



I1. Introduccidn

(ej. composicién de las cabezas polares y de las cadenas hidrocarbonadas) influye
significativamente en la eficacia de la asociacién de las bacteriocinas con la membrana
citoplasmética, en su insercién en la misma y en la consiguiente formacién del poro (Abee,
1995). En este contexto, se ha demostrado que lanisina A de L. lactis se asocia a fosfolipidos
cargados negativamente y a liposomas no energizados que los contienen, lo que indica que la
interaccién electrostitica entre los tres residuos catiénicos de lisina de la bacteriocina y los
fosfolipidos aniénicos, como el fosfatidilglicerol (PG) y/o el difosfatidilglicerol (cardiolipina),
contribuyen, junto con las interacciones hidrof6bicas, a la unién de la nisina a la membrana
citoplasmética {Garcfa-Garcerd et al., 1993; Abee, 1995; Driessen et al., 1993). Por estarazén,
la eficacia de la nisina A en la formacién de poros disminuye en presencia de cationes di- y
trivalentes (ej. Mg+2, Ca+2 y Gd+3), ya que éstos neutralizan la carga negativa de las cabezas
polares de los fosfolipidos aniénicos, lo que induce, a su vez, las condensacibn de los
fosfolipidos y, por tanto, un aumento de la rigidez de 1a membrana citoplasmética. Resultados
similares se han obtenido con lalactacinaF de Lb. johnsonii VPI11088 (Abee et al., 1994b). Por
otra parte, la disposici6n de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos influye en la fluidez
de la membrana citoplasmdtica y, por tanto, en la eficacia de estas bacteriocinas en la formacién
de los poros (Abee er al., 1994a,b; Abee, 1995). En este contexto, se ha demostrado que la
eficacia antimicrobiana de la lactacinaF frente a E. faecalis disminuye al descender la temperatura
ya que aumenta la ordenacién, y por tanto la rigidez, de la membrana citoplasmadtica, lo que
dificultaria la insercién de las moléculas de bacteriocina y, por consiguiente, disminuiria Ia
probabilidad de formacién de los poros (Abee et al., 1994b).

Las bacteriocinas poseen secuencias aminoacidicas que permiten la formacién de l4minas B y
hélices o, estructuras secundarias caracterfsticas de proteinas que establecen interacciones con la
membrana citoplasmdtica. El modelo de prediccin topolégica propuesto por Ocjius y Young
(1991) consiste en la formacién de estructuras anfifilicas multiméricas en forma de barril
constituidas por un nimero indeterminado de bacteriocinas integradas y estabilizadasen la
membrana por sus hélices o transmembrana. En primer lugar se integran en la membrana las
estructuras helicoidales transmembrana de cada una de las moléculas peptidicas {mondmeros) vy,
seguidamente, agregany se forma el barril, en el que las partes hidrofilicas se exponen hacia el
interior y las hidrof6bicas hacia la membrana celular. Cuando se han agregado suficientes
péptidos, la repulsidn electrostdticaque se crea entre sus cargas positivas parece ser la fuerza
impulsora de la apertura del poro o canal. En el modelo propuesto por Driessen et al. (1995) para
la nisina, los monémeros se asocian primero en la superficie de la membrana citoplasmdticay,
seguidamente, se insertan en la bicapa lipidica formando el poro; debido a las atracciones
electrostéticas entre las cabezas aniénicas de los fosfolipidos y los aminodcidos catiénicos de la
bacteriocina, aquiellas se introducen también y rodean externamente al poro en toda su longitud.
La formacién de los canales i6nicos, con la consiguiente desestabilizacion de la integridad de la
membrana, provoca un flujo pasivo de pequefias moléculas, tales como iones (potasio, fosfato),
aminodcidosy ATP, a través de su bicapa lipidica, con lo que se produce ademds una reduccién
o disipacién del potencial de membrana (Sahl, 1991). Los bajos nivelesde ATP intracelular y la
carencia de iones y cofactores producen la inhibicién de la sintesis de macromoléculas tales como
el ADN, el ARN, las proteinas y los polisacaridos, 1o que unido a la imposibilidad de maniener
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el transporte activo de nutrientes conllevarfa al cese del crecimiento bacteriano y, en ulima
instancia, a la muerte celular (Koninsky, 1982). Algunos autores sugieren que la lisis de los
microorganismos sensibles producida por las bacteriocinas bacterioliticas podria deberse a la
liberaci6n de enzimas autoliticos que en condiciones normales estdn ligados electrostdticamente a
los polimeros superficiales anidnicos (dcidos teicoicos o lipoteitoicos) de la pared celular (Jack er
d., 1995; Bierman y Sahl, 1991). Alternativamente, los canales pueden provocar la entrada de
agua en el interior celular y, consecuentemente, la lisis por choque osmético (Ocjiusy Young,
1991). Los lantibiéticos necesitan un minimo de energfa para la formacién de los canales (Jack et
d., 1995; Abee et d., 1994a; Abee, 1995); lanisina, por cjemplo, requiere para ser activa que
las membranas de las células sensibles tengan un potencial de membrana negativo en el interior
celular y/o que exista un gradiente de pH (alcalino en el interior celular) (Ruhr y Sahl, 1985; Gao
et al., 1991; Garcia-Garcerd et d., 1993; Abee erdl., 1994a). Por el contrario, las bacteriocinas
no lantibiGticos, entre ellas, la lactococcina A (Van Belkum er al.,1991b), la lactococcina B
(Venema et al,, 1993), la leuconocina S (Bruno y Montville, 1993), la mesentericina Y105
(Maftah, eral., 1993), la pediocina PA-1 (Bhuniaetal., 1991; Chikindas er al., 1993; Yuhuan et
d., 1997) y la lactacina F (Abee et a., 1994b) ejercen su accién antimicrobiana
independientemente del potencial de membrana.

IL4.5. Inmunidad y resistencia

Las bacterias l4cticas productoras de bacteriocinas poseen un mecanismo especial de defensa
(inmunidad) que les protege de la toxicidad de sus propias bacteriocinas (Tagg et al., 1976;
Klaenhammer, 1993; Jack et dl., 1995). Este mecanismo depende principalmente de una proteina
de inmunidad especifica de cada bacteriocina, la cual se expresa concomitantemente a 1a misma
pero no requiere el sistema de procesamiento y transporte necesario para la liberacién al medio
exocelular de 1a bacteriocina (Nes et d., 1996). No obstante, se ha sugerido que la inmunidad
podria estar mediada también por la acci6n de proteasas intracelulares que inactivarfan la
bacteriocina en las células productoras (Abee, 1995; Jack et al., 1995; Allison y Klaenhammer,
1996) .
El andlisis genético de 1as hipotéticas proteinas de inmunidad descritas hasta la fecha permite
generalizar que se trata de péptidos pequefios, constituidos aproximadamente por 51-154 aa, con
un elevado punto isoeléctrico (pI) y que poscen generalmente dominios hidrofébicos, lo que
sugiere su localizacién en la membrana plasmitica (Fremaux et al., 1993). Las proteinas de
inmunidad asociadas a las bacteriocinas constituidas por un sistema de dos péptidos contienen
110-154 aa y presentanentre 3 y 5 hélices a transmembrana (Fremaux et dl., 1993; Van Belkum
et d., 1991a), mientras que las del resto de las bacteriocinas son menores (51-113 aa) y poseen
unicamente 1-2 hélices a transmembrana o carecen de ellas (Marugg et of., 1992; Nissen-Meyer
etdl., 1993b; Van Belkum et al., 1992; Axelsson y Holck, 1995; Quadri erdl., 1995a; Quadrier
d., 1995b; Diep, 1996; Tomita et dl., 1996; Quadri etal., 1997b). Hasta la fecha, las protefnas
de inmunidad asociadas a la lactococcina A (LciA)y a la camobacteriocina B2 (CbiB2) son las
Unicas que ha sido purificadas a homogeneidad y caracterizadas genéticamente (Van Belkum et
d., 1991a; Stoddard et al., 1992; Nissen-Meyer et d., 1993b; Quadri et dl., 1994; Venema et
d., 1994; Quadriet d., 1995a; Quadrier d., 1997b). En 1995, Abee propuso que las proteinas
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de inmunidad interaccionan con las moléculas de bacteriocina libres en el medio extracelular,
impidiendo de este modo su adsorcién a 1a superficie celular y el consiguiente establecimiento de
los poros; no obstante, experimentos bioguimicos realizados con las proteinas de inmunidad de
la lactococcina A (Venema et dl., 1994; Venema, 1995) y de la camobacteriocina B2 (Quadri et
d., 1995a) permiten descartar esta modelo ya que estas protefnas no actian desde el exterior
celular. La LciA estd constituida por 98 aa, no presenta modificaciones posttraduccionales y se
localiza tanto en la membrana celular como intracelularmente. El andlisis informético de su
secuencia aminoacidica revel6 que la regién comprendida entre los residuos 29 y 47 es muy
hidréfoba y puede constituir una hélice o transmembrana. De acuerdo con el modelo propuesto
por Venema et af. (1994), esta hélice o interacciona con una proteina transmembrana
(posiblemente el receptor de la lactococcina A) y se inserta en la membrana citoplasmdtica,
quedando el extremo N-terminal de la LciA en el citoplasmay su extremo C-terminal en ¢l
exterior. Mediante su unién al receptor, la LeiA previene la insercidn de la lactococcina A en la
membrana y, por tante, impide que la bacteriocina ejerza su accién antimicrobiana. La fraccién
de LciA localizada en el interior celular constituiria un reservorio desde el que las moléculas se
dirigirfan a la membrana al tener lugar la sintesis de nuevas moléculas del receptor (Venema,
1995). No obstante, el modelo propuesto es meramente tedrico ya que ain no se han identificado
los receptores especificos de la lactococcina A (Nes et al., 1996). Otros modelos sugieren que las
proteinas de inmunidad interaccionan con las moléculas de bacteriocina que se encuentran
formando los poros, por lo que estos se desestabilizan y/o sellan (Abee, 1995).

El concepto de inmunidad como un sistema que permite a las células productoras sobrevivir
en presencia de su propia bacteriocina se debe diferenciar del concepto de resistencia o tolerancia
de un microorganismo a una bacteriocina determinada. El mecanismo de resistencia bacteriana a
las bacteriocinas no se ha elucidado ain, pero puede deberse a la pérdida o modificaciénde los
receptores especificos de dicha bacteriocina, a variaciones en la fluidez de la membrana
citoplasmitica o a la sintesis de una proteina de resistencia (Klaenhammer, 1993). En este
contexto, s ha descrito que mutantes espontdneos de Ls. monocytogenes resistentes a la nisina
contienen un elevado porcentaje de cadenas hidrocarbonadas lineales y muy pocas cadenas
ramificadas, lo que da lugar a una menor fluidez de 1a membrana citoplasmdtica y, por lo tanto, a
una menor eficacia antimicrobiana de la bacteriocina (Abee et al, 1994a; Abee, 1995).
Asimismo, se ha observado la capacidad de diversos microorganismos resistentes a la nisina de
sintetizar un enzima reductasa, denominado nisinasa, que destruye a esta bacteriocina (Harris et
al., 1992).

11.4.6. Biosintesis de las bacteriocinas

Las bacteriocinas se sintetizanen los ribosomas en forma de prepropéptidos biolégicamente
inactivos (preprobacteriocinas) (Jack et al., 1995; Nes et al., 1996). Estos precursores contienen
un dominio propéptidico C-terminal (probacteriocina) el cual es liberado, tras el procesaminento
de la preprobacteriocina en un punto caracteristico de su extensién N-terminal (punto de
procesamiento), y, concomitantemente, secretado al medio exocelular, con o sin modificaciones
posttraduccionales, en forma de péptido activo o bacteriocina madura (Schnell et d., 1988; Holo
et d., 1991; Freund y Jung, 1992; Van Belkum er dl., 1997). Las extensiones N-terminales
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(secuencias lider del tipo doble glicina o péptidos sefial) desempefian un papel muy importante
en el reconocimientoy procesamiento de las preprobacteriocinas y determinan el tipo de
mecanismo implicado en el transporte de la probacteriocina correspondiente. Asimismo, las
extensiones N-terminales mantienen inactivas biolégicamente las bacteriocinas en el interior
celulary, por lo tanto, protegen al microorganismo productor de sus efectos téxicos (Jack etal.,
1995; Nes et al., 1996). En lo que respecta a las modificaciones posttraduccionales de las
probacteriocinas (establecimiento de anillos tioéter en los lantibi6ticos y de puentes disuifuro en
las bacteriocinas del tipo pediocina, por ejemplo), se ha sugerido que posiblemente tengan lugar
después de la translocacién ya que la presencia de estas estructuras ciclicas o plegamientos
dificultaria considerablemente la translocacién de la bacteriocina a traves de la membrana
citoplasmdtica (Jack et al., 1995).

En los iltimos afios se ha determinado la secuencia aminoacidica de un gran nimero de
preprobacteriocinas comparando la secuencia aminoacidica obtenida por degradacién de Edman
de las bacteriocinas purificadas con la deducida a partir de la secuencia nucleotidica del gen
estructural correspondiente. En la Tabla I1.8 se muestra la secuencia aminoacidica de las
preprobacteriocinas mejor caracterizadas hasta el momento; asimismo, se indica la secuencia
correspondiente a sus extensiones N-terminales y a sus dominios propéptidicos C-terminales
(probacteriocina) y el punto de procesamiento de estas preprobacteriocinas.

Diversos estudios realizados por Fremaux et dl. (1993) y Havarstein er d. (1994) pusieron
de manifiesto la homologia existente enire la extensién N-terminal de 1a colicina V, producida por
E. coli, y las extensiones N-terminales de la mayoria de las bacteriocinas no lantibiéticos y de
algunos lantibidticos. Asi, pues, estos autores establecieronel siguiente patrén consenso: (i) dos
residuos de glicina consecutivos (posiciones -1 y -2 respecto al punto de procesamiento); (ii)
residuos hidré6fobos en las posiciones -4, -7, -12 y -15; (iii) residuos polares con carga en las
posiciones -8 (Havarstein et al., 1994), -9 y -10 (Fremaux et al., 1994) y (iv) un residuo de
serina en la posicién -11. El residuo de glicina en la posicién -2 (G[-2]) estd altamente
conservado, mientras que la posicién -1 (G[-1]) estd sujeta a una mayor variabilidad, habiéndose
descrito en algunas casos la presencia alanina y/o serina en esta posicion (A/S[-1]). Por otra
parte, Havarstein et al. (1995a) demostraron que el punto de procesamiento de estas
preprobacteriocinas se sittia inmediatamente después de los dos residuos de glicina en las
posiciones -1 y -2, por lo que propusieron denominar a este tipo de extensién N-terminal como
secuencia lider del tipo doble glicina .

Entre las bacteriocinas no lantibiéticos con secuencia lider del tipo doble glicina se incluyen
la mayoria de las descritas hasta el momento; entre otras, la pediocina AcH/PA-1 (Motlagh et al.,
1992; Motlagh et al., 1994; Henderson et ., 1992; Marugg et al.,, 1992), la leucocina A-
UALI187 (Hasting y Stiles, 1991), la mesentericina Y105 (Héchard er d., 1992), 1a sakacina
Afcurvacina A (Holck et d., 1992; Tichaczek et al., 1992), la sakacina P/674 (Tichaczeket dl.,
1992; Holck er al., 1994a; Tichaczek et al., 1994), la acidocina A (Kanatani et al., 1995), las
carnobacteriocinas BM1 y B2 (Quadri er al., 1994), la enterocina A (Aymerich, 1996), la
carnobacteriocina A/piscicolina 61 (Worobo erdl., 1994; Holck et dl., 1994b); las lactococcinas
A, B (Holo et dl., 1991; Van Belkum et d., 1992a; 1992) y sistemas de dos péptidos, como la
lactacina F (Murianay Klaenhammer, 1991b; Fremaux et dl., 1993), las lactococcinasG y M
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TABLA I1.8. Secuencia aminoacidica de diversas preprobacteriocinas producidas por bacterias licticas

Extensién N-terminal

Dominio C-terminal (probacteriocina)

-30 -20 -10

+1

16 20 30 40 50

Clase I (lantibidticos)

Nisina A
Nisina Z
Salivaricina A
Lacticina 481°

Clase 11

Pediocina PA-1"
Leucocina A-UALI187
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TSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCHCSTHVSK
TSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCNCSIHVSK
RGSGWIATITDDCPNSVEVCC
GGSGVIHTISHECNMNSWQFVETCCS

YYGNGVTCGKHSCSYDWGKATTCI INNGAMAWATGGHOGNHEC
YYGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGEW
YYGNGVHCTKSGCSVNWGEAASAGTHRLANGGNGFW
RSYGNGVYCNNKKCWVNRGEATQST IGGMISGWASGLAGM
YYGNGVHCGKHSCTVDWGTAIGN IGNNAAANWATGGNAGWNEK
TYYGTNGVHCTKKSLWGKVRLKNVI PGTLCRKQSLPIKQDLKILLGWATGAFGKTEFR
ISYGNGVYCNKEKCWVNKAENKCGAITGIVIGGWASSLAGMGH
NYGNGVSCSKTKCSVNWGOAFQERY TAGINSFVSGVASGAGSIGRRP
THSGRYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATTCIAGMS IGGFLGGAIPGEC

TWDODIGQGIGRVAYWVGKAMGNMSDVNQASRINRKKKH
KWGWLAWVDPAYEFIKGFGKGAIKEGNKDKWKNT

RGTGKGLAAAMV SGARMGGATGAFGGPVGAIMGAWGGAVGGAMKY ST
SIWGAIAGGAVEGAIAASWTGNPVGIGMSALGGAVLGGVTYARPVH

LTEFIQSTAAGDLY YNTNTHKYVYQQOTQONAFGAAANT IVNGWMGGAAGGFGLHEHA
OMSDGVNYGKGSSLSKGGAKCGLGIVGGLAT IPSGPLGWLAGAAGV INSCMK
LOYVMSAGPYTWYKDTRTGKTICKQT IDTASYTFGVMAEGWGKTEH

TYYGNGLYCNKQKCWVDWNKASREIGKI IVNGWVYQHGPWAPR

APKITQKQOKNCVNGQLGGMLAGALGGPGGVVLGGIGGATAGGCEN
IYWIADQFGIHLATGTARKLLDAVASGASLGTAFAAILGVTLPAWALAAAGALGATAR

La flecha vertical indica el punto de procesamiento de las preprobacteriocinas; Se ha subrayado la secuencia consenso de las bacteriocinas del tipo pediocina; 2 secuencia idéntica a ldl lacto
coccina DR; P secuencia idéntica a la pediocina AcH; © secuencia idéntica a la curvacina A; d seguencia idéntica a Ja sakacina 674 y bavaricina A; ¢ secuencia idéntica a la piscicolina 61.
Las referencias de las bacteriocinas estan indicadas en ia seccion [1.4.1 y Tabla 11.7. Codigo monosilabo de los aminodcidos como en la Figura 4.8.
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(Havarstein et a., 1993; Van Belkum et d., 1991a) y la termofilina 13 (Marciset et dl., 1997).
Recientemente, Cintas et al. (1998b) han demostrado, mediante experimentos de expresién de
protefnas in vive e in vitro, que las enterocinas L50A y L50B carecen de extensién N-terminal
(secuencia lider o péptido sefial) y se sintetizan y secretan como péptidos activos .

Los lantibiéticos con secuencia lider del tipo doble glicina incluyen la salivaricina A (Ross et
d., 1993), la estreptococcina A-FF22 (Hynes er d., 1993), la lactocina S (Skaugen, 1994;
Skaugen et al., 1997) y la lacticina 481/lactococcina DR (Piard et al., 1993; Rince et al., 1994).
En lo que respecta a las nisinas A y Z, estudios realizados por Van der Meer et . (1993) han
demostrado que su extensién N-terminal no estd relacionada con la de la mayoria de las
preprobacteriocinas descritas. Asi, pues, sus preprolantibiéticos correspondientes contienen una
extensién N-terminal con una secuencia consenso en el punto de procesamiento caracterizada por
la presencia de un aminodcido polar y con carga (arginina o glutamina)en la posicién -1 y un
residuo de prolina en la posicién -2 (Jack etal., 1995).

Hasta fechas muy recientes, todas las bacteriocinas no lantibiéticos caracterizadas
presentaban secuencias lider del tipo doble glicina. No obstante, en los ultimos afios se ha
descrito que la bacteriocina 31 (Tomita er dl., 1996), la acidocina B (Leerer al., 1995) y 1a
divergicina A (Worobo et ., 1995) poseen una extensién N-terminal diferente que actia de
péptido sefial (TablaIL.8). Von Heijne (1986) analizé los péptidos sefial de numerosas protefnas
de microorganismos eucariotas y procariotas y concluyé que todos poseen tres regiones o
dominios caracterfsticos: (1) una regidn hidrofilica en el extremo N-terminal, denominada
dominio N, con carga neta positiva y constituida por 1-5 aminoécidos; a continuacién, (ii) una
regidn de aproximadamente 7-15 aminodcidos que constituye el nucleo central hidrofébico o
dominio H y, finalmente, (iii) una regién menos hidréfoba en el extremo C-terminal,
denominada dominio C, con caracteristicas muy peculiares y constituida por 5-6 residuos
aminoacidicos. El punto de procesamiento de los prepropéptidos que contienen péptidos sefial se
sitiia inmediatamente después del dominio C de su extremo C-terminal, representando el primer
aminodcido del péptido maduro la posicion +1. Esta regién cumple la denominada “regla del -3-
1”7 (Von Heijne, 1984), que requiere la presencia de un residuo aminoacidico de pequefio tamafio
molecular y neutro (alanina, serina, glicina, cisteina o treonina) o, excepcionalmente, glutamina
en la posicién -1 (respecto al punto de procesamiento), asi como que el aminodcido de la
posicidn -3 no sea ni aromdtico (triptéfano, fenilalanina, tirosina o histidina), ni cargado (dcido
aspértico, dcido glutdmico, lisina o arginina), ni grande polar (asparragina o glutamina). Por otra
parte, el residuo que ocupa Ja posicién -2 suele ser un amino4dcido aromético, con carga o grande
polar; la glicina suele ocupar las posisiciones -4 y -1 y la prolina nunca estd presente en las
posiciones -3, -2, -1 § +1 pero, por el contrario, se encuentra frecuentemente en la posicién -5
(Perlman y Halvorson, 1983; Von Heijne, 1984).

11.4.7. Procesamiento y transporte de las bacteriocinas

Desde hace tiempo se conoce que los péptidos que se sintetizan como prepropéptidos con
una extensién N-terminal del tipo péptido seiial son secretados a través de la Ruta General de
Secrecién de Protefnas (GSP, del inglés General Secretory Pathway) o sistema sec-dependiente,
en el que intervienen los productos de los genes sec y las peptidasas de seiial (Pugsiey, 1993;
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Schatz y Beckwith, 1990). En los 1iltimos afios este sistema de transporte ha sido ampliamente
revisado por diversos autores (Pugsley, 1993; Gierasch, 1989; Wandersman, 1992). Hasta la
fecha, las tinicas bacteriocinas descritas que se procesan y secretan a través del GSP son la
bacteriocina 31 (Tomita et al., 1996), la acidocina B (Leer ef a., 1995) y la divergicina A
(Worobo etal., 1995).

Otros mecanismos de transporte de proteinas y péptidos son los sistemas de secrecién
independientes de un péptido sefial o sistemas sec-independientes, caracterizados principaimente
en las bacterias Gram-negativas, y que incluyen, entre otros: (i) la familia de los transportadores
ABC (delinglés ATP-Binding-Cassette) y (ii) la familia de los transportadores de las sustancias
tipo pululanasa (Fath y Kolter, 1993; Higgins, 1992; Salmond y Reeves, 1993). Mediante
transportadores ABC los microorganismos secretan al medio exocelular diversos sustancias
como, entre otras, antibidticos, compuestos no proteicos (ej. drogas lip6filas y polisacdridos),
péptidos que se sintetizan como prepéptidos con una extension N-terminal (ej. el factor de
competencia de S. pneumoniae, 1a colicina V de E. coli y 1a mayoria de las bacteriocinas) y
péptidos que carecen de extensién N-terminal (ej. la a-hemolisina de E. coli y las
metaloproteasas B y C de Serratia marcences) (Wagner et d., 1983; Gilson et d., 1990;
Higgins, 1992, Fath y Kolter, 1993; Hui erdl., 1995; Nes er al., 1996). Los transportadores
ABC contienen generalmente: (i) un dominio C-terminal ATP4sico de aproximadamente 200 aa
localizado en la cara interna de la membrana citoplasmadtica y con dos secuencias conservadas que
constituyen el lugar de fijacién de una molécula de ATP y (ii) un dominio N-terminal hidréfobo
integrado en la membrana que conticne generalmente seis segmentos transmembrana y que es
responsable del reconocimiento y translocacién de los sustratos a través de la membrana
citoplasmadtica (Higgins, 1992; Havarstein et al., 1995a). Ambos dominios se pueden expresar
como dos polipéptidos independientes 0 como una dnica cadena polipeptidica, como sucedeen la
mayorfa de los transportadores ABC bacterianos (Hyde eral, 1990). Los transportadores ABC
activos son homodimeros que requieren la hidrélisis de ATP para obtener la energfa necesaria
para la translocacién del sustrato (Mimmack etal., 1989).

Las bacteriocinas con secuencia lider del tipo doble glicing, son procesadasy transportadas,
mediante un sistema integrado, al menos, por: (i) una proteina transmembrana especifica
perteneciente a la familia de los transportadores ABC y responsable del procesamiento y
translocacion de los sustratos a través de ia membrana interna (Gilson et al., 1987; 1990;
Marugg et al., 1992; Stoddard et al., 1992; Havarstein et al,, 1995a) y (i1) una proteina de
funcién desconocida, denominada proteina accesoria, necesaria para la liberacién de la
bacteriocina al exterior {Stoddard er al., 1992; Franke etal., 1996; Van Belkum etal., 1997).

La comparacién de las secuencias aminoacidicas de transportadores ABC de diferentes
sustratos, entre los que se incluyeron los transportadores de las lactococcinas A, B y M (LenC)
(Stoddard et al., 1992) y de la pediocina PA-1 (PedD) (Marugg et al., 1992), los hipotéticos
transportadores ABC de la lactococcina G (LagD) (Havarstein et al., 1995a) y de la lactococcina
DR (LcnDR3) (Rince et dl., 1994), asi como el del factor de competenciade S. pneumoniae
(ComA) (Havarstein etal. 1995b), el de la colicina V de E. coli (CvaB) (Fath y Kolter, 1993) y
el de la a-hemolisina de E. coli (HlyB), revel6 una significativa homologia entre ellos
(Havarstein et al., 1995a). Asi, pues, se observé que todos presentan, adem4s de los dos
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dominios descritos anteriormente, un tercer dominio constituido por los 150 aa del extremo N-
terminal y localizado en la cara interna de la membrana plasmética (Figura 2.2A). Los
transportadores de los sustratos con secuencias lider del tipo doble glicina se distinguen porque
este dominio presenta dos secuencias altamente conservadas: QX,D/ECX,AX,MX, Y/FGX, /L
y HY/FY/VVX, JLXDP (donde, Q, glutamina; D, 4dcido aspértico; E, 4cido glutdmico; C,
cistefna; A, alanina; M, metionina; Y, tirosina; F, fenilalanina; G, glicina; I, isoleucina; L,
leucina; H, histidina; V, valina; P, prolina; X, nimero de residuos no conservados) (Havarstein
et al., 1995a). Las proteinas transportadoras ABC de las bacteriocinas con secuencias lider del
tipo doble glicina estdn constituidas por 700 aminoécidos, aproximadamente, mientras que la del
lantibidtico nisina, contiene 100-200 aminodcidos menos, ya que carece de este tercer dominio
N-terminal (Havarstein etal., 1994; Nes etd., 1996). Con objeto de estudiar el papel biolégico
del tercer dominio N-terminal de estas proteinas transportadoras, Havarstein et al. (1995a)
clonaron y expresaron los 150 aa del extremo N-terminal de la proteina ABC transportadora de
1a lactococcina G (LagD) (Nissen-Meyer er dl., 1992; Havarstein et dl., 1993) en un vector de
clonaciény, tras su purificacién, demostraron in vitre que el dominio purificado actuaba sobre la
preprolactococcina G en el punto de procesamiento consenso, es decir, en el extremo C-terminal
de la secuencia lider, inmediatamente después de los dos residuos de glicina (G [-2] y G [-1])
produciendo la liberacién de su extensién N-terminal y, concomitantemente, de la lactococcina G
biolégicamente activa. Estos resultados demuestran que el dominio N-terminal caracteristico de
este grupo de transportadores ABC posee capacidad proteolitica, por 10 que se denomina
dominio N-terminal proteolitico (Havarstein et o, 1995a); asimismo, estos autores observaron
que los residuos de cisteina ¢ histidina presentes en la primera y en la segunda secuencia
conservada del dominio N-terminal proteolitico (secuencias cisteina e histidina, respectivamente)
son esenciales para que tenga lugar el procesamiento de las preprobacteriocinas. Venema et al.
(1995) obtuvieron resultados similares realizando un estudio in vive con el transportador ABC
de la pediocina PA-1 (PedD) (Gonzdlez y Kunka, 1987; Nieto-Lozanoer al., 1992; Henderson
et d., 1992). Estos autores clonaronen E. coli el gen estructural de la prepropediocina PA-1
(pedA) junto con el dominio N-terminal de PedD, observando la presencia intracelular de
bacteriocina activa, lo que demuestra que el dominio N-terminal es responsable de la liberacion
de la secuencia lider (procesamiento) y que este proceso no estd acoplado al transporte de la
bacteriocina activa al exterior. Basdndose en sus resultados, Havarstein er 4. (1995a)
propusieron el siguiente modelo para el procesamientoy transporte de las bacteriocinas con
secuencia lider del tipo doble glicina: (i} el transportador ABC homodimérico se localizaen la
membrana citoplasmdtica de forma que los doce segmentos hidréfobos transmembrana quedan
integrados en ella y los dominios C y N-terminal se localizanen el citoplasma (Figura 2.2B), (ii)
cada dominio proteolftico del extremo N-terminal fija una molécula de preprobacteriocina, (iii)
paralelamente, cada dominio C-terminal fija una molécula de ATP, cuya hidr6lisis suministra la
energia necesaria para que se produzca un cambio conformacional en la estructura del
transportador, que se traduce concomitantemente en €l procesamiento y translocacién o
ransporte al exterior de las dos bacteriocinas simultdneamente.

Stoddard et al. (1992) identificaron en el sistema de 1a lactococcina A un segundo gen, lenD,
contiguo al gen de la proteina ABC transportadorade 716 aa (LenC), que codifica una proteina
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Dominio proteolitico Dominio Dominio ATP-dsico
N-terminal transmembrana C-terminal
—— >

N V7 77/%

~300 aa ' ~250 aa

Bacteriocina

Interior

J Secuencia lider

Preprobacteriocina
Cys = Secuencia conservada cistefna DP = Dominio proteolftico N-terminal
His = Secuencia conservada histidina DA = Dominio ATP-asico C-terminal
mmm = Scgmento (hélice) transmembrana #@ = Punto de procesamiento (Gly-Gly)

Puntos de fijacién de ATP N, C= Extremos N- y C-terminal

Figura 2.2. Representacion esquemidtica del modelo propuesto para
los transportadores ABC de {as bacteriocinas con secuencias lider del
tipo doble glicina. Organizaciéon de los dominios peptidicos del
transportador (A) y localizacion en la membrana plasmatica (B).
Fuente: Havarstein et al (1995) y Nes ef al. (1996).
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de 474 aa (LenD) que presenta una gran homologia con un grupo de proteinas asociadas a los
procesos de translocacién de sustratos a través de transportadores ABC, entre las que se
encuentran las proteinas ComB del factor de competencia de St. pneumoniae (Havarsiein et al.
1995b; Hui et al., 1995) y HlyD de la a-hemolisina de E. coli (Wagneretal., 1983). El papel de
estas proteinas, denominadas protefnas accesorias, se desconoce pero se sabe que son esenciales
para que tengalugar la liberacién de los sustratos al exterior (Nes et al.,1996). En este contexto,
Venema et d. (1995), clonaron el gen estructural de la prepropediocina PA-1 (pedA) y el de la
proteina ABC transportadora de 724 aa (pedD) en una cepa de E. coli y detectaron tinicamente
prepropediocinay pediocina madura intracelulares; sin embargo, cuando clonaron ademaés el gen
pedC, que codifica una protefna de 174 aa (PedC) similar a la proteina accesoria LenD,
observaron la presencia extracelular de bacteriocina activa, concluyendo que ambas protefnas, la
ABC transportadora (PedD) y la accesoria (PedC), son necesarias para su transporte al medio
extracelular.

En los dltimos afios se¢ ha descrito la presencia de proteinas ABC especificasy proteinas
accesorias involucradas en 10s sistemas de transporte de numerosas bacteriocinas de la clase II,
entre las que se encuentran, ademds de las anteriores, la pediocina AcH (Bukhtiyarova et df. ,
1994), laleucocina A-UAL187 (Van Belkum y Stiles, 1995), la mesentericina Y 105 (Fremaux et
al., 1995), la sakacina A (Axelsson y Holck, 1995), la sakacina P (Tichaczek ez al., 1994,
Huhne erd., 1996), carmnobacteriocina B2 (Quadrier d., 1995b; 1997b) y las plantaricinas EF,
JK y N (Diep etal., 1996).

11.4.8. Regulacion de la produccion de bacteriocinas

La mayor parte de la investigaci6én sobre la regulacién de la produccién de bacteriocinas se
ha realizado con las colicinas de E. coli, las cuales, salvo algunas excepciones {(gj. colicina V),
son inducidas por el sistema SOS, cuya respuesta es desencadenada por una acumulacién de
dafios en el ADN debidos a agentes como la luz ultravioleta y la mitomicina C (Lazdunski et al.,
1988; Pugsley, 1984a). La regulacién de la produccién de las bacteriocinas de las bacterias
ldcticas adn no se ha evaluado adecuadamente; no obstante, se ha descrito que la produccién de
fermenticina por Lb. fermenti 466 (De Klerk y Smit, 1967) y de lactocina 27 por Lb. helveticus
SB22 (Upreti y Hinsdill, 1973) no resulta inducida por el tratamiento de los cultivos con luz
ultravioleta o con mitomicina C. Por el contrario, Rammelsberg et al. (1990) obsevaron que el
tratamiento de los cultivos de Lb. casei B8) con mitomicinaC permitia aumentarentre 5y 7
veces la produccién de caseicina 80. Por otra parte, Hughes y Barefoot (1990) describieron que
la induccién, o al menos la estimulacidn, de la produccién de lactacina B por Lb. acidophilus N2
es debida a Ia presencia en el medio de cultivo de, al menos, 106 ufc de Lb. lactis ATCC4797 -
un microorganismo sensible a la bacteriocina. Recientemente, estos autores purificaron y
secuenciaron parcialmente una proteina de 58 KDa, denominada “factor de induccién” (FI),
producida por Lb. lactis ATCC4797 y responsable de la induccién de la sintesis de lactacina B
(Barefoot et al, 1994). Asimismo, se han identificado los mecanismos de la induccién de la
produccién de lantibiéticos (Clase I) como la nisina (Kuipers etal., 1995) y de bacteriocinas no
lantibiticos de pequefio tamafio moleculary termoestables (Clase IT) como la sakacina A de Lb.
sake Lb706 (Axelsson y Holck, 1995), la sakacina P de Lb. sake LTH673 (Eijsink et al., 1996;
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Brurberg et dl., 1997), las carnobacteriocinas A, B2 y BMI1 de Cb. piscicola LV17 y LV17B
(Saucier et al., 1995; Quadri et al., 1997a; 1997b; Saucier et al., 1997) y las plantaricinas EF,
JK y N de Lb. plantarum C11 (Diep et al., 1995; Anderssen et dl., 1998). En este conlexto,
Kuipers et af. (1995), Ra et d., (1996) y De Ruyter et d. (1996) demostraron que la nisina,
ademds de ejercer actividad antimicrobiana, actia como factor de induccién de la transcripcion de
los genes asociados a su sintesis. Por otra parte, la produccién de las bacteriocinas de la clase II
mencionadas anteriormente desaparecia cuando la cepa productora (de fenotipo Bac+) se

inoculaba en el medio de cultivo a niveles iguales o inferiores a 10* ufc/ml. El nuevo fenotipo de
los cultivos (Bac) se mantenia durante 1as sucesivas transferencias de los cultivos,
independientemente del tamafio de los indculos, pero podia revertirse a Bac+ si se adicionabaa
los cultives un pequeiio volumen (0,01-1%{v/v]} de un sobrenadante libre de células del
correspondiente cultivo Bac+, lo que indicaba que éste contenfa el factor de induccién de la
producién de estas bacteriocinas. Recientemente, se han purificado a homogeneidad el factor de
induccion del fenotipo Bac* de Lb. plantarum C11 (productor de las plantaricinas EF, JK y N)
(Diep et al.,1995 y Anderssen et d., 1998) y de Lb. sake LTH673 (productor de sakacina P)
(Eijsink et al., 1996), denominados, respectivamente, plantaricina A y Orfl. La plantaricina A y
el Orfl son péptidos similares a 1as bacteriocinas, ya que son catidnicos, de pequefio tamafio
molecular (26 y 19 aminoécidos, respectivamente) y adoptan, posiblemente, una estructura de a-
hélice anfifilica. Recientemente, Anderssen et al. {(1998) han realizado diversos ensayos en los
que se pone de manifiesto que el factor de induccién PInA ejerce actividad antimicrobiana frente a
diversas bacterias ldcticas. Esta misma dualidad en la funcién biolégica se ha descrito también
para algunas bacteriocinas de la clase II como las carnobacteriocinasde Cb. piscicola LV17
(Saucier et al., 1995; Saucier er d., 1997) y la carnobacteriocinaB2 de Cb piscicola LV17B
{Quadrietal., 1997a). No obstante, Quadri ef gl. (1997b) obtuvieron posteriormente la secuencia
genética de una proteina que actia como factor de induccién de la transcripcién de los genes
asociados a la produccién de la carnobacteriocina B2. El andlisis genético de la plantaricina A, de
Orf1 y de otros posibles factores de induccion ha puesto de manifiesto que se sintetizan -al igual
que las bacteriocinas cuya sfntesis inducen- en forma de prepéptido que contiene una secuencia
lider del tipo doble glicina, 1o que sugiere que probablemente se secretan por el mismo
mecanismo (seccién 11.4.7) (Diep et al., 1996; Eijsink et al, 1996; Brurberg er d., 1997;
Kleerebezem er al., 1997; Quadri et al., 1997b).

La regulacién de la produccidn de las bacteriocinas de las bacterias licticasy de otras
bacterias Gram-positivas parece atender a un esquema comtiin en el cual la molécula seifial o
feromona -el factor de induccion- es un péptido que se procesa, y a veces modifica, post-
traduccionalmente y que se secreta por un transportador ABC especifico. Este péptido secretado
actia como sefial de entrada (input signal) de un sistema de transduccién de seiial (signal-
transduction system). Este sistema de regulacién se emplea generalmente en la respuesta
bacteriana a los cambios medioambientales (Bourret et al,, 1991; Hoch y Silhavy, 1995) y
consta, generalmente, de dos componentes: (i) una proteina histidin-quinasa (PHQ) que actia
como un sensor ambiental que registra seftal(es) especifica(s) y (ii) una proteina que actiacomo
regulador de la respuesta (RR) (output signal), la cualestd a su vez modulada por la PHQ (Diep,
1996; Kleerebezem et al., 1997). La comunicaci6n entre la PHQ y el RR implica reacciones
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acopladas de fosforilacién y defosforilacién. Entre los sistemas de regulacién de dos
componentes mejor estudiados se encuentran el sistema agr de St. aureus (Balaban y Novick,
1995) y el sistema com de S. pneumoniae (Havarsteinet dl., 1995b; Pestova er dl., 1996). Enla
Figura 2.3 se ilustra el modelo propuesto para €l sistema de transduccién de sefial de dos
componentes responsable de la regulacién de la produccién de las bacteriocinas de la clase I
{(Nes et al., 1996; Kleerebezem et al., 1997). El extremo N-terminal de la PHQ incluye un
dominio de entrada que funciona como un sensor y que se localiza en el lado peripldsmico de la
membrana citoplasmética; por el contrario, el extremo C-terminal, que actda de transmisor, se
encuentra en el lado citoplasmdtico y posee actividad autoquindsica y un residuo conservado de
histidina como sitio de fosforilacién. El dominio de entraday el transmisor estdn conectados por
un dominio de membrana constituido por 6 hélices transmembrana (PTH). Por otra parte, el
regulador de respuesta (RR) estd integrado por un domino N-terminal que actdia de receptor, y
que contiene un residuo conservado de dcido aspértico como sitio de fosforilacién, y por un
dominio C-terminal responsable directamente de la respuesta adaptativa. La fosforilaci6n del
dominio receptor del RR provoca cambios intramolecularesen el dominio de salida, el cual se
activa y regula la transcripcién de los genes diana. Esta regulacién tiene lugar, probablemente,
por la unién del RR activado a lugares especificos del ADN en la regién del promotor o en sus
proximidades, lo que provoca la estimulacién o la inhibicién de la unién de la ARN polimerasa al
promotor y, por tanto, de la sintesis de bacteriocina. Aungue atn se desconoce como se activael
sistema de autoinduccién que induce la produccién de bacteriocinas, se han propuesto dos
modelos: a} el factor de induccién (FI) se produce constitutivamente en cantidades muy pequefias
y se acumula gradualmente durante el crecimiento bacteriano; cuando la concentracion del FI
supera el umbral requerido para su autoinduccidén se inicia la sintesis de bacteriocina. Este
modelo se basa, por tanto, en un mecanismo de control dependiente de la densidad celular de los
cultivos. Por el contrario, el modelo alternativo b) propone que el FI se produce
constitutivamentea una concentraci6n ligeramente inferior al umbral de activacién. Debido a
modificaciones en las condiciones ambientales (ej. variaciones de los nutrientes o de las
condiciones fisico-quimicas de crecimiento) se produce un aumento transitorio de la sintesis del
FI, lo que provoca la autoinduccién de su produccién y, consiguientemente, la sintesis de
bacteriocina (Nes et afl., 1996).

11.4.9. Caracterizacion genética de las bacteriocinas

Los determinantes genéticos asociados a la produccién de bacteriocinas activas
biolégicamente son (i) el gen que codifica la preprobacteriocina correspondiente, denominado
gen estructural, (ii) el gen que codifica la proteina que confiere inmunidad al microorganismo
productor frente a su propia bacteriocina, (iii) los genes responsabies del procesamiento y
transporte al medio exocelular de las bacteriocinas y, en algunos casos, (iv) los genes que
codifican los enzimas implicados en las modificaciones posttraduccionales. La produccién de
algunas bacteriocinas de 1a clase Il estd regulada a través de un sistema de transduccién de sefial
de dos componentes, por lo que las bacterias l4cticas productoras poseen, ademds de los genes
mencionados anteriormente, otros determinantes genéticos asociados a dicha regulacién: (i) el
gen que codificael factor de induccién o molécula sefial (FI), (ii) el gen que codifica la molécula
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Figura 2.3. Representacion esquematica del mecanismo de regulacién de la
produccion de las bacteriocinas de la clase IT en el que intervienen el factor de
induccion y el sistema de transduccion de seiial de dos componentes.

En la parte superior derecha se muesita un mondmero del transportador ABC de las bacteriocinas y factores de
induccion con secuencias lider del tipo doble glicina. Fuente: Nes er al. (1996) y Kleerebezem et al (1997).
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que actia como sensor ambiental (PHQ) y, (iii) uno o dos genes que codifican proteinas que
actiian como reguladores a nivel transcripcional (RR) (Nes et al., 1996).

Los determinantes genéticos asociados a la produccién de bacteriociocinas se encuentran
localizados en pldsmidos (que pueden ser o no conjugativos) o en el cromosoma (a veces
formando parte de un transposén compuesto) (Jack et d.,1995). No obstante, en el caso de la
carnobacteriocina BM1, producida por C. piscicola LV17B, se ha comprobado que aunque el
gen estructural de la bacteriocinay el de su hipotetica proteina de inmunidad se localizanen el
cromosoma, la aparicién de los fenotipos Bac+ Inm+ requiere la presencia de un pldsmido de 61
Kb (pCP40) (Quadn et d., 1994; Quadri et al., 1995a; Quadri er d., 1997b; Saucier et dl.,
1997). En lo que respectaa los lantibi6ticos, las nisinas Ay Z (Horn et dl., 1991; De Vos etdl.,
1993), la salivaricina A, la estreptococcina A-FF22 (Simpson y Tagg, 1986) y la carnocina UI49
{Nes y Tagg, 1996) presentan los determinantes genéticos asociados a su produccidn en el
cromosoma, mientras que los de la lacticina481/lactococcina DR (Piard erdl., 1993; Rince et dl. ,
1994) y la lactocina S (Skaugen, 1994; Skaugen et d., 1997) se localizan en pldsmidos de 70 y
50 Kb, respectivamente. Por otra parte, dentro de las bacteriocinas no lantibiéticos de pequefio
tamaiio moleculary termoestables, la sakacina P/674 (Huhne et dl., 1996; Holck etdl., 1994a),
Ia enterocina A (Aymerich et d., 1996), las bacteriocinasde Lb. plantarumC11 (Diepet dl.,
1996; Anderssen et al., 1998), lalactococcina G (Havarstein erdl., 1993; Nes erdl., 1995)y la
lactacinaF (Fremaux et af., 1993; Allison y Klaenhammer, 1996) poseen los determinantes
genéticos asociados a su produccién en el cromosoma, mientras que en el caso de la pediocina
PA-1/AcH (Venema et al., 1995; Bukhtiyarova er di., 1994), la leucocina A-UAL-187 (Van
Belkum y Stiles, 1995), la mesentericina Y105 (Fremaux etdl., 1995), las lactococcinas A, By
M (Holo et al, 1991; Van Belkum er alf, 1991a; 1992; Stoddard et al., 1992), la sakacina
Afcurvacina A (Axelsson y Holck, 1995), Ia acidocina A (Kanatani ef al, 1995), las
carnobacteriocinas A 'y B2 (Worobo etal., 1994; Quadri eral., 1994), laacidocina B (Leeretdl.,
1995), la divergicina A (Worobo et d., 1995), las enterocinas L50A y L50B (Cintas, 1995;
Cintas et al., 1998b) y la bacteriocina31 (Tomita et al., 1996) se localizan en pldsmidos cuyo
tamafio oscila entre 3,4 Kb, en el caso de la divergicina A producida por C. divergens LV13
(Worobo et d., 1995) y 131 Kb, en el caso de la lactococcina A producida por L. lactis WM4
(Stoddard et al., 1992). Los determinantes genéticos de las bacteriocinas de cepas
multiproductoras pueden localizarse en el mismo pldsmido, como sucede con las lactococcinas
A, B y M, codificadas en un unico pldsmido de 60 Kb (p9B4-6) de L. lactis 9B4 (Van Belkum
et al, 1991a; 1992) o de 72 Kb (pSM72) de L. lactis DPC938 (Morgan et d., 1995); en
diferentes pldsmidos, como sucede con las carnobacteriocinas A y B2 producidas por C.
piscicolaLV17 cuyos determinantes genéticos se localizan en los pldsmidos pCP49 (74 Kb) y
pCP40 (61 Kb), respectivamente; o bien, en el cromosomay en pldsmidos, como es el caso de
las carnobacteriocinas BM1, codificada en el cromosoma, y las carnobacteriocinas A y B2
(Worobo etal., 1994; Quadrietal., 1994; 1995b; 1997b). Por otra parte, Venema et al. (1996b)
han descrito que los genes responsables del procesamiento y transporte de la lactococcina A
(genes homblogos a lenC y IcnD del pldsmido p9B4-6 de L. lactis 9B4) se localizan en el
cromosoma de L. lactis IL1403, microorganismo no productor de lactococcina A.

En los operones de las bacteriocinas caracterizados hasta el momento como, entre otros, el
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de la pediocina PA-1/AcH (Marugg et dal., 1992; Venema et d., 1995; Motlagh et al., 1994;
Bukhtiyarova etd., 1994), la nisina A (Siegers et d., 1995; Ra et dl., 1996), las lactococcinas
A, B y M (Holo et d, 1991; Van Belkum er o, 1991a; 1992; Stoddard et of., 1992), la
lactococcina G (Havarstein et al., 1993), la acidocina A (Kanatani et al., 1995), laleucocina A-
UAL-187 (Van Belkum y Stiles, 1995), la mesentericina Y105 (Fremaux et al., 1995), la
lactacina F (Fremaux et al., 1993; Allison y Klaenhammer, 1996), 1a acidocina A (Kanatani ez
al., 1995), la sakacina A/curvacina A (Axelssony Holck, 1995), la sakacinaP (Huhne et dl.,
1996), la enterocina A (Aymerich et al.,, 1996), la divergicina A (Worobo et dl., 1995), la
bacteriocina 31 (Tomitaet al., 1996) y las camobacteriocinas BM1 y B2 (Quadriet al., 1997h)
los genes que codifican la hipotética proteina de inmunidad se localizan detrds de (downstream) y
con la misma polaridad que los genes estructurales de la bacteriocina. Las dnicas excepciones
descritas hasta el momento son la carnobacteriocina A y la acidocina B, ya que inmediatamente
detrds de sus genes estructurales s¢ ha identificado un terminador rho-independiente de la
transcripcién (Worobo et al., 1994; Leer etal., 1995).

Los determinantes genéticos bdsicos asociados a la produccién de las bacteriocinas de Ia
clase 11, esto es, el gen estructural de la preprobacteriocina, el gen de la inmunidad, el gen que
codifica la protefna ABC transportadoray el gen que codifica la proteina accesoria se pueden
organizar en un operén, como sucede en la pediocina PA-1 (Venema er d., 1995), o en dos,
como es el caso de lalactococcina A (Holo et d., 1991; Van Belkum et @., 1991a; Stoddard et
d., 1992; Nes et dl., 1995); no obstante, en todos los casos, el determinante genético de la
inmunidad forma parte del mismo operén que el gen estructural de la bacteriocina (Nes et dl. ,
1996). Sin embargo, Cintas ez al. (1998b) han secuenciado un fragmento de 3,5 Kb del
pldsmido pCIZ1 (50 Kb) de E. faecium L50 que contiene los genes estructurales de las
enterocinas L5S0A y L50B (entL50A y entL50B) y han puesto de manifiesto la ausencia de un
gen de inmunidad o de cualquier otro relacionado con la produccién de estas sustancias,
asimismo, los andlisis de transcripci6n efectuados demostraron que entL50A y entL50B
constituyen por s solos un operény s¢ transcriben en una unidad de transcripcién pequeiia, de
aproximadamente (,4 Kb (Cintas et al., resultados no publicados).

Con respecto a la localizacién de los genes reguladores, en primer lugar se sitdael gen que
codifica el factor de induccion, seguidamente, el gen que codificala proteina histidina-quinasay,
por ultimo, el(los) gen(es) que codifica(n) la proteiha reguladora. Estos determinantes genéticos
se organizan tanto en un operén independiente, como en el caso de las plantaricinas EF y JK
(Diep et al., 1996), como formando parte de otro operén junto a los determinantes genéticos
asociados al transporte, como en la carnobacteriocina B2 (Quadni er al., 1995b; Quadri er dl. ,
1997b) (Figura 2.4E y 2.4D). Recientemente, Diep et al. (1996) han descrito la presencia de
secuencias repetidas directas en zonas del ADN situadas en las regiones de los promotores 0 en
sus proximidadesy que posiblemente sean los lugares de unién de las proteinas reguladoras.
Estas secuencias, denominadas cajas reguladoras, estdn altamente conservadas en cada
microorganismo, lo que sugiere que los promotores correspondientes estdn bajo el control del
mismo mecanismo de regulacién (Nes et al., 1996).

A continuacién se describe la organizacién molecular de clusters génicos asociados a la
produccion de los lantibiéticos (clase I) nisina A y Z 'y de diversas bacteriocinas de la clase I, asi
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como los productos codificados por dichos genes y su funcién biolégica.

[1.4.9.1.
biosintesis de la nigina

Desde hace tiempo se conoce que las bacterias ldcticas productoras de nisina A/Z (fenotipo

Nis*) poseen otros dos fenotipos genéticamente ligados: la inmunidad a la nisina (Inm+) y la
capacidad de fermentar la sacarosa (Sac*) (Hirsch y Grinstead, 1951). En un principio se
consider6 que los determinantes genéticos correspondientes se localizaban en un pldsmido de 45
Kb (Hirsch y Grinstead, 1951; Le Blanck et d., 1980); sin embargo, posteriormente se ha
demostrado que dichos genes forman parte, junto a otros asociados a la produccién de nisina, de
un transposén ¢ elemento genético transponible de 70 Kb localizadoen el cromosoma (Figura
2.4A) (Dodd et al., 1990; Horn et al., 19991; Rauch et dl., 1994). Rauch y de Vos (1992)
analizaron la estructura del transposén conjugativo Tn5276 de L. lactis NIZORS productor de
nisina A. A diferencia de otros transposones conjugativos, como el Tnl545 y el Tn916, que
muestran en sus extremos secuencias repetidas inversas, TnS5276 posee secuencias asimétricas y
sin homologia. En su extremo 5’, a unos 250 pb en direccién 3°, se encuentra un elemento de
insercién, IS7068, similar al IS904 del transposén conjugativo Tn5307 de L. lactis NCFB894
{(Horm et dl., 1991; Rauch er al., 1990) que muestra una organizacién genética idéntica a la de
Tn5276 (Rauch y de Vos, 1992). Diversos estudios realizados por Rauch et al. (1994) indican
que estos elementos de insercién no estdn implicados en la transposicién conjugativa de Tn5276
y Tn330!1. Recientemente, Rauch y de Vos (1994) han identificado los genes de transposicidn
xis ¢ int enelextremo 3’ de Tn5276. El gen int codifica una protefna de 379 aa que presenta una
gran homologfa con varias integrasas descritas y que parece ser esencial en el proceso de escisién
de los extremos de Tn35276. Asimismo, el gen xis codifica una proteina catiénica de pequefio
tamafio y funcién desconocida, pero cuya expresién incrementa la eficacia del proceso de
transposicién. Mediante sondas de ADN, obtenidas a partir de la secuencia aminoacidica de la
nisina A, se han localizado los determinantes genéticos de esta bacteriocina en diversas cepas de
L. lactis y, posteriormente, se han clonadoen E. coli y secuenciado (Dodd et al., 1990; Steen et
d., 1991; Rauchy de Vos, 1992; Engelke et @l., 1994; Immonen et al., 1995; Siegers y Entian,
1995; Ra et al., 1996). La organizacién molecular del cluster transmisibie de 1a nisina A se
esquematizaen la Figura 2.4A. Tras la secuencia de insercién IS1068 y en direccién 3°, se
localizan los 11 determinantes genéticos asociados a la produccién de nisina (nis
(A/Z)BTCIPRKFEG) en una regién de 15 Kb y, a continuacién y con polaridad opuesta, se
situan los genes sac responsables de la fermentacion de la sacarosa (Siegers y Entian, 1995).
Recientemente, Ra et al. (1996) han demostrado, mediante andlisis de transcripcién (Northern
Biot) y lareaccidnen cadenade la polimerasao PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction)
empleando la transcriptasa inversa (RT/PCR), que los genes nis de L. lactis N8 constituyen, al
menos, dos unidades de transcripci6n independientes, el operén nis(A/Z)BTCIPRK y el operén
nisFEG, transcritas a partir de los promotores regulados de nisA y nisF, los cuales muestran una
homologia del 80%. El gen nisB y los 6 genes situados downstream se expresan
aproximadamente en [a misma proporcién que el gen estructural nisA/Z. Esta observacién, unida
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Figura 2.4. Representacion esquematica de los clusters génicos involucrados en la
biosintesis de bacteriocinas de la clase I: nisina (A) y de la clase II: sakacina P (B),
sakacina A (C), carnobacteriocinas BM1 y B2 (D) y plantaricinas EF, JK y N (E).

En la parte superior de la figura (A) se muestra la organizacién del transposdn de 70 KbTn3276 que contiene los clusters de la
nisina (nis, caja sombreada, ampliado debajo), sacarosa (sac, flechas blancas) y transposicién (xis ¢ int, flechas blancas). Los
ORFs aparecen representados por flechas negras (gen estructural), cuadriculadas (gen de inmunidad), sombreadas (factor de
induccitn), rayadas horizontalmente (histidina-quinasa), rayadas verticalmente (regulador de respuesta), cuadriculadas estilo
damero (procesamiento}, blancas (modificacién pesttraduccional), rayadas oblicuamente (transportador), rayadas oblicuamente
con negritas (elemento de insercién), punteadas (funcién desconocida) y truncadas punteadas (incompleto). Los promotores de
la transcripcién se muestran como circulos negros; P, promotor no regulado, P*, promotor regulado y PP*, hipotético promotor
regulado. Fuente: ver texto seccién I1.4.9.
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a la ausencia de un promotor inmediatamente antes de nisB, sugiere que la horquilla formada por
la secuencia repetida inversa situada entre nisA/Z y nisB no actiia como una seiial terminadora de
la transcripcin, como propusieron Steen et a. (1991), sino que, por €l contrario, actia, como
también sugirieron Kuipers et al. {1995), como una sefial para el procesamiento interno del
transcrito nis(A/Z)BTCIPRK. Asimismo, De Ruyter et al. (1996) confirmaron que, a diferencia
de los promotores regulados de nisA y nisF, el tercer promotor, localizado upstreamde nisRK,
dirige la expresién de dichos genes de forma constitutiva. Por otra parte, el andlisis y la
secuenciacién del transcrito correspondiente al operén nisFEG permitié a Ra et al. (1996)
confirmar que el hipotético terminador de la transcripcién situado downstream de nisK es
funcional, como ya sugirieron Engelke et al. (1994) ¢ Inmonen et al. (1995).

En lo que respecta a 1a funcidn especifica de los productos delos 11 genes del clusrer de la
nisina se conoce que el gen nisA, de 171 pb, codifica un péptido de 57 aminoécidos
(prepronisina), que incluye una exiensién N-terminal de 23 aa y un dominio propéptidico C-
terminal de 34 aa (pronisina); los genes nisB y nisC codifican proteinas de 993 y 414 aa,
respectivamente, posiblemente implicadasen las modificaciones posttraduccionales de la nisina,
tales como las reacciones de deshidratacién de los residuos aminoacidicos y la formacién de los
enlaces tioéter (Engelke et al., 1992); el gen nisP codifica un proteasa de 682 aa que parece estar
implicada en la liberacién de la extensién N-terminal de la prepronisina, es decir, en su
procesamiento (Van der Meer et al., 1993); el gen nisT codifica una protefna ABC transportadora
de 60X} aa responsable de la translocacién y transporte de la nisina al exterior celular (Engelke ez
d., 1992); el gen nisI codifica una lipoproteina de 245 aa que confiere a la cepa productora
inmunidad a la nisina (Kuipers et al., 1993; Engelke et al., 1994); los genes nisR y nisK
codifican, respectivamente, una proteina reguladora de respuesta (RR) de 229 aa y una proteina
histidin-quinasa (PHQ) de 447 aa, que juntas constituyen un sistema de transduccién de sefial de
dos componentes que interviene en la regulacién de la produccién de nisina (Van der Meer e al.,
1993; Engelke er al., 1994; Immonen et d., 1995); los genes nisF, nis £ y nis G codifican
proteinas de 225, 247 y 214 aa, respectivamente, Que parecen estar involucradas en el transporte
e inmunidad de la nisina (Siegers y Entian, 1995). La proteina NisF presenta dos sitios de unién
de ATP y una elevada homologfa con la protefna ABC transportadora McbF de la microcinaB17,
por lo que estos autores sugieren que ¢l dominio ATP4sico puede formar un complejo de
membrana con el dominio hidrof6bico de la proteina E o G y constituir asi un sistema de
transporte ABC. Por otra parte, la proteina Nis G presenta un perfil de hidrofobicidady una
configuraci6n similar a Ia de las proteinas de inmunidad descritas en algunas colicinas, por lo que
podria intervenir junto a la proteina I en la inmunidad a la nisina (Siegers y Entian, 1995).

I1.4.9.2. Localizacidn v organizacién molecul 1 eterminan enéticos asociados a
biosintesis de la cina P

Huhne et al. (1996) clonaron y secuenciaron un fragmento de 7,6 Kb del cromosoma de Lb.
sake Lb674 que contiene los determinantes genéticos asociados a la produccién de la sakacina P.
La secuencia nucleotidica correspondiente contiene 7 marcos abiertos de lecura compietos con la
misma polaridad, denominados orfl, sppK, sppR, sppA, spiA, sppT, sppE, y un ORF
incompleto, denominado orf2, situado inmediatamente detrds de sppE y con la misma polaridad

72 Pilar Casaus Lara



II. Introduccion

(Figura 2.4B). El gen orf] se localiza en el extremo 5°del fragmento secuenciado; a continuacién
se sitiia el gen sppK e inmediatamente detrds se encuentrael codon de iniciacién de la traduccitn
(TTG) del gen sppR. A tres pares de bases del codon de terminacién de la traduccién de sppR se
localiza un hipotético terminador simple de la transcripcién (terminador rho-independiente) con
una energfa libre de Gibbs (AG) de -18,4 Kcal/mol. A una distancia de 147 pb en direccién 3’
del gen sppR se localiza el gen estructural de la sakacina P, sppA, y, a continuacidn, €l gen
spiA. Downstream de spiA se localiza otro hipotético terminador rho-independiente con una AG
de -19,4 Kcal/mol. SppT comienza a 350 pb downstream del gen spiA y estd seguido de sppE.
Delante de todos los ORF se localizan hipotéticas secuencias de unién al ribosoma (RBS, del
inglés, Ribosome Binding Site) o secuencias Shine-Dalgamo (S.D.). Upstream de los genes
orfl, sppA, sppT y orf2 se han identificado hipotéticos promotores por analogia con la secuencia
del promotor consenso de la ARN polimerasade E. coli. (Rosenberg y Court, 1979; Hawley et
al., 1983). Estos resultados permiten hipotetizar que los determinantes genéticos del cluster
asociado a la produccidn de la sakacina P se organizan en tres operones policistronicos, €l
primero constituido por orfl, sppK y sppR, el segundo por sppA y spiA y el tercero por, al
menos, sppT y sppE. Asimismo, en la regién préxima a las regiones -35 de los hipotéticos
promotores de orfl, sppA, sppT y orf2 se localizan secuencias repetidas directas similaresa las
de las cajas reguladoras descritas por Diep etal. (1996).

En lo que respecta a la funcién especifica de los productos de estos genes se conoce que el
gen orfl codificaun péptido de 36 aa que contiene una secuencia lider del tipo doble glicina de
17 aay un dominio C-terminal de 19 aa cuya secuencia corresponde con la secuencia del factor
de induccién (ORF1) de la sakacina P purificado del medio de cultivo (Eijsink et al, 1996); los
genes sppK y sppR codifican, respectivamente, una proteina histidina-quinasa de 448 aay una
proteina reguladora de respuesta de 248 aa; asi, pues, los genes orfl, sppK y sppR constituyen
el operén regulador de la produccién de sakacina P. Por otra parte, el gen sppA codifica un
péptido de 61 aa (preprosakacina P), que contiene una secuencia lider del tipo doble glicinade 18
aa y un dominio propeptidico C-terminal de 43 aa (prosakacina A); el gen spiA codifica una
hipotética proteina de 98 aa que confiere inmunidad a la cepa productora frente a la sakacina P. El
gen sppT codificauna protefna ABC transportadorade 718 aa y, por dltimo, el gen sppE
codifica una hipotética proteina accesoria de 248 aa (Huhne et al., 1996).

11.4.9.3. Localizaciény organizacién molecular de los determinantes genéticos asociados a la
biosintesis de la sakacina A

Axelsson y Holck (1995) clonaron y secuenciaron un fragmentode 8,6 Kb del pldsmido
pLSAG0 (60 Kb) de Lb. sake Lb706 que contiene los determinantes genéticos asociados a Ia
produccién de la sakacina A. La secuencia nucleotidica correspondiente contiene dos operones
policistrénicos de distinta polaridad (sapAsaiA y orf4sapKRTE) separados por un elemento de
insercién denominado IS1163, que no estd involucrado en la expresion de los determinantes
genéticos asociados a la produccién de sakacina A (Figura 2.4C). Este elemento de insercidn
pertenece a la familia IS3 pero, a diferencia de otros miembros del grupo, las secuencias
repetidas inversas que presenta se localizan en sus extremos y no formando parte del mismo. El
primer oper6n del cluster, localizadoen la cadena 3’-5’, contiene dos ORFs, denominados sapA
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y saiA, y el segundo, localizado en la cadena complementaria, estd constituido por 5 ORFs,
denominados ofr4, sapK, sapR, sapT y sapE (Figura 2.4C). El gen sapA codificala sakacina A
en forma de preprosakacina A con una secuencia lider del tipo doble glicinade 18 aa y un
dominio propeptfdico C-terminal de 41 aa (prosakacina A). El gen saiA codifica una hipotética
protefna de inmunidad de 90 aa. El gen orf4 codifica un péptido de 45 aa con una secuencia lider
del tipo doble glicina de 22 aa y un dominio C-terminal de 23 aa, que corresponde posiblemente
al factor de inducci6n de la sakacina A. Los genes sapK y sapR codifican, respectivamente, una
proteina histidina-quinasa de 428 aa y una protefna reguladora de respuesta de 247 aa. El gen
sapT codifica una proteina ABC transportadora de 719 aa y el gen sapE codifica una hipotética
proteina accesoria de 461 aa. En la regién préxima a las secuencias -35 de los hipotéticos
promotores de sapA y orf4 se localizan secuencias repetidas directas similares a las de las cajas
reguladoras descritas por Diep et a. (1996). Axelsson y Holck (1995) observaron que
mutaciones en los genes sapT y sapE provocaban la aparicién del fenotipo Bac- en los
hospedadores cotrespondientes, mientras que mutaciones en los genes sapK o sapR provocaban
adem4s la aparicién del fenotipo Inm-. Estos resultados indican que el sistemma de regulacién de
dos componentes es esencial para que tenga lugar la expresién de los dos operones, lo cual
permite, a su vez, sugerir que la proteina SapR sea el activador de la transcripcién de ambos
operones. Downstream de saiA se localiza otro ORF, denominado orfl, que codifica una
hipotética protefna de 87 aa, de funcién desconocida, que contiene una secuencia lider del tipo
doble glicina de 22 aa y un dominio C-terminal de 65 aa con caracterfsticas similares a las de
otras probacteriocinas de la clase IL

[1.49.4.

iosintesi la teriocinas BM1 y B2

Quadri et al. (1995b; 1997b) clonaron y secuenciaron un fragmento de 4,0 Kb del
cromosema y uno de 10,0 Kb del plismido pCP40 (61 Kb) de C. piscicola LV17B que
contienen los determinantes genéticos asociados a la produccién de las carnobacteriocinas BM1y
B2, respectivamente. El andlisis de la secuencia nucleotidica del fragmento cromosémico revelé
la presencia de dos ORFs, denominados chnBM1 y cbiBM1, organizados en un operén (Figura
2.4D). E1 ORF cbnBM| corresponde al gen estructural de la carnobacteriocina BM1 y codifica
un prepéptido de 61 aa que contiene una secuencia lider del tipo doble glicinade 18 aay un
dominio C-terminal de 43 aa (procarnobacteriocina BM1). Asimismo, el gen chiBMT codifica
una hipotética proieina de inmunidad de 88 aa.

En lo que respecta a la secuencia nucleotfdica del fragmento plasmidico, su andlisis permiti¢
identificar 9 ORFs, 7 de ellos organizados con la misma polaridad en dos operones
policistrénicos (cbnSKRTD y c¢bnB2chiB2) y los 2 restantes organizados en un operén
localizado upstream y con distinta polaridad (orfXY) (Figura 2.4D). El primer operén del cluster
contiene los ORFs denominados cbnS, cbnk, cbnR, cbnT y cbnD y el segundo operdn estd
constituido por cbnB2 y cbiB2. Los genes cbnS, ¢cbnK y cbnR codifican, respectivamente, un
prepéptido de 41 aa con una secuencia lider del tipo dobie glicina de 17 aa y un dominio C-
terminal de 24 aa, una protefna histidina-quinasa de 442 aa y una proteina reguladora de
respuesta de 245 aa. La organizacién de estos tres genes, asi como las caracteristicas de las
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proteinas que codifican, es andloga a la observada en otros sistemas de regulaci6n de dos
componentes descritos para las bacteriocinas de la clase I1 (Nes er dl., 1996). Downstrean del
gen cbnR se localizan los genes cbnT y cbnD que codifican, respectivamente, una proteina
transportadora de 716 aay una proteina accesoria de 455 aa. El segundo oper6n contiene el gen
estructural de la camobacteriocina B2 (chnB2), que codifica la preprobacteriocina con una
secuencia lfder del tipo doble glicina de 18 aa y un dominio C-terminal de 48 aa
(procarnobacteriocina B2), y el gen cbiB2, que codifica una protefna de 111 aa que confiere
inmunidad frente a la carnobacteriocina B2 (Quadri et al., 1995a). Por otra parte, los ORFs orfX
y orfY, localizados upstream del primer operdn, codifican, respectivamente, prepéptidos de 51 y
48 aa de funcién desconocida y que contienen secuencias lider del tipo doble glicina similares a
las de las bacteriocinas de la clase II y sus factores de induccién. En la regién préxima a las
regiones -35 de los promotores de los ORFs cbnBM1, cbnS, cbnB2 y cbnX se han identificado
secuencias repetidas directas similares a las de las cajas reguladoras descritas por Diep ef dl.
(1996).

11.4.9.5. Localizaciény organizacién molecular de los determinantes genéticos asociados a la
biosintesis de las pl icinas EF v JK

Diep et al. (1996) clonaron y secuenciaron un fragmento de 16,5 Kb del cromosoma de Lb.
plantarum C11 que contiene los determinantes genéticos asociados a la produccién de las
plantaricinas EF, JK y N. Este fragmento contiene un cluster con 22 ORF, de los cuales 21 estdn
agrupados en cinco operones policistrénicos (pinJKRL, pinMNOP, plnABCD, plnEFT y
pinGHSTUYV) (Figura 2.4E). Los operones pinJKRL y pinEFI se localizanen la cadena 3°-5" y
los operones pinMNOP, plnABCD, plnGHSTUYV, asicomo el orfl localizado entre pinMNOP y
pinABCD, se sitdan en la cadena complementaria. En la regién préximaa las secuencias-35 de
los promotores de los cinco operones se han identificado cajas reguladoras constituidas por dos
secuencias repetidas directas de 9 nucleétidos separadas por un 12 nucledtidos.

PInABCD es ¢l operdn autorregulador del sistema de las plantaricinas (Diep erdl., 1994;
1995). El ORF pinA codificael factor de inducciénen forma de un prepéptido de 48 aa conuna
secuencialider del tipo doble glicinade 22 aa y un dominio C-terminal de 26 aa que corresponde
al factor de induccién activo (plantaricina A, PInA) (Diep et al., 1995; Anderssen etal., 1998).
Los ORFs pinB, pinC y pinD, situados downstream de plnA, codifican una proteina histidina-
quinasa de 442 aa (PInB) y dos proteinas reguladoras de respuesta de 247 aa cadauna (PlnC y
PInD); estas tres proteinas constituyen un sistema de regulacién de dos componentes y,
posiblemente, desempefian un papel crucial ya que, mediante la modulacién de la concentracién
de factor de induccién, controlarian la expresién de los restantes operones asociados a la
produccidn de las plantaricinas.

En los operones denominados pinEFT y pinJKRL se localizan los cuatro genes estructurales
(pInE, pinF, pinJ y pInK) que codifican los dos sistemas de dos péptidos identificados en Lb.
plantarum C11, as{ como los genes pinl y pinl que codifican sus hipotéticas proteinas de
inmunidad. PInE y pinF codifican prepéptidos con secuencias lider del tipo doble glicinade 23 y
18 aa, respectivamente, y con dominios C-terminales de 33 y 34 aa, respectivamente, cuyas
secuencias aminoacidicas son idénticas a las obtenidas tras purificar del medio de cultivo las dos
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bacteriocinas que constituyen el sistema de la plantaricina E (PInE y PInF) (Anderssen ef df. ,
1998); asimismo, plnl codifica una hipotética protefna de inmunidad de 257 aa. Por otra parte,
pinJ y pinK codifican prepéptidos con secuencias lider del tipo doble glicina de 30 y 25 aa,
respectivamente, y con dominios C-terminalesde 25 y 32 aa, respectivamente, cuyas secuencias
aminoacidicas son idénticas a las obtenidas tras purificar del medio de cultivo las dos
bacteriocinas que constituyen el sistema de la plantaricina] (PInJ y PInK) (Anderssen et dal.,
1998); pinL codifica una hipotética proteina de inmunidad de 138 aa y pinR, situado
inmediatamente downstream de pinL, codificauna proteina de 50 aa de funcién desconocida
(Diep et al., 1996).

En lo que respecta al operén pinMNOP, los ORFs pinM y pinN codifican, respectivamente,
péptidos de 66 y 55 aa (PInM y PInN) que, al igual que las bacteriocinasde la clase II, son
catiénicos e hidr6fobos; no obstante, dnicamente PInN se sintetizaen forma de prepéptido con
una secuencia lider del tipo doble glicina de 25 aa. Recientemente, Anderssen ef al. (1998) han
purificado PInN del medio de cultivo de Lb. plantarum C11 y han comprobado que el péptido
sintético carece de actividad antimicrobiana. Por otra parte, pInO 'y pinP codifican protefnas de
399 y 247 aa, respectivamente. Las hipotéticas PInP y PInM presentan caracteristicas fisico-
quimicas similares a las de la proteina de inmunidad PInI {peptidos hidréfobos con elevado pl),
lo que sugiere que podrian estar involucrada en el mecanismo de inmunidad; por el contrario,
PInO es una proteina hidrofilica con bajo pl (5,27) y de funcién desconocida (Diep et al., 1996).

Finalmente, en el operdén plnGHSTUV se localizan los determinantes genéticos que
codifican la maquinaria responsable del procesamiento y transporte de los 6 péptidos con
secuencias lider del tipo doble glicina producidos por Lb. plantarumC11 (PlnA, PInE, PInF,
PinJ, PInK, PInN). Los ORFs pinG y plnH codifican, respectivamente, una proteina ABC
transportadorade 716 aa y una protefna accesoria de 457 aa. En lo que respecta a los otros 3
ORFs completos pinS, pinT y pinU y al ORF incompleto pinV, situados downstream de pinG,
asf como al ORF orfl, localizado entre pinMNOP y pinABCD, codifican las hipotéticas proteinas
de funcién desconocida PInS (140 aa), PInT (99 aa), PInU (222 aa), PInV (al menos 44 aa) y
ORF1 (62 aa), respectivamente (Diep et al., 1996).
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1L Material y M étodos

I11.1. MATERIAL

I11.1.1. CEPAS BACTERIANAS

I11.1.1.1. Bacterias lacticas productoras de bacteriocinas

Las bacterias ldcticas productoras de bacteriocinas caracterizadas en este trabajo se aislaron
de embutidos crudos curados (chorizos caseros) donados altruistamente por particulares de
diversas localidades de la geograffa Espafiola. La elaboracién de los embutidos se realiz6 segiin
las costumbres gastrondmicas tipicas de los lugares de origen y de modo artesanal, es decir, sin
la adicién intencionada de cultivos iniciadores, conservantes o aditivos, a excepciénde la sal y de
las especias.

111.1.1.2. Microorganismos indicadores

Las cepas bacterianas empleadas como microorganismos indicadores para evaluar la
actividad antimicrobiana de las bacterias ldcticas, asi como su origen y las condiciones empleadas
para su incubacion, se muestran en la Tabla IIL.1. La mayor parte de las cepas bacterianas
procedian de cultivos de coleccién, si bien, algunas de las bacterias licticas habian sido aisladas
de embutidos crudos curados (chorizos caseros) por otros investigadores del Departamento de
Nutricién y Bromatologfa Il de la Facultad de Veterinaria de Ia Universidad Complutense de
Madrid (Moreira, 1993; Sobrino etal., 1992; Sobrino, 1993; Cintas, 1995).

I11.1.1.3. Bacterias empleadas en las experiencias genéticas

La cepa E. coli DHSo empleada como hospedador en los experimentos de transformacién
quimica fue suministrada por el Dr. Ingolf F. Nes y forma parte de la coleccién de cultivos
bacterianos del Laboratorio de Tecnologia Genética Microbiana de la Universidad Agricola de
Noruega, en el que se realizaron algunas de las experiencias bioquimicas y las de genética
microbiana expuestas en este trabajo.

Lacepa E. faecium CTC492, empleada en algunas experiencias de la reaccién en cadena de
la polimerasa o PCR, fue aislada de un embutido crudo curado (salchichén) y caracterizada
bioquimica y genéticamente por Teresa Aymerich (Aymerich, 1996; Aymerich et al., 1996).

IIL.1.2. ACIDOS NUCLEICOS

I1.1.2.1. Pliasmidos

El fagémido pBluescript IT SK+, de 2.961 pb, derivado del pldsmido pUC19 (Vieiray
Messing, 1982) empleado como vector de ligacién fue suministrado por “Stratagene”. Este
fagémido contiene el replicén del pldsmido ColEl, el origen de replicacién del bacteriéfago
filamentoso f1, el factor de resistencia a la ampicilina y un fragmento de ADN del gen lacZ de E.
coli que codificael fragmento amino-terminal de la B-galactosidasa (inactivo enziméticamenie).
En el gen defectivo lacZ se encuentra integrado un poliengarce (polilinker), ¢s decir, un
fragmento con 21 dianas de diferentes enzimas de restriccidén, que constituye ¢l punto de
clonacién donde se inserta el fragmento de ADN exdgeno.
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Tabla IIL.1. Microorganismos indicadores empleados en este trabajo
Microorganismoe Indicador Cepa Origen? Medio Temperatura
Bacteriag Gram-positivas
Lactobacillus acidophilus 4356 ATCC MRS 37
Lactobacillus bulgaricus (1) 11842 ATCC MRS 42
Lactebacillus casei 334 ATCC MRS 37
Lactobacillus curvatus 2739 NCFB MRS 32
Lactobacillus fermentum 9333 ATCC MRS 37
Lactobacillus helveticus 15009 ATCC MRS 42
Lactobaciilus plantarum 1193 NCDO MRS 37
Lactobacillus reuteri 20016 " DSM MRS 37
Lactobacillus sake 148 Sobrino et al., (1992) MRS 32
Lactobacillus sake 2714 NCEFB MRS 32
Lactobacillus salivarius 2747 NCFB MRS 37
Pediococcus acidilactici 347 Moreira (1993) MRS 32
Pediococcus pentosaceus FBB61 NO MRS 3z
Pediococcus pentosaceus FBB63 TNO MRS 32
Pediococcus pentosaceus PC1 TNO MRS 32
Lactococcus cremoris () CNRZI117 INRA MRS 32
Lactococcus lactis (3) CNRZ148 INRA MRS 32
Lactococcus lactis CNRZ150 INRA MRS 32
Lactococcus lactis BB24 Cintas (1995) MRS 32
Leuconostoc cremoris DBI TNO MRS 25
Enterococcus faecalis EF TNO MRS 32
Enterococcus faecium L50 Cintas ef al., {1995) MRS 12
Micrococcus varians 230 CECT MRS 37
Staphylococcus carnosus MC1 TNO BHI 37
Listeria innocua BL/8626 TNO BHI 32
Clastridium sporogenes C22/10 NG RCM 37 (A
Clostridium tyrobutyricum 3,5CT TNO RCM 37(A)
Clostridium tyrobutyricum 1754 NCDO RCM 37 (A)
Propionibacterium acidipropionici 563 NCDQ GYEL 32 (A)
Propionibacterium sp. P4 NG GYEL 32(A)
Propionibacterium sp. P6 TNO GYEL 2w
Bacillus cereus 9139 ATCC BHI 37
Clostridium perfringens 376 CECT RCM 37 (A)
Clostridium botulinum 551 CECT RCM 37 (A)
Listeria monocytogenes 7973 NCTC BHI 32
Listeria mongcytogenes LISsvl/2 FYM BHI 32
Listeria monocytogenes 5105 NCTC BHI 32
Listeria monocytogenes Lilsv4 FVM BHI 32
Listeria monocytogenes ScottA FVM BHI 32
Staphylococcus aureus 137 FRI BHI 37
Staphylococcus aureus 196E FRI BHI 37
Staphviococcus aureus 349 FRI BHI 37
Siaphylococcus aureus 361 FR1 BHI 37
Staphylococcus aureus 472 FRI BHI 37
cterias Grami-negatjv.
Aeromonas hydrophila 398 CECT BHI 37
Enterobacter gerogenes 684 CECT BHI 37
Escherichia coli 731 CECT BHI 37
Pseudomonas fluorescens 2085 CECT BHI 17
Salmonella thyphimurium 443 CECT BHI 37
Yersinia enterocolitica 559 CECT BHI 37

A Abreviaturas: ATCC, Americas Type Culture Collection (Rockville, USA), CECT, Coleccitn Espafiola de Cultivos Tipo {(Burjasot, Valencia), DSM,
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zelt Cuituren (Braunschwelg, Alemania); FRE, Food Research Institue (Madison, USA); FVM, Facultad
de Velerinaria de Madrid (Madrid); INRA, Staticu of researchers Laitieres (Jou-en-Josas Cedex, Francia); NCFB y NCDO, National Collection of Food
Bacteria (Reading, UK); NCTC, National Collection of Type Cultures (London, UK); TNOQ, Nutrition and Food Research (Zeist. Holanda): (A) :
iacubacién bajo condiciones de anmerobiosis. (1) Lactobacillus delbrueckii subesp. buigaricus, (2) Lactococcus lactis subesp. cremoris (L. cremoris),
(3) Lactococeus lactis subesp. lactis (L lactis)
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I11.1.2.2. Oligonucledtidos sintéticos (cebadores o primeros)

Los oligonucleétidos degenerados o especificos disefiados en este trabajo fueron construidos
en un sintetizador automdtico por la firma comercial “KEBO-Lab” (Cell & Molecular Biology,
Spanga, Sweden). Los cebadores se recibfan purificados y disueltosen 1,5 ml de agua destilada
y preparados para ser empleados directamente en cualquiera de las modalidades de PCR y en las
reacciones de secuenciacién. En la Tabla II1.2 se muestran los cebadores utilizados en este
trabajo.

I11.1.2.3. Marcadores de tamaiioc molecular

IT11.1.2.3.1. Escalera de fragmentos circulares de ADN (pidsmidos)

Los patrones de tamafio molecular conocido empleados en las electroforesis del ADN

plasmidico fueron suministrados por la firma “Gibco-BRL” y consistian en formas circulares
superenrolladas de ADN (ADNcc), con tamafios moleculares de 16.210, 14.174, 12.138,
10.102, 8.066, 7.045, 6.030, 5.012, 3.990, 2.972 y 2.067 pb. El contenido del vial (25 pg) se
resuspendié en 100 pl de tampén de Tris-HC! 10mM pH 8,0, ImM EDTA y se conservé a -
20°C.

I11.1.2.3.2. Escalera de fragmentos lineales de ADN

Los marcadores de referencia empleados en las electroforesis de fragmentos lineales de ADN
fueron suministrados por las casas comerciales “Gibco-BRL” y “NEB”(New England Biolabs).
Los marcadores de “Gibco-BRL” consistian en formas lineales de ADN con tamaifios
moleculares de 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 marcadores de
“NEB” consistian en fragmentos de ADN lineal con tamafios moleculares de 622, 527, 404,
307, 242, 217, 201, 190, 180, 160, 147, 123, 110, 90, 76 y 67 pb. El contenido de los viales
(25 pg) se. resuspendié en 100 pl de tampén Tris-HCI 10mM, pH 7,5, NaCl 50 mM, 0,1mM
EDTA y se conservaron a -20°C.

IIL.1.3. ENZIMAS Y PROTEINAS

Los enzimas empleados para la caracterizacién bioquimica de las bacteriocinas fueron los
siguientes:
- Tripsina (EC 3.4.21.4) “Merck”, extraida de pancreas bovino.
- Papaina (EC 3.4.22.2) “Merck”, extraida de ldtex de papaya.
- Pepsina (EC 3.4.23.1) “Merck”, extraida de mucosa porcina.
- Proteasa IT (EC 3.4.24.4) “Sigma”, producida por Aspergillus oryzae.
- Proteasa VI (EC 3.4.24.4) “Sigma”, producida por Streptomyces griseus
- Proteasa XIV (EC 3.4.24.4) (Pronasa E) “Sigma”, producida por Streptomyces griseus.
- a-amilasa (EC 3.2.1.1) “Boehringer”, producida por Bacillus amyloliquefaciens.
- Lipasa I (EC 3.1.1.3) “Sigma”, extraida de germen de trigo.
- Lipasa VII (EC 3.1.1.3) “Sigma”, producida por Candida cylindracea.
La seroalbimina bovina fraccién 5 (SAB) empleada como patrén para determinar la
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Tabta I11.2. Oligonucledtidos sintéticos empleados en este trabajo paralos
experimentos de PCR y de secuenciacién genética
 — —— — —— — . —__— ——_—— ——— ]

Nombre ~ Empleo  Secuencia nucleotidica (5'- 3') Tm ()

ENTP1(d) PCRy TGY TGG GTI AAY TGG GGI GAR GC 60,7
SEQ

ENTP2 PCRy  GATTTA TTA CTT TTC ATA GTA TTA ATG TCC 54,5
SEQ

ENTP3 PCRy n CCA GCA TIT ACT ATT ATT ACA ATA AAC ACC ATT ACC 60,8
SEQ

ENTP4 SEQ CTC ATT TGT ATT CTT CGG GGA ATT AAT TCATTC C 61,7

ENTPS PCRy  CTT TCA ACA AAG TTC TAG AAT TAA CTG AAA CAG C 60,5
SEQ

ENTB1(d) PCRgy AAY GAY CAY MGN ATGCC 51,0
SEQ

ENTB2(d) PCRg  AAN ARN CCN CCN GCG AT 53,0

ENTB3 PCRg gy AGACCT AAC AACTTATCT AAAG 50,7
SEQ

ENTB4 PCRy GCG ATT GCAGCACCACATTITG 58,1

ENTBS5 PCRg 3y GTT GCA TTT AGA GTA TAC ATT TGC 53,6
SEQ

ENTA1 PCRgy GATTAT GAA ACATTT AAA AATTTT GTC 55,0

(TH10) SEQ

ENTAZ PCRg AAA ACC ACC TAT AGA CAT TCC TGC 57,0

SK2 (bio) PCRyg, CCG CTC TAG AAC TAG TGG ATC 54,2
SEQ

TH8 PCRy  CTC ACT AAA GGG AAC AAA AGC TGG AG 60,7
SEQ

h

Abreviaturas: Tm (°C), temperatura de fusién del ADN; (d), oligonucledtido degenerado; (bio), oligonucledtido
biotinizado; PCR, reaccién en cadena dela polimerasa; la modalidad de PCR se indica con los subindices: E, especifico;
H, hemiespecifico; N, anidado; SEQ, reacciones de secuenciacién. Los desoxinucle6tidos con las diferentes bases
nitrogenadas del ADNse indican como: A, adenina, C, citosina, G, guanpina, T, timipa; Y (C, T); R (A, G);M (C, A); N
{A. C, G, T) L, base universal inosina; Todos los oligonucleétidos utilizados en este trabajo fueron diseiiados por la
autora, a excepeién del ENTAL (TH10) (Aymerich, 1996) y el TH8 y SK2, cuyas secuencias son especificas del vector
comercial pBluescript IT SK+.
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concentracién de bacteriocina en las muestras purificadas fue suministrada por “Pierce-
Chemicals”.

La lisozimay ARNasa utilizadasen los procedimientos de aislamiento de ADN bacteriano
procedfan de las casas comerciales “Serva” y “Sigma”, respectivamente. Los enzimas de
restriccién empleados para la digestién del ADN y sus correspondientes tampones se citan a
continuacién:

- Drgl, producido por Deinococcus radiophilus. Tampén 4 (10x: acetato potdsico 50 mM, Tris

acetato 20 mM, pH 7,9, acetato de magnesio 10 mM, DDT 1 mM). Ambos se adquirieron de

“NEB”.

- Hincll, producido por Haemophilus influenzae. Tamp6n B (10x: Tris-HC1 10mM, pH 7.4,
NaCl 50mM, EDTA 0,1mM, ditiotritol (DTT) 1mM, 0,5 mg/ml BSA, 50% glicerol).
Suministrados por “Promega”.

- Rsal, producido por Rhodopseudomonas sphaeroides. Tamp6n C (10x: Tris-HCl 10mM,

pH 7,4, NaCl 50mM, EDTA 0,lmM, DTT ImM, 0,5 mg/ml BSA, 50% glicerol).

Suministrados por “Promega”.

- Sspl, producido por una cepa de E. coli que tiene clonado el gen Sspl de Sphaerotilus sp
ATCC13925. Tampén Sspl (10x: NaCl 50 mM, Tris-HC} 100mM, MgCl1,16 mM, 0,025%

Tritén X-100, pH 7,5). Suministrados por “NEB”,

- Nael, producido por una cepa de E. coli que tiene clonado el gen Nael de Nocardia

aerocoloniges. Tamp6n 1(10x: Tris Propano-HC! 10 mM, MgCl, 10 mM, DDT 1 mM, pH

7.0). Suministrados por “NEB”.

- Fspl, producida por una cepade E. coli que tiene clonado el gen Fspl de Fischerella sp.

Tampoén 4 (10x; acetato potasico 50 mM, Tris acetato 20 mM, acetato de magnesio 10
mM, DDT 1 mM, pH 7,5). Suministrados por “NEB”.

- Stul, producido por Streptomyces tubercidicus. Tampoén 2 (10x: NaCl 50 mM, Tris-HC 10
mM, MgCl, 10 mM, DDT 1 mM, pH 7,5). Suministrados por “NEB”.

- EcoRI, producida por una cepa de E. coli que tiene clonado el gen EcoRI de E. coli RY13.
Tampén NEB EcoRI (10x: Tris -HC1 100 mM, NaCl 50 mM, MgCl, 10 mM, 0,025% Triton
X-100, pH 7,5). Suministrados por “NEB”.

El enzima empleado en las reacciones de amplificacién del ADN mediante 1a técnica de PCR
fue la ADN polimerasa Tag, obtenida de la bacteria termofila Thermus sp. El enzima fue
suministrado por la casa *“Advanced Biotechnologies LTD”.

Para la conversién de los extremos cohesivos protuberantes de los fragmento amplificados
por PCR en extremos planos, se empleé el fragmento grande o fragmento Klenow de la ADN
polimerasal de E. coli, con su correspondiente tampén 10x ( Tris-HCI 500 mM, pH 7,2,
MgSO, 100 mM, DDT 1 mM), suministrados por “Promega”.

La desfosforilacion de los grupos 5° fosfato del fagémido tratadocon enzimas de restriccitn
se realizo con el enzima fosfatasa alcalina de intestino de ternero y el tamp6n CIP 10x (Tris-HCl
500 mM, pH 9,3, MgCl, 10 mM, ZnCl, 1 mM, espermidina 10 mM), suministrados por
“Promega”.

En las experiencias de ligacién se emple6 el enzima T4 ADN ligasa y su correspondiente
tampén 10x (Tris-HC1 300 mM, pH 7,8, MgCl, 100 mM, DDT 100 mM y ATP 5 mM),
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suministrados por “Promega”.

La secuenciacién de los 4cidos nucléicos se llevé a cabo empleando una variante modificada
genéticamente del enzima ADN polimerasa del bacteri6fago T7, el enzima ADN polimerasa T7
Sequenasa 2.0, y su correspondiente tampén de dilucién 8x (Tris-HC1 10 mM, pH 7.5, DTIT
5SmM y BSA 0,5 mg/ml), incluidos ambos en el kit suministrado por “United States
Biochemicals” (“USB”).

I11.1.4. MEDIOS DE CULTIVO

Los componentes minerales, azicares, suplementos, aminodcidos y antibiSticos empleados
en la preparacién de los medios de cultivo procedian de las casas comerciales "Oxoid”, “Merck”,
“Sigma”, “Fluka” y "Panreac™.

I11.1.4.1. Medios de cultivo empleados para el aislamiento y crecimiento de las

bacterias lacticas

111.1.4.1.1. Medio de mantenimiento (MM)
Composicion en g/l:
Bacto Peptona (“Difco”) 1,0
Cloruro sédico 8,5
Preparacion:

Se suspenden los componentes en 1.000 ml de agua destilada y se calientaen una placa
calefactora hasta su disolucién. El medio se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min.

111.1.4.1.2. Caldo nutritivo de Man h MRS, “Oxoid”

Composicién en g/l:
Peptona 10,00
Polvo “Lab Lemco” 8,00
Extracto de levadura - 4,00
Glucosa 20,00
Acetato sédico (-3H,0) 5,00
Fosfato dipotésico 2,00
Citrato triam¢nico 2,00
Sulfato magnésico (-7H,0) 0,20
Sulfato de manganeso (-4H,0) 0,05
Tween 8G 1,00 m!
pH 6,2

Preparacién:

Para rehidratar el medio se suspenden 52 g en 1.000 mlde agua destiladay se calienta hasta su
disolucién. Para preparar los correspondientes medios semisélido (agar semis6iido MRS) y
sélido (agar s6lidoMRS) se adicionan ademds 7,5 y 15 g de agar bacteriolégico (“Difco™),
respectivamente. La esterilizacién se efectda en autoclave a 121°C durante 15 min.

I11.1.4.1.3. Caldo MRS para lactobacilos (MRS, “Difco”
Composicién en g/:

Bacto peptona 10,00
_ Bacto extracto de carme 16,00
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Bacto extracto de levadura
Bacto dextrosa

Acetato sédico (-3H,0)
Fosfato dis6dico

Citrato aménico

Sulfato magnésico (-TH,O)
Sulfato de manganeso (-4H,0)
Tween 80

pH

Preparacién:

5,00
20,00
5,00
2,00
2,00
0,10
0,05
1,00
6,5

HI. Matenial y M étodos

Para rehidratar el medio se suspenden 55 g en 1.000 mlde agua destilada y se calienta hasta su
disolucién. La esterilizacidn se efectua en autoclave a 121°C durante 15 min.

I111.1.4.2. Medios de cultivo empleados para el

crecimiento de los

microorganismos indicadores distintos a las bacterias lacticas

111.1.4.2.1. infusién

Composicién en g/

Extracto de cerebro
Extracto de corazén
Proteosa-peptona
Dextrosa

Cloruro sédico
Fosfato disddico
pH

Preparacion:

corazén (BHI, “Oxoid”

12,5
5,0
3.0
2,0
50
2,5
7.4

Se suspenden 37 g del medio deshidratadoen 1.000 ml de agua destilada y se calienta hasta su
disolucién. El medio se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min. Para la preparacién de los

dgares solidos y semisélidos BHI se procede de manera andloga a la descrita en la seccibn

I.1.4.1.2.

ITI.1.4.2.2. Medio reforzado para clostridios (RCM., “Ox0id™)

Composicién en g/l;
Lab-Lemco Powder 10,0
Peptona 10,0
Extracto de levadura 3,0
GlllOOS& 5,0
Almidén 1,0
Acetato sédico 3.0
Cisteina-HC1 0.5
Cloruro sédico 5,0
Agar 0,5
pPH 6.7

Preparacion:

Para rehidratar el medio se suspenden 38 g en 1.000 ml de agua destilada, calentando hasta su
disolucién. La esterilizaci6n se efectia en autoclave a 121°C durante 15 min. Los dgares sélidos
y semisOlidos RCM se preparan de manera anéloga a la descrita en la seccién 111.1.4.1.2.
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I11.1.4.2.3. Caldo de glucosa y extracto de levadura (GYEIL emco)

Composicion en g/:

Lab-Lemco Powder (Oxoid) 10,0

Peptona 10,0

Extracto de levadura 3,0

Dextrosa 50

Cloruro sédico 5,0

pH 7.0
Preparacién:

Se suspenden los componentes en 1.000 ml de agua destilada, calentando hasta su completa
disolucién. Una vez enfriado el medio a temperatura ambiente se ajusta el pH con HCI IN. La
esterilizacién se efectia en autoclave a 121°C durante 15 min. Los dgares s6lidos y semis6lidos
GYELemco se preparan de manera andloga a la descritaen la HE1.2.1.2.

I11.1.4.3. Medios empleados para la conservacion de las cepas bacterianas

111.1.4.3.1. Medios glicerinados

Los medios glicerinados son los caldos nutritivos descritos en las secciones 1il.1.4.1 y
II1.1.4.2, a los que, una vez que se han desarrollado en ellos los microorganismos
correspondientes, se les adiciona como agente crioprotector glicerol (15% v/v) (“Merck”)
esterilizado en autoclave a 121°C durante 20 min.

111.1.4.3.2.
Composicién en g/1:
Leche desnatada en polvo 100,0
Litmus trazas
Preparacion:

Se disuelven 100 g del medio en 1.000 ml de agua destiladay se calienta hasta su disolucién. La
solucién se esteriliza en autoclave a 121°C durante 5 min.

111.1.4.4. Medios de cultivo y reactivos empleados para la identificacion y

caracterizacién microbiolégica y bioquimica de las bacterias lacticas

I111.1.4.4.1. Reactivos emplead la tincién I
I11.1.4.4.1.1. Solucién de cristal violeta
Contiene: - g/100 ml
Cristal violeta 2,0
Oxalato aménico 0.8
Alcohol etflico (95% viv) 20,0 ml
Preparacién:

Se suspende el cristal violeta en el alcohol etilico y el oxalato aménico en 80 ml de agua
destilada. Una vez homogeneizadaslas soluciones, se mezclan, dejdndose reposar durante
24 horas antes de su empleo.

I11.1.4.4.1.2. Solucién de yodo
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Contiene: g/100 ml
Yodo 1,0
Yoduro potdsico 2,0

Preparacion:

Se tritura el yoduro potdsico en un mortero, afiadiendo durante la operacién una pequefia
cantidad de agua. Una vez disuelto, se adiciona el yodo y la solucién se trasvasa a un matraz
aforado y se enrasa hasta 100 ml con agua destilada.

1I1.1.4.4.1.3. Colorante de contraste

Contiene: £/100 mi
Safranina O 0,25
Alcohol etflico (96% viv) 10,00 ml

Preparacién:

Se suspende la safranina en el aicohol etilico y, una vez homogeneizada, se afiaden 90 ml de
agua destilada.

I11.1.4.4.2. Caldo MRS *Oxoid™)
Ver seccién I11.1.4.1.2.
IT11.1.4.4.3. Caldo CS-T modificado v Agar bacteriolégico (0.75% p/v)
11.1.4.4.3.1. Caldo CS-T modificado
Composiciénen g/l ;
Hidrolizado de casefnas 5,00
Extracto de levadura 500
Fosfato monopotasico 0,60
Fosfato dipotdsico 0,60
Sulfato magnésico (- TH,O) 0,20
Sulfato de manganeso (-1H,0) 0,05
Sulfato ferroso 0,01
Cloruro sddico 0,01
Bromotimol azul 0,08
Bacto agar 2,50
Tween 80 1,0 ml
pH 6,2
Preparacién:

Se suspenden los componentesen 900 ml de agua destilada, se calienta hasta su disolucién y
se esterilizaen autoclavea 121°C durante 15 min. Separadamente, se prepara una solucién
de glucosa al 10% (p/v), que se esteriliza con filtros de 0,22 um de didmetro de poro y se

afiade al medio de cultivo en una proporcién del 10% (v/v).

I11.1.4.4.3.2. Agar bacteriol6gico (U.75% p/v)

Se suspenden 7,5 g de agar bacteriol6gico en 1.000 ml de agua destiladay se calientala
solucién hasta la homogeneizacién del agar. El medio se esterilizaen autoclave a 121°C
durante 15 min.

86 Pilar Casaus Lara



III. Material y M étodos

I11.1.4.4.4. Caldgo MR-VP (*Difco”), solucién de Rojo d¢ metilo y solucién de hidréxido
potdsico
111.1.4.4.4.1. Caldo MR-VP

Composicién en g/l:

Bacto peptona 7.0

Fosfato dipotasico 5,0

Dextrosa 5,0

pH 6,9
Preparacién:

Se suspenden los componenies en 1.000 ml de agua destilada; una vez disueltos, se esteriliza
el medio en autoclave a 121°C durante 15 min.

111.1.4.4.4.2. Solucién de Rojo de metilg

Contiene:
Rojo de metilo 0,1g
Alcohol etflico (95% v/v) 300,0 ml
Preparacion:

Se suspende el reactivo en el alcohol etilico y, una vez disuelto, se trasvasa a un matraz
aforado de 500 ml y se enrasa con agua destilada.

111.1.4.4.4.3_Solucién de hidréxido potdsico 1.78M

Contiene: £/100ml
Hidréxido potésico 10,0
Preparacion:

Se suspenden las lentejas de sosa en 80 ml de agua desionizada y la solucién resultante se
trasvasa a un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua desionizada.

II1.1.4.4.5. Caldo Argining v Reactivo de Nessler
I11.1.4.4.5.1. Caldo arginina

Composicién en g/l:
Pepiona 10,00
Extracio de levadura 4,00
Acetato sédico 5,00
Citrato sédico 2,00
Fosfato dipotdsico 2,00
Sulfato magnésico 0,20
Sulfato de manganeso 0,02
L-Arginina 3,00
Tween 80 1,00 ml

Preparacién:

Se disuelven los componentes en 1.000 ml de agua destilada y se calienta hasta su

disolucién. El medio se distribuye en tubos de 10 ml y se esterilizaen autoclave a 121°C
durante 15 min.
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I11.1.4.4.5.2. Reactivo de Nessler

Se preparan las siguientes soluciones:

a) Solucién A
Contiene:

Y oduro potisico
Yodure de mercurio
Agua destilada

b) Solucién B
Contiene:
Hidréxido s6dico
Agua destilada
Preparacién:

7.0g
10,0 g
40,0 ml

10,0 g
50,0 mi

1. Material y M érodos

Una vez atemperada la solucién B se mezclacon la A y se trasvasa a un matraz aforado de
100 ml, enrasdndose después con agua destilada. La solucién resultante se deja reposar a
temperatura ambiente hasta que aparece un sedimento y entonces se decantael sobrenadante
y se esteriliza con filros de 0,22 pm de didgmetro de poro.

I11.1.4.4.6, Medi xilasa de Moeller (“Difco”

Composicién en g/h
Bacto peptona 5,00
Extracto de came 5,00
Dextrosa 0,50
Bromo cresol pirpura 0,01
Rojo cresol 0,005
Piridoxal 0,005
pH 6,0

Preparacion:

Se suspenden 10,5 g del medio deshidratado en 1.000 ml de agua destilada, se calienta hasta su
disolucién y, posteriormente, se afiaden 10 g de L-arginina. La solucién se esteriliza en autoclave

a 121°C durante 10 min.

111.1.4.4.7, Caldo MRS suplementado con diversas concentraciones de cloruro sédico
Se prepara caldo MRS, como se describié en la seccién 111.1.4.1.2, pero afiadiendo ademds

un 6,5 0 un 10% de cloruro sédico.

Ii1.1.4.4.8. Agar con hierro de Kligler (“Oxoid”)
Composicién en g/l:

Lab lemco

Extracto de levadura
Peptona

Cloruro sédico
Lactosa

Dextrosa

Citrato férrico
Tiosulfato de sodio
Rojo de fenol
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0,30
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Agar
pH

Preparacifn:

HL. Maerial y Métodos

12,00
1.4

Se suspenden 55 g del medio deshidratado en 1.000 ml de agua destilada y se calienta hasta su
disolucién. La esterilizacién se efectiaen autoclave a 121°C durante 15 min. Los tubos se dejan
enfriar en posicién inclinada con un fondo aproximado de 2,5 cm.

111.1.4.4.9.

[11.1.4.4.9.1. Medio Api 50 CHL
El medio Api 50 CHL fue suministrado en ampollas de 10 ml.

Composiciénen g/l :
Peptona 10,00
Extracto de levadura 5,00
Tween 80 1,00 ml
Fosfato dipotasico 2,00
Acetato sodico (-3H,O) 5,00
Citrato diaménico 2,00
Sulfato magnésico (-7H,0) 0.20
Sulfato de manganeso (4H,0) 0,05
Bromocresol pirpura 0,17
Agua destilada hasta 1.000 m}
pH 6,9-7,0

111.1.4.4.9.2. Galerfas Api 50 CH

Las galerias estdn formadas por 50 microtubos API distribuidos en 5 columnas con 10 filas
cada una. El primer tubo (columna 1, fila 0), sin principio activo, sirve como control negativo y
cada uno de los siguientes contienen un hidrato de carbono diferente.

Columnan®1

Columna n® 2

Columna n®3

Columna n®4

Columnan®5

111.1.4.4.10.

Composicién en g/l:

(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. p-metil-
xilésido.

(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-mandsido; 21, a-metil-D-glucésido; 22. N-
acetil-glucosamina; 23. amigdalina; 24. arbutina; 25. esculina; 26. salicina;
27. celobiosa; 28. maltosa y 29. lactosa.

(tubo/sustrato): 30. melibtosa; 31. sacarosa; 32. trehalosa; 33. inulina; 34.
melecitosa; 35. rafinosa; 36. almidén; 37. glucégeno; 38. xilitol y 39.
gentibiosa.

(tubo/sustrato): 40. D-turanosa; 41. D-lixosa; 42. D-tagatosa; 43. D-fucosa;
44, L-fucosa; 45. D-arabitol; 46. L-arabitol; 47. gluconato; 48. 2-
cetogluconato y 49. S-cetogluconato.
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Triptosa 20,0
Dextrosa 5.0
Fosfato dipotasico 2,7
Fosfato monopotésico 2,7
Cloruro sédico 5.0
Azida s6dica 0.4
Violeta etilica 0,00083
pH 7.0
Preparacién:

I Material y Métodos

Se disuelven 35,8 g del medio deshidratadoen 1.000 ml de agua destilada y se calienta hasta su
disolucién, El medio se dispensa en tubos de 10 ml y se esterilizaen autoclave a 121°C durante

15 min.

I11.1.4.4.11. Agarmanitol sal (‘Difco™)

Composicién en g/l:
Protcasa peptona 10,00
Extracto de came 1,00
D-Manitol 10,00
Cloruro sédico 75.00
Agar 15,00
Rojo de fenol 0.025
pH ' 74

Preparacion:

Se suspenden 111 g del medio deshidratadoen 1.000 mlde agua destiladay se calienta hasta su
disolucién. El medio se esterilizaen autoclave a 121°C durante 15 min, Una vez enfriado (50-

55°C) se preparan placas con aproximadamente 20 ml de este medio.

111.1.4.4.12. Caldo con verde brillante v sales biliares (2% p/v) (“Oxogid”™)
Composicién en g/l

Peptona 10,0

Lactosa 10,0

Sales biliares 20,0

Verde brillante 0,0133

pH 7.4
Preparacidn:

Se disuelven 40 g del medio deshidratado en 1.000 ml de agua destilada y se calienta hasta su
disolucién. El medio se distribuye en tubos de 10 ml y se esteriliza en autoclave a 121°C durante

15 min.

111.1.4.4.13. Agar sangre base (“Difco”™)

Composicion en g/l:
BHI 500,0
Bacto triptosa 10.0
Cloruro sédico 5.0
Bacto agar 15.0
PH 6.8

Preparacion:
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Se suspenden 38 g del medio deshidratado en 950 ml de agua destilada y se calienta hasta su

disolucién. La solucién se esterilizaen autoclavea 121°C durante 15 min y, seguidamente, se
mantiene en un bafio de agua termostatado a 50°C. Una vez atemperado el agar sangre base, se le

incorporan 50 ml de sangre de carnero desfibrinada (“Oxoid”) y se preparan placas de Petri con
20 ml de este medio.

IT1.1.4.4.14. Urca Agar Base Concentrado 10x (Difco™)

Composicién en g/100mi:
Bacto agar 1,5
Bacto urea agar base concentrado 10,0 m!
Preparacién:

Se suspenden 1,5 g de Bacto agar en 90 ml de agua destilada calentdndose hasta su disolucion.
Se esterilizaen autoclave a 121°C durante 15 min y una vez enfriado a 50-55°C, se afiaden
asépticamente los 10 ml que contiene la ampolla de Bacto urea agar base concentrado. Se
dispensa el medio en tubos con 10 ml y se dejan enfriar en posicién inclinada con un fondo de
2,5 cm.

II1.1.4.5. Medios de cultivo empleados para determinar el efecto de su

composicion en la produccion de actividad antimicrobiana de las bacterias

lacticas
I11.1.4.5.1. Agua de peptona (“Difco”)
Composicién en g/l:
Bacto peptona 10,0
pH 7.2
Preparacién:

Se suspenden 10 g de Bacto peptonaen 1.000 ml de agua destilada, calentando la solucién hasta
su disolucién. El medio se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min.

I11.1.4.5.2. Medio base (MB)

Composicién en g/l

Extracto de levadura 5,00
Dextrosa 10,00
Citrato amdnico 2,00
Cloruro sédico 2,00
Fosfato potdsico dihidrogenado 1,00
Fosfato dipotésico 1,00
Sulfato magnésico 0,20
Sulfato de manganeso 0,05
Sulfato ferroso 0,01
Tween 80 1,0 ml
pH 6,2
Preparacién:

Se suspenden los componentes en 1.000 ml de agua destilada y se calienta hasta su disolucién. A
continuacion, el medio se dejaenfriar y se ajustael pH con HC! IN. Laesterilizaci6n se efectua
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en autoclave a 121°C durante 15 min,

I11.1.4.5.3. Medio base suplementado al 1.0% (p/v)

Se afiaden 15 g de los suplementos que se indican a continuacién, a los ingredientes del MB
y se procede a su preparacién como se describié en la seccién anterior:
- peptona “Difco” (MB-peptona)
- proteosa-peptona “Difco” (MB-proteosa-peptona)
- triptosa “Difco” (MB-triptosa)
- triptona “Difco” (MB-triptona)
- hidrolizado (4cido) de caseinas “Oxoid” (MB-caseina).

111.1.4.5.4. Caldo MRS
Ver seccién 111.1.4.1.2,

111.1.4.5.5. Caldo BHI
Ver seccion 111.1.4.2.1.

I11.1.4.5.6. Caldo APT ("Difco”)

Composicién en g/l:

Triptona 12,50
Extracto de levadura 7,50
Dextrosa 10,00
Citrato sédico 5,00
Cloruro sédico 5,00
Fostato dipotisico 5,00
Sulfato magnésico 0,80
Cloruro de manganeso 0,140
Sulfato ferroso 0,040
Clorhidrato de tiamina 0,0001
Monoleato de sorbitdn 0,20
pH 6,7
Preparacion:

Se suspenden 46,2 g del medio deshidratado en 1.000 ml de agua destilada, calentando la
soluci6n hasta su disolucién. El medio se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min.

111.1.4.5.7. Caldo triptona soja (TSB, “Oxoid”

Composicién en g/l:
Digerido pancredtico de caseina 17.0
Digerido papainico de semilla de soja 3.0
Cloruro sddico 5,0
Fosfato dipotasico 2,5
Glucosa 2,5
pH 7.0

Preparacién:

Se suspenden 30 g del medio deshidratadoen 1.000 ml de agua destilada, calentando la solucién
hasta su disolucién. El medio se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min.
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I1.1.4.6. Medios de cultivo empleados para el crecimiento de las bacterias

utilizadas en las experiencias genéticas

111.1.4.6.1. Caldo Luria-Bertanj (LB)

Composicién en g/l:

Bacto triptona 10,0

Extracto de levadura 5,0

Cloruro sédico 5.0

pH 7.0
Preparacion:

Se suspenden los componentes en 950 ml de agua destilada, se mantienen en agitacién con calor
hasta su disolucion y, seguidamente, se ajustael pH con NaOH IN. Se trasvasa la soluciéna un

matraz aforado de 1.000 ml y se enrasa con agua desionizada. La solucidn se esterilizaen
autoclave a 121°C durante 20 min.

111.1.4.6.2. Agar LB con ampicilina (50 ug/rol)

Elagar LB al 1% (p/v) s¢ preparacomo se ha descrito en la seccidn anterior, pero afiadiendo
1 g de bacto agar. Una vez esterilizado y atemperado el medio a 50-55 °C, se afiade 1 ml de una
solucién de ampicilina (“Sigma”} (50 mg/ml) esterilizada con filtros de 0,22 um de didmetrode
poro.

I11.1.4.6.3. Caldo LB con ampicilina (100 ug/ml)

El caldo se prepara como se describié en la seccién 111.1.4.6.1 y posteriormente se
distribuy6 en tubos de 5 ml a los cuales se les afiadieron 10 ul de la solucién de ampicilina
(50mg/mi).

I11.1.4.6.4. Caldo SOC

Composicién en g/200ml:
Bacto triptona 4,00
Extracto de levadura 1,00
Solucién de NaCl IM 2,00 ml
Solucién de KC! 1M 0,50 ml
Solucién de MgCl, 2M 2,00 ml]
Solucion de glucosa al 40% 2,00 ml
pH 7.0

Preparacion:

Se mezclan los componentes, excepto 1a solucién de glucosa, en 150 mi de agua destilada y se
mantienen en agitacién hasta su disolucion, ajustindose seguidamente el pH con NaOH IN. Se
trasvasa la solucién a un matraz aforade de 200 ml y se enrasa con agua desicnizada,
esterilizdndola en autoclave a 121°C durante 20 min. Una vez enfriada la solucién a 50-55°C, se

afiaden 2 ml de la solucién de glucosa previamente esterilizada con filtros de 0,22 pm de
didmetro de poro.

I11.1.4.6.5. Caldo SOB

Se prepara de forma similar al caldo SOC descrito anteriormente, excepto que la solucién de
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glucosa se sustituye por 2 ml de una solucién de MgSO, 2M.

IT11.1.5. SOLUCIONES, TAMPONES Y GELES

Los productos quimicos empleados fueron siempre de calidad reactivoy se adquirieron de

LI 14

las firmas “Merck”, “Probus”, “Sigma”, “Fluka”, “Panreac”, “Carlo Erba”, “Serva” y “Bio-
Rad”.

I11.1.5.1. Tampén de resuspensién de los sobrenadantes libres de células
concentrados

Es una solucién de fosfato sédico 4 mM, pH 7,0. Para su elaboracién se prepararon las
siguientes soluciones:
(1) Solucién de Na,HPO, 4 mM, pH 9,6
Se suspenden 0,56 g de Na,HPO, en 600 ml de agua destilada y se calienta hasta su
disolucién; se trasvasa a un matraz aforado de 1.000 ml y se enrasa con agua destilada.
(2) Solucién de NaH,PO,- H20 4 mM, pH 4,5
Se suspenden 0,54 g de NaH,PO,-H,0 en 600 ml de agua destilada y se procede de la
manera descrita para la solucién (1)
El tampén de fosfato sédico 4 mM, pH 7,0 se prepara afiadiendo la solucién (2) ala (1), con
agitacién continua, hasta que s¢ alcanza un pH de 7,0

II1.1.5.2. Soluciones y tampones empleados para la identificacion y filiacion
taxonémica de las bacterias lacticas seleccionadas mediante el anilisis de su
patron electroforético de proteinas totales en geles de poliacrilamida con dodecil

sulfato sédico (SDS-PAGE)
I11.1.5.2.1. Tamp6n salino de fosfato sédico (NaPBS)

Contiene: gl
NaCl 8,0
Na, HPO,-12H,0, 0,2M 40,5 ml
NaH,P0,-2H,0, 0,2M 9,5 ml
Preparacién:

Se mezclan las 2 soluciones y se disuelve el cloruro sédico; una vez homogeneizada la disolucién
s¢ trasvasa a un matraz aforado de 1.000 ml y se enrasa con agua desionizada. La solucidn se
esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min.

I11.1.5.2.2. Tamp6n de resuspension de la muestra (STB)
Contiene: £/100 ml
Tris 0,75
B-mercapioetanol 5,00 ml
Glicerol 10,00 ml
Preparacidn:

Se mezclan los componentes y una vez disueltos se trasvasa la mezclaa un matraz aforado de
100 ml, que se enrasa con con agua desionizada. La solucién se esteriliza en autoclavea 121°C
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durante 15 min.

IT1.1.5.2.3. Solucién de SDS al 20% (p/v}

Contiene: 2/100ml
SDS 20,0

Preparacion:

El SDS se incorpora lentamente a 100 ml de agua desionizada caliente y la solucién se mantiene
en agitacién en una placa calefactora hasta su disolucitn.

I11.1.5.3. Soluciones y tampones empleados durante la purificacién a

homogeneidad de las bacteriocinas y su caracterizaciéon bioquimica

111.1.5.3.1. Solucién de Na,HPO, 0.5 M

Contiene: g
Na,HPO, 70,98
pH 9,6
Preparacion:

Se suspende la sal en 600 ml de agua destilada y se calienta hasta lograr su disolucién; se
trasvasa a un matraz aforado y se enrasa a 1.000 ml con agua destilada.

I11.1.5.3.2. Solucién de NaH,PO,-H,0 0,5 M

Contiene: g/l
NaH,PO,4-H,O 68,89
pH 4.5
Preparacién:
Se procede de manera andloga a la descrita para la solucidn anterior.
I11.1.5.3.3. Tampén de fosfato sédico 10 mM, pH 5.8 (Tampén NaP. pH 5.8)

A partir de la solucién de Na,HPO, 0,5M sec prepara una solucién de Na,HPO, 10 mM.
Para ello se vierten 20 ml de la solucién de Na,HPO, 0,5M en un matraz aforado de 1 litro y se
enrasa con agua desionizada. La solucién final tiene un pH aproximado de 9,6.

A partir de la solucién de NaH,PO,-H,0 0,5M se prepara una solucién de NaH,PO,-H,0
10 mM. Para ello se procede de igual forma que en el caso anterior. La solucién final tiene un pH
aproximado de 4,5. '

Para preparar el tampén NaP 10 mM, pH §,8 se afiade la solucién de Na,HPQO, 10 mM, pH
9,6 a la solucion de NaH,PO,- H,0 10 mM, pH 4,5 hasta que se alcanzae! valor de pH deseado
(5,8). Esta solucién se denominaré en adelante tamp6n NaP, pH 5.8.

I11.1.5.3.4. Solucién de NaCl IM en tampdn NaP. pH 5.8

Contiene: 2/500 ml
NaCl 29,22
Preparacion:

Se disuelve la sal en 300 ml de tampén NaP, pH 5,8, se trasvasa la solucién a un matraz aforado
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de 500 ml y se enrasa con ¢l mismo tampoén.

II1.1.5.3.5.

Contiene:
Sulfato amdnico 10,0

Preparacion:
Se disuelve la sal en 100 ml del tamp6n NaP, pH 5,8.

ITI.1.5.3.6. Solucién de etanol al 70% (v/v) en n N. HS5.8
Contiene: ml/100 ml
Etanol 30,0
Preparacién:
Se vierte el alcohol en un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con el tampén NaP, pH 5.8.
IT1.1.5.3.7. Solucién de etanol al 40% (v/v)
Contiene: ml/500 ml
Etanol 200,0
Preparacion:

Se vierte el alcohol en un matraz aforado de 500 ml y se enrasa con agua destilada.

I117.1.5.3.8. Solucién de isopropanol al 70% (v/v), pH 2

Contiene: ml/500 ml
Isopropanol (“Merck™) 350,0
Preparacién:

Se vierteel alcoholen un vaso de precipitadoy se afiaden 100 m] de agua destilada, tras lo cual

se ajusta el pH de Ia solucién con HCI12N. Posteriormente se vierte 1a solucién en un matraz
aforado de 500 ml y se enrasa con agua destilada.

I11.1.5.3.9, Tampén A

Contiene: mi/l
Acido trifluoroacético (ATF, “Merck™) 1,0
Preparacion:

Se disuelve el ATF en 900 ml de agua desionizada, se trasvasa la solucién a un matraz aforado

de 1.000 mly se enrasa con agua desionizada. Una vez preparada la solucidén, se hace pasar a
través de filtros de 0,22 pm de didmetro de poro, con ayuda de una bomba de vacio.

I11.1.5.3.10. Tamp6n B

Contiene: ml/l
Acido trifluoroacético 1.0
Preparacion:

Se procede como se ha descrito para el tampén A, excepto que en este caso el disolventees 1 1de
isopropanol.
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I11.1.5.3.11. Solucién de ditiotritol en caldo MRS (*Difcg”) (MRS-DTT, 1M

Contiene: g/5 ml
DTT (“Merck™ 0,77
Se prepara caldo MRS (“Difco”) como se describié en la seccién 11.1.4.1.3 y, a
continuacién, se disuelve el agente reductor DTT en 5 ml del medio de cultivo. A partir de la
solucién resultante ( MRS-DTT 1M), se prepararon 100 ml de caldo MRS-DTT 10 mM.

II1.1.5.4. Soluciones y tampones empleados para el aislamiento del ADN

cromosémico y plasmidico

I11.1.5.4.1. Solucién de NaCl al 0.9% (p/v)

Contiene: /100 mI
NaCl 0,9
Preparacién:

Se disuelve la sal en 100 ml de agua desionizada y, posteriormente, se esteriliza en antoclave a
121°C durante 20 min.

I11.1.5.4.2. Solucién dg Tris- IM.pH 8

Conticne: ¢/500 mi
Trisma-base anhidro (“Sigma™) 60,55

Preparaci6n: '

Se disuelve el Trisma-base en 300 ml de agua desionizaday se ajustael pH a 8,0 con HC1 12N.
Seguidamente se enrasa con agua desionizada hasta 500 m!l y se esterilizaen autoclave a 121°C
durante 20 min.

ITI.1.5.4.3. Solucigén de EDTA 0.25 M, pH 8.0

Contiene: £/1000 ml
Titriplex III (-2 H,0) (EDTA, “Sigma”) 93,05
Preparacion:

Se disuelve el EDTA en 600 ml de agua desionizaday se ajustael pH a 8,0 con NaOH 10N. Se
enrasa con agua desionizada hasta 1000 ml y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 20) min.

111.1.5.4.4. Tampén STE
Es una solucidn de sacarosa 7,7% (p/v), Tris Base anhidro 50 mM y EDTA 1 mM, pH 8,0.
Contiene: 2/100 ml
Sacarosa 7.7
Tris-HCI 1M, pH 8,0 (“Sigma™) 5,0 ml
EDTA 0,25 M, pH 8,0 0,4 ml
Preparacién:

Se mezclan los componentes en un vaso de precipitado con un poco de agua desionizada. Se
trasvasa la mezclaa un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua desionizada. La solucién
se esteriliza pasdndola a través de filiros de 0,45 um de didmetro de poro.
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111.1.5.4.5. Tampén TED
Es una solucién de Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0 y glucosa 50 mM.
Contiene: 2/100 ml
Glucosa 0,99
Tris-HCI 1M, pH 8,0 2,50 ml
EDTA 0,25M, pH 8,0 4,00 ml
Preparacién:

Se mezclan los componentes en un vaso de precipitado con un poco de agua desionizada. Se
trasvasa la mezclaa un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua desionizada. La solucion
se esteriliza a través de filtros de 0,45 um de didmetro de poro.

II1.1.5.4.6. Solucién de lisozima (Smg/ml

Se disuelven 5 mg de lisozima en 1 ml del tamp6n TED y posteriormente la solucién se
esteriliza con filtros de 0,45 um de didmetro de poro.

IT1.1.5.4.7. Solucién de EDTA 0.5 M. pH 8.0
Contiene: £/1000 ml
Titriplex 111 (-2 HyO) 186,12

Para su preparacion se procede de manera andloga a la descrita en la seccién 1I1.1.5.4.3.

I11.1.5.4.8. Tampén ET
Es una solucién de Tris-HCI 50 mM y EDTA 250 mM, pH 8.,0.

Contiene: ml/50 mi
Tris-HCl 1M, pH 8,0 2,5
EDTA 0,5M 25,0

Preparacidn:

Se mezclan los componentes y una vez disueltos se trasvasa la mezcla a un matraz aforado de 50

ml y se enrasa con agua desionizada. La solucién se esteriliza en autoclave a 121°C durante 20
min. '

111.1.5.4.9. Tampén de SDS al 20% (p/v)
Es una solucién de SDS al 20% (p/v), Tris-HC1 50 mM y EDTA 20 mM, pH 8,0.
Contiene: 2/100 ml
SDS 20,0
Tris-HCI, 1M, pH 8,0 5,0 ml
EDTA 0,25 M pH 8,0 8,0 ml
Preparacién:

Se mezclanlos componentesy se disuelven con agitacién y calor. Una vez enfriada la solucién,
se trasvasa a un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua desionizada. La soluci6n se
esteriliza en autoclave a 121°C durante 20 min.

I11.1.5.4.10. Solucién de NaQOH 3M

Contiene: g/100 m!

98 Pilar Casaus Larg



111 Material y M étodos

NaOH 12,0
Preparacién:
Esta soluci6n se prepara inmediatamente antes de su empleo. Se disuelve la sal en 80 mlde agua
desionizada, se trasvasa la solucién a un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua
desionizada.

II1.1.5.4.11. Solucién de Tris-HC1 M, pH 7.0

Contiene: g/250 mi
Trisma-base anhidro 60,55
Preparacion:

Se disuelve el Trisma-base en agua desionizaday se ajustaelpH a 7,0 con 1 6 2 gotas de HCl
12N. Seguidamente se enrasa con agua desionizada hasta 250 ml y se esterilizaen antoclave a
121°C durante 20 min.

111.1.5.4.12. Solucién de NaC] SM
Contiene: g/100 ml
NaCl 29,25

Para su preparacién se procede de la manera descrita en la seccién I11.1.5.4.10.

II1.1.5.4.13. Solucién de fenol-Tris (1:1)

Es una solucién de fenol redestilado en solucién salina (0,9% NaCl). La 8-hidroxiquinolina
es un antioxidante que evita la oxidacidn del fenol, siendo también un débil quelante de iones
metdlicos y un inhibidor parcial del enzima ARNasa. Esta sustancia proporciona ademds una
coloracién amarilla, que facilita la identificacion de las fases liquidas separadas.

Contiene:

Fenol (“Merck™) 1 vol

Tris 2M, pH 7,5 1 vol

8-Hidroxiquinolina (“Serva™) 0,1%
Preparacién:

El fenol se licuaen un bafio regulado a 80°C y se afiade un 0,1% de hidroxiquinolina para
retardar la oxidacion del fenol y colorear la solucién. Se afiade un volumende Tris 2M, pH 7,5 y
s¢ deja con agitacion a 4°C hasta la separacién de las fases polar y apolar. La fase inferior se
elimina por aspiracién con una bomba de vacfo. A continuacién se repite la operacién empleando
dos volimenes de agua destilada. Finalmente se retira la fase acuosa (superior) y la solucién de
fenol-Tris se conserva a -20°Cen un envase opaco. Esta solucién es muy corrosiva, por lo que
debe manipularse siempre con guantes y en una cabina de aspiracion de aire.

111.1.5.4.14. Solucién loroformo-alcohol i

Contiene:
Cloroformo 24 vol
Alcohol isoamilico 1 vol
Preparacion:

Se mezcla cuidadosamente el cloroformo y el alcohol isoamilico, en una cabina de aspiracién de
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aire, y la solucién resultante se conserva a temperatura ambiente,

I11.1.5.4.15. Solucién de fenol-Tris cloroformo-isoamilico (1:1)

Contiene:
Fenol-Tris 1vol
Cloroformo-alcobol isoamilico 1vol
Preparacién:

Se mezclan ambas soluciones en una cabina de aspiracion de aire. La soluci6n resultante se
conserva a 4°C en un envase opaco, durante un periodo maximo de una semana,

111.1.5.4.16. Tampén TE. pH 7.5
Es una solucién de Tris-HC1 10 mM y EDTA 1 mM, pH 7,5.

Contiene: ml/250 ml
Tris-HCl1 1M, pH 7.5 2,5
EDTA 0,25M, pH 8,0 1,0

Preparacioén:

Se mezclanlos componentesy se enrasa con agua desionizada en un matraz aforado de 250 ml.
La solucién se esteriliza en autoclave a 121°C durante 20 min.

I11.1.5.4.17. Solucién de ARNasa (1mg/mi) (Tampdén TER)

Se disuelven 100 pl de una solucién de ARNasa (10 mg/ml) en 900 ul de tampén TE. [a
solucién resultante se conserva a -20°C.

I11.1.5.4.18. Tampén de acetato sédico 3M, pH 7.0

Contiene: 2/100 ml
Acetato sidico 24,60
Preparacion:

Se disuelve la sal en 80 ml de agua desionizada y se ajusta el pH con 4cido acético glacial diluido;
se trasvasa la solucién a un matraz aforado de 100 mly se enrasa con agua desionizada. La
solucién se esteriliza en autoclave a 121°C durante 20 min.

I11.1.5.5. Soluciones, tampones y geles empleados para Ia visualizacion del

ADN cromosdmico y plasmidico

I11.1.5.5.1. Solucién de EDTA 0.5M, pH 8.0
Ver seccion 111.1.54.7.

I11.1.5.5.2. Geles de agarosa

Los geles de agarosa al 0,8 y 2% (p/v) se realizaron con agarosa SeaKem LE y Nu Sieve
3:1, respectivamente, ambas suministradas por “FMC Bioproducts™.

111.1.5.5.3. Tampén de Tris-acetato (TAE 50x)
Contiene: gh
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Tris-base 242,0

Acido acético glacial 57,1 ml

EDTA 0,5 M pH 8,0 100,0 mt
Preparacion:

Se mezclan las dos soluciones y se disuelve el Tris-base; seguidamente se trasvasa la soluciéna
un matraz aforado de 1.000 ml y se enrasa con agua desionizada. La solucién se esterilizaen
autoclave a 121°C durante 20 min. El TAE 50x se mantiene a temperatura ambiente y sirve de
solucién madre para preparar el tampén TAE 1x (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1mM).

111.1.5.5.4. Solucidn de transporte (10x}

Esta solucién aumenta la densidad de las muestras, permitiendo que ¢l ADN se introduzca

adecuadamente en los pocillos del gel; ademds, al contener azul de bromofenol permite la
visualizacién del frente electroforético. '

Contiene: ml/10 ml
Glicerol 5,00
Agua desionizada 4,75
Solucién TAE (40 x) pH 7,2 250,00 ul
Azul de bromofenol (*Merck™) 25,00 mg
Preparacién:

Se mezclan los componentes y, una vez disueltos, se alicuotala solucion en viales de 1 mlque se
mantienen a 4°C 6 a -20°C.

ITI.1.5.5.5. lucidén I idio (BrE) (10 mg/ml

El bromuro de etidio (BrEt) es un compuesto fluorescente que se intercala entre las bases del
ADN y que emite fluorescencia a 590 nm, en la regidn rojo-naranja del espectro visible. Es un
compuesto mutagénico y téxico, por lo que las soluciones deben manipularse siempre con

guantes y tomando las precauciones oportunas.
Se preparé una solucién madre de BrEt (10 mg/ml de agua desionizada) que se conservéd a

temperatura ambiente en un frasco opaco.

II1.1.5.6. Tampones empleados para la preparaciéon de células competentes de
E. coli DH5a

111.1.5.6.1. Tampén TB

Es una solucién PIPES 10mM (Piperazina-N’,N’-bis-2-etano sulfénico, “Sigma”), CaCl,
15 mM, KC1 250mM, MnC], 55mM.

Contiene: 2200 ml
PIPES 0,60
MnCl,-2H,0 1,77
KC1 3,73
Solucion de CaCl, 1M 2,00 mi
pH 6,7

Preparacion:

Se disuelven todos los componentes en 150 ml de agua desionizada y se ajustael pH con KOH
IM. La solucién se trasvasa a un matraz aforado de 200 ml, se enrasa con agua desionizaday se
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esteriliza con filtros de 0,22 pm de didmetro. La solucién se conserva a 4°C.

I11.1.5.7. Soluciones y tampones empleados para la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR)

Los desoxinucleétidos (AATP, dCTP, dGTP, dTTP) fueron suministrados por la casa
“Pharmacia” en viales individuales que contenfan el ANTP correspondiente a una concentracion
de 100 mM, pH 7,5.

El MgCl, empleado como cofactoren la reaccién y el tampén 10x ([NH,],SO, 200 mM,
Tris-HC! 750 mM, pH 9,0, Tween 0,1% (p/v) fueron suministrados por la firma *“Advanced
Biotechnologies LTD".

El aceite mineral utilizado para evitar la desecacién de las muestras fue suministrado por
“Sigma”. El agua desionizada empleada se esterilizé en autoclave a 121°C durante 20) min.

I11.1.5.8. Soluciones y tampones empleados para la secuenciacién del ADN

I11.1.5.8.1. Tampén Binding & Wash (B&W} 2x
Es una solucién de NaCl 2M, Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM, pH 7.5.
Contiene: ml/100 ml
Tris-HCL 1M, pH 7.5 1.0
EDTAO05SM 0,2
NaCl sM 40,0
Preparacion:

Se mezclan las 3 soluciones y, seguidamente, se trasvasa la solucién resultante a un matraz
aforadode 100 ml y se enrasa con agua desionizada. Esta solucién se¢ mantiene a temperatura
ambiente y sirve de solucién madre para preparar el tampén B&W 1x.

I11.1.5.8.2. Solucién de NaOH 0,1N

Contiene: 2/500 ml
NaOH 2,0
Preparacién:

Se suspenden las lentejas de sosa en 400 ml de agua desionizada. Una vez atemperada la
solucién se trasvasa a un matraz aforado de 500 ml y se enrasa con agua desionizada.

I11.1.5.8.3. Tampén TE, pH 7.5
Ver seccion 111.1.5.4.16.

I11.1.5.8.4. Solucién de HCl 1M

Contiene: ml/100 ml
HC1 comercial (Riqueza: 37%; densidad: 1,199%kg/1) 83
Preparacién:

Se mezclael HCI con 80 ml de agua desionizada y se trasvasa la solucién a un matraz aforado de
100 ml, enrasdndose a continuacién con agua desionizada. A partir de esta solucién se
prepararon 50 ml de una solucién de HC1 0,2M, la cual se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante

102 Pilar Casaus Lara



HI. Magerial y Métodos

20 min.
I11.1.5.8.5. Solucién de Tris-HCI IM, pH 7.5
Se prepara como se describié en la seccion 1I1.1.5.4.2, pero ajustando el pHa 7,35.
I11.1.5.8.6. Tampén TBE 10x
Contiene: g/l
Tris-base 108,0
Acido bérico 55,0
Na, EDTA 9,3
Preparacion:

Se disuelven los componentes en 600 ml agua destilada. La solucién resultante se trasvasaa un
matraz aforado de 1.000 ml y se enrasa con agua desionizada.

II1.1.5.8.7. Solucidn de acrilamida bis-acrilamida (40% p/v)

Contiene: gl
Acrilamida (“Bio-Rad™) 38,0
N, N -metilén-bis acrilamida (“Bio-Rad™) 2,0
Preparacion:

Se mezclan los componentes en 40 ml de agua desionizada y se disuelven en una placa
calefactora. Una vez enfriada la solucidn se trasvasa a un matraz aforado de 100 ml y se enrasa
con agua desionizada. La solucién se conservaen un envase opaco a 4°C durante 1 6 2 semanas.
Laacrilamida es una sustancia muy téxica por lo que siempre que se utilice se deben proteger las
manos con guantes y emplear una mascarilla.

ITI.1.5.8.8. Solycién de persulfato aménico (SPA) (25% p/v)
Contiene: mg/ml

Persulfato amdénico 250
Preparacion:

Se disuelve el persulfato aménico en 1 ml de agua desionizada. La solucién se conserva a -20°C.

I11.1.5.8.9. Solucién de acrilamida (6% v/v) urea (6M)

Contiene: ml/100 ml
Tampén TBE 10x 9,0
Acrilamida bis acrilamida (40%) 13,5
Urea (“Bio-Rad™ 414 g

Preparacion:

Se mezclan los componentes con 10 ml de agua desionizada en un vaso de precipitado y se
mantiene en una placa calefactoracon agitacién suave hasta su disolucién. Una vez enfriadala
solucidn, se trasvasa a una probeta de 100 ml y se afiade agua desionizada hasta 90 ml. A

continuacién la solucién se hace pasar a través de filtros Whatman n° 1 para eliminar los restos de
cristales de urea. La solucién debe preparase justo en el momento de su empleo y conservarse en
hielo fundente.

103 Pilar Casaus Lam



1. Material y M étodos

I11.1.5.8.10. Solucién de N.N.N, N”-tetra-metil-etiléndiamina (TEMED

Es una solucién comercial suministrada por la casa “Bio-Rad”. Esta sustancia se adiciona,
junto a la SPA, a la solucién de acrilamida (6% v/v) con urea (6M) para la preparacidn de los
geles de secuenciacion (seccién I11.2.11.10.6.1).

I11.1.5.8.11. Solucioén dg lavado v fijacién
Es una solucién de dcido acético al 5% (v/v) y metanol al 15% (v/v).
Contiene: mb/1
Acido acético 50,0
Metanol 150,0
Agua desionizada 800,0

Esta solucién se conserva a temperatura ambiente y s¢ puede reutilizar hasta 5-7 veces.

II1.1.6. KITS COMERCIALES

Los patrones de fermentacién de hidratos de carbono se determinaron mediante un kit
comercial suministrado por la firma "BioMérieux”, que contiene medio Api 50 CHL y galerfas
Api 50 CH y (seccién I11.1.4.4.9) .

La determinaci6n de la produccién del tipo de isémero del 4cido lactico (D-4cido lctico/L-
dcido lactico) se realiz6 empleando el kit comercial de deteccion ultravioleta D-Lactic acid/L-
Lactic acid, suministrado por la casa “Boehringer Mannheim”. Este kit contiene una solucién de
L-4cido glutdmico (15 mg/ml)en tampdn glicilglicina pH 10,0; una solucién de nicotinamida-
adenin-dinucledtido (NAD) (35 mg/ml)en agua destilada; una solucién con el enzima glutamato-
piruvato-transaminasa (1.571 U/ml); una solucién con el enzima D-lactato deshidrogenasa
(5.428 U/ml); una solucién con el enzima L-lactato deshidrogenasa (5.428 U/ml) y dos
soluciones patrén, una con D-4cido ldctico y otra con L-4cido ldctico.

La concentracién de proteina en las muestras de bacteriocinas purificadas se determiné con
un kit suministrado por “Pierce-Chemicals” que contenia azul briltante de Coomasie G-250 como
reactivo colorimétrico especifico de las proteinas y seroalbimina bovina fraccién 5 (SAB) como
patrén interno.

El aislamiento y la purificacién del fagémido p-Bluescript II SK+ de las células de E. coli
DH5a transformado quimicamente se realizé empleando el kit comercial Wizard Minipreps DNA
Purification System, suministrado por “Promega”. Este kit incluye 50 minicolumnas con sus
correspondientes soportes, una solucién con la resina de purificacion del ADN, el tamp6n de
resuspensién de las células (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, ARNasa (100 mg/ml), la
solucidn de lisis (NaOH 0,2M, 1% SDS), la solucién de neutralizacidn (acetato potdsico 1,32 M,
pH 4,8) y la solucién de lavado (200mM NaCl; 20mM Tris-HCL, pH 7,5; SmM EDTA). Antes
de su empleo la solucién de lavado se diluye con alcohol etilico al 95% (v/v) hasta una
concentracién final de alcohol del 55% (v/v).

Los fragmentos de ADN de interés se extrajeron de los geles de agarosa empleando el kit
comercial QIAEX IT Gel Extraction (150) de “Qiagen”, que incluye el tampén QX1, con una
elevada concentracidn de sales caotrépicas, el tampén QIAEX 11, con particulas de silica, y el
tampoén PE concentrado. Antes de su empleo el tampén PE se diluye con alcohol etilico al 95%
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(v/v) hasta una concentracién final de etanol del 55% (v/v).

La purificacién de los productos de PCR se realizé empleando unas minicolumnas con gel de
silica del kit comercial QIAquick PCR Purification de “Qiagen”, que incluye también el tampén
PE y el tampén PB, con una elevada concentracién de sales caotrépicas.

Para la obtencién y preparacién del ADN de cadena sencilla a partir de los productos PCR
purificados, se emples el kit Dynabeads M-280 Streptavidin y un separador magnético, mod.
MPC-E-1, ambos suministrados por la firma “Dynal”.

La secuenciacion de los dcidos nucléicos se realiz6 con el kit de secuenciaci6n Sequenase
Version 2.0 suministrado por “USB”, el cual incluye, ademds del enzima ADN polimerasa T7
Sequenasa 2.0 y su correspondiente tampén de dilucién 8x, los siguientes reactivos: tampon
Sequenasa de reacci6n 5x (Tris-HC1 200 mM, pH 7,5, MgCl, 100mM, NaCl 250 mM),
solucién de ditiotritol (DTT)0,1M, mezcla de desoxinuciedsidos trifosfato (ANTP) 5x (7,5 uM
dGTP, 7.5 uM dCTP y 7.5 uM dTTP), mezcla de terminacién con el didesoxinucleétido ddA
(80 uM dATP, 80 uM dCTP, 80 uM dGTP, 80 uM dTTP, 8uM ddATP, 50 mM NaCl), mezcla
de terminacién ddC (80 uM dATP, 80 uM dCTP, 80 uM dGTP, 80 uM dTTP, 8uM ddCTP, 50
mM NaCL), mezclade terminacién ddG (80 uM dATP, 80 uM dCTP, 80 uM dGTP, 80 uM
dTTP, 8uM ddGTP, 50 mM NaCL), mezcla de terminacién ddT (80 uM dATP, 80 uM dCTP,
80 uM dGTP, 80 uM dTTP, 8uM ddTTP, 50 mM NaCL) y la solucién de parada (formamida
95% [viv], EDTA 20mM, azul de bromofenol 0,05% [p/v] y cianol xileno FF 0,05% [p/v]). El
desoxinucle6tido dATP marcado radiactivamente con el is6topo a?’S fue suministrado por la
casa “Amersham Life Science” (“ALS™).

I11.1,7. MATERIAL DE LABORATORIO

El agua destilada empleada en este trabajo se obtuvo en un destilador “Afora” y se
desmineralizé en un intercambiador “Seta”, mod. R600. Las experiencias cromatogréficas,
electroforéticasy genéticas se realizaron con agua desionizada ultrapura, libre de pirégenos,
obtenida en un aparato “Bamstead”, mod. Nanopure.

El material general de laboratorio constaba de pipetas de Pasteur; pipetas automdticas
“Gilson”, mods. P-20, P-200, P-1.000 y “Eppendorf”, mod. 4810; multicanales “Titertek”,
mod. 300; pipeteadores automdticos “Bibby”, mod. 3100B; placas calefactoras y agitadoras
“Thermolyne”, mod. Nuova Il y “Bibby”, mod. B212; agitadores “Heidolph”, mod. Reax 2000
y dispensadores de medios de cultivo “Nichiryo”, mod. 2100DG y “Brand”, mod. Dispensette.
El material de vidrio empleado fue del tipo “Pyrex” y el de pldstico suministrado por “Nunc”,
“Falcon”, “Sterilin” y “Eppendorf™.

Las pesadas ordinarias se efectuaron en balanzas monoplato “AD”, mod. FX-3000 y
“Sartorius”, mod. 1474 y las de precisién en balanzas analiticas “AD”, mod. 120A.

Las muestras a centrifugar se equilibraron en una balanza biplato “Cobos”, mod. 201. Las
centrifugaciones se realizaron en centrifugas refrigeradas “Beckmann”, mod. GPR, equipadas
con ¢l rotor JA18.1 y “Sorvall”, mods. RC-2 y RC-5B, equipadas con los rotores SS-34 y
GSA. Para otras centrifugaciones se empled una microcentrifuga “Heraeus”, mod. Biofuge 13 y
una microcentrifuga refrigerada “Heraeus”, mod. Biofuge 15R, equipadas con un rotor HFA
22.2. Las centrifugaciones instantdneas se llevaron a cabo en centrifugas “Stratagene”, mod.
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Picofuge HF-120.

Las liofilizaciones se efectuaron en un aparato “Terruzzi Melvisa”, mod. TP-3,

Las muestras se conservaron en arcones congeladores “Kelvinator”, mods. AC-550,
“Sanyo”, mod. Ultra Low y ACK-55, “Liebherr”, mod. GT6102 y “FormaScientific”, mod.
86CFreezer; asi como en frigorificos “Kelvinator”, mod. AKR20, “Liebherr”, mod.38 y
“Bosch”, mod. Grand cooler.

Las esterilizaciones de los medios de cultivo y de las soluciones cuya naturaleza asf lo
permitfa se llevarona caboen autoclaves “Selecta”, mod. Autotester437-G. Algunas soluciones
se esterilizaron por filtracién, empleando filtros "Millipore” de 0,22-0,45 um de didmetro de
poro. La esterilizacién del material de vidrio tuvo lugar por calor seco en una estufa de aire
forzado “*Heraeus”, mod. KFTU-K.

Las determinaciones y ajustes de pH se llevaron a cabo en pH-metros “Crison”, mod.
micropH 2001 y “Metrohm”, mod. 654. Las homogeneizaciones se¢ realizaron en un
homogeneizador-Stomacher “Colworth”, mod. 400.

Las siembras microbianas y los experimentos que requerfan condiciones de esterilidad
méxima se realizaron en una cdmara de flujo laminar “Telstar”, mod. CE-A. Las incubaciones se
efectuaron en estufas “Heraeus”, mods. KB-500, BK-600 y B6200 y en refrigeradores “Velp”,
mod. 225d, “Sanyo”, mod. Medicooly “Selecta”, mod. 247A. Los tratamientos térmicos y
enzimdticos, asi como las incubaciones que requerian un control m4s preciso de la temperatura,
se efectuaron en bafios de agua “Medingen” mod. E o de polietilenglicol 400 provistos de
termostatos “Selecta”, mods. Unitronic 6320100 y Tectrén .

Las incubaciones que requerfan ausencia de oxigeno se realizaron en jarras de anaerobiosis
con un generador de gas, suministrados por la firma “Oxoid”, mod. Anaerobic system. Las
incubaciones que requerian agitacién se realizaron en un agitador orbital “Stuar”’, mod SO1.

El crecimiento de los cultivos bacterianos se determind por turbidometria, empleando
colorimetros “Klett-Summerson”, mod. 800-3 y “CIBA-Corning”, mod. 252. Los recuentos
microbianos se efectuaron en un contador de colonias “WTW”, mod. BZG-24. Las
observaciones microscépicas se realizaron en un microscopio “Nikon”, mod. L-ke, equipado
con lentes de 4x, 10x, 40x y 100x aumentos y con un dispositivo de contraste de fases.

Las determinaciones espectrofotométricas se hicieron en espectrofotémetros “Hitachi” mod.
U-200 y “Schimadzu” mod. UV-160. Las placas microtituladoras de 96 pocillos “Corming” y
“Costar”, mod. 3590, empleadas en la purificacién y determinacion de la concentracién
inhibidora minima de las bacteriocinas se leyeron espetrofotométricamente en lectores de
microplacas “Titertek Multiskan”, mod. Plus y “Dynatech”, mod. MR-700.

Las cromatografias de filtraciénen geles se realizaron en columnas de poliprolipeno, mod.
PD-10, preempaquetadas con 9,1 ml de gel Sephadex G-25, suminisiradas por “Pharmacia-
LKB”. Las cromatografias de intercambio catiénico e interaccién hidrofébica se realizaron en
columnas convencionales mod. Econo Column de la firma “Bio-Rad”. En la cromatografiade
intercambio catiénico las columnas tenfan un tamaiio de 2,5 x 30 ¢cm y la matriz cromatogréfica
empleada fue el gel SP-Sepharose Fast Flow de la casa “Pharmacia-LKB”. En la cromatografia
de interaccién hidrof6bica se utilizaron columnas convencionalesde 1,5 x 20cmy 5,0 x 30 cm y
como matrices cromatogréficas se emplearon el gel Octyl-Sepharose CL-4B de la casa
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“Pharmacia-LKB” y la resina Amberlite XAD-16 de “Supelco”, respectivamente.

Las cromatograffas de fase reversa se efectuaronen una columna *“Pharmacia-LKB” mod.
PepRPC HR5/5 de 5 x 50 mm preempaquetadacon 1ml de gel de silicae integrada en un sistema
de cromatografia liquida rdpida de proteinas (FPLC) de la misma firma comercial. El sistema de
FPLC constabade dos bombas de alta presién mod. P-500, un controlador mod. LCC-500Plus,
una bomba peristilticamod. P-1, un super-loop de 50 ml de capacidad, un dispositivo de
vélvulas mod. MV-7, un monitor de luz uitravioleta mod. UV-M-I1y un impresora registradora
mod. REC-2. Los tampones empleados en la cromatograffa FPLC se filtraron por filtros
“Millipore”, mod. GS, de 0,22 um de didmetro de poro, empleando una bomba de vacio
“Eyela”, mod. A-3S. Las muestras a cromatografiar se filtraron por filtros “Gelman Sci.”, mod.
Acrodisc PF, de 0,22 um de didmetro de poro. La desecacién a vacio de las muestras se efectud
en un rotavapor “Howe”, mod. GV1, acoplado a una bomba de vacio “Edwards”, mod. ED100.

Para la optimizacién de la produccidn de bacteriocinas se¢ emple6 un fermentador de mesa
“B. Braun Biotech International”, mod. Biostat B. El equipo constaba de una unidad
computerizada programable para el control de la temperatura, ¢l pH, la presidn de oxigeno (pO,)
y la agitacién y de un tanque reactor de doble pared de cristal de borosilicato con capacidad para
2-3 litros de cultivo. El tanque disponia de vias para la inoculacién del cultivo y la toma de
muestras, para la entrada de nitrégeno y para la entrada de NaOH 6M; asimismo, disponfa de un
sistema de condensacién del vapor de agua, un agitador mecdnico, un electrodode pH y otro de
pO» ¥ un termostato.

Para realizar el andlisis del patrén electroforético de las protefnas totales de las bacterias
ldcticas, los geles de electroforesis se desecaron €n un aparat¢ “Bio-Rad”’, mod. Slab Dryer 224.
El escanogramay la digitalizaciénde los electroforegramasse efectu$ con un densitémetro
“LKB”, mod. Ultroscan Laser, conectado a un ordenador PC MS-DOS equipado con una tarjeta
de conversién digital. Los datos se registraron y se procesaron con un programa informatico
Gelcompar versién 3.0. La comparacién cuantitativa de los patrones electroforéticos y la
agrupacién en clusters se efectué con el programa Gelcompar versién 2.0.

Para la determinacién de la composicién aminoacidica de las bacteriocinas, mediante técnicas
de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), se emple6 un analizador “Biotronik”, mod.
LC5000, conectado a un integrador “Spectra Physics”, mod. SP4100.

La secuencia aminoacfdica de las bacteriocinas se determind con un microsecuenciador
automdtico de fase gaseosa “Applied Biosystems”, mod. 477A, conectado a un analizador de
derivados feniltioidantofna-aminodcido “Applied Biosystems”, mod. 120A.

La espectrometria de masas de las bacteriocinas se determin6 en un analizador de masas
“Perkin-Elmer Sciex”, mod. API IIl TAGA 6000 E (CIEX).

El hielo fundente se obtuvo en un aparato “Scotsman”, mod. AF-10. La filtraciénde las
soluciones electroforéticas que asi lo requerfan se efectud por filtros Whatman n® 1. La
electroforesis submarina de los geles de agarosa se efectué en cubetas “Hoefer”, mods. Max
HE99 (25,2 cm de separacién de electrodos) y Min HE33 (12 cm de separaci6én de electrodos),
empleando como fuente de alimentaciénun aparato “Hoefer”, mod. PSS00XT. Los geles se
fotografiaron con una cdmara instantdnea “Polaroid”, mod. MP-4, acoplada a un transiluminador
“Spectroline”, mod. TL-312A. Las peliculas en blanco y negro empleadas fueron “Polaroid”,
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mod. 667 y el filtro utilizado fue Kodak 22-A Wratten para luz ultravioleta.

Las experiencias de amplificacion de! ADN mediante la técnica de PCR se realizaron en un
termociclador de ADN suministrado por la firma comercial “Perkin-Elmer-Cetus™.

Para la realizacién de los geles de secuenciacién de ADN se emplearon cristales de 33x42 y
de 33x39,4 cm, peines con dientes de cocodriloy dos separadores laterales de pldstico
suministrados por “Bethesda Resesarch Laboratories” (BRL). Para evitar la adherencia del gel al
cristal pequefio de secuenciacién se empleé una solucién de silicona, Sigmacote SL-2,
suministrada por “Sigma”. Las electroforesis se llevaron a cabo en cubetas “BRL”, mod. §2,
que se conectaron a una fuente de alimentacién de alto voltage “Hoefer Scientific Instruments”,
mod. PS 2500 DC. Los geles se deshidrataron en un desecador horizontal “Hoefer Scientific
Instruments”, mod. SE 1160. La visualizacién de las sefiales radiactivas emitidas por el isStopo
S35 se 1lev6 a cabo con peliculas “Kodak”, mod. BioMax MR (35x43 cm) incubdndose en
cartuchos “Kodak”, mod. X-Omatic. Las pelfculas se reveiaron en un revelador automdtico
“AGFA-Gevaert”, mod. Gevamatic 60, utilizdndose la solucién fijadora G153 B y reveladora G
354, ambas suministradas por la casa “AGFA-Gevaert”.

I1.2. METODOS

I11.2.1. AISLAMIENTO Y PRESELECCION DE BACTERIAS LACTICAS DE
EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS ELABORADOS ARTESANALMENTE

Para el aislamiento de las bacterias l4cticas se tomaron asépticamente 20 g de la porcién
central de cada embutido crudo curado artesanal (chorizo casero) y se homogeneizaron durante
10 min en 100 ml de medio de mantenimiento (MM). El homogeneizado se incubé a 32°C
durante 7 horas, para revitalizar 1a flora microbiana presente en las muestras. Posteriormente, se
prepararon diluciones decimales de las muestrasen MM y se sembraron 100 pl en placas de Petri
con 20 ml de agar s6lido MRS (seccién 11I.1.4.1.2). Tras extender las muestras homogéneamen-
te por la superficie del agar con ayuda de un asa de Driglaski, las placas se cubrieroncon 10 ml
de agar semisélido MRS fundido para crear condiciones de microaerofilia. Una vez solidificado
el medio, se incubaron las placasen posicién invertidaa 32°C durante 72 horas (salvo que se
indique lo contrario, las incubaciones se realizaron siempre estdticamente y en aerobiosis).

Finalizada la incubacién se preseleccionaron ai azar 96 colonias de cada embutido con las
siguientes caracteristicas: tamafio pequefio (1-2 mm), forma convexa, bordes lisos y color
blanco. Las placas que contenfan las colonias preseleccionadas se mantuvieron a 4°C hasta su
empleo. '

I1L2.2. CONSERVACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS

De todas las cepas bacterianas empleadas como microorganismos indicadores y de las
bacterias lacticas seleccionadas a lo largo de este trabajo se prepararon tres lotes para su
conservacién a -20 y -85°Cy a 4°C. En todos los casos, los microorganismos se cultivaron
previamente durante 16 h bajo las condiciones de incubacién indicadas en 1a Tabla HI.1.
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IT1.2.2.1. Conservaciéon en congelacion

De cada cultivo se tomaron dos alicuotas de 850 ul y se les afiadieron 150 pl de glicerol
estéril como agente crioprotector. Los cultivos glicerinados se conservaron a -20 y a -85°C. Los
cultivos mantenidos a -20°C se emplearon como lote de trabajo, revitalizindose cada dos meses
mediante tres transferencias sucesivas en el caldo de cultivo correspondiente.

II1.2.2.2. Conservacién por liofilizacién y refrigeracion

Alicuotas de 5 ml de los cultivos se centrifugarona 7.000 rpm y 4°C durante 10 min. El
sedimento celular correspondiente se resuspendid en 1,5 ml de medio de leche desnatada y, a
continuacién, se Hofiliz6 la suspensién bacteriana durante 24-48 h. Los cultivos liofilizados se
conservaron indefinidamente a 4°C.

111.2.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN MEDIO
SOLIDO Y LIQUIDO DE LAS BACTERIAS LACTICAS PRESELECCIONADAS

El estudio inicial de la actividad antimicrobianaen medio s6lido de las bacterias licticas
aisladas de embutidos crudos curados se llevé a cabo mediante el método de antagonismo
microbiano diferido por siembra en picadura descrito por Fredericg (1948). A continuacién y
con el objeto de identificary seleccionara aquéllas cuya actividad antimicrobiana se debiaa la
produccién y liberacién de bacteriocinas en medio liquido se empled una modificacién de la
prueba de difusién en agar desarrollada por Tagg y McGiven (1971), mediante 1a que se evalu6
la actividad antagonista de los sobrenadantes libres de células neutralizados y esterilizados por
filtracién, asi como de sus correspondientes sobrenadantes concentrados veinte veces por
liofilizacién.

La actividad antimicrobiana se detecta por la aparicién de halos de inhibicién alrededor de las
colonias, en el caso del método de antagonismo microbiano diferido por siembra en picadura, o
alrededor de los pocillos, en el caso de la prueba de difusi6én en agar. La actividad antimicrobiana
se cuantifica midiendo el didmetro de dichos halos con un calibre.

Los microorganismos indicadores empleados para identificar las bacterias lcticas
productoras de actividad antimicrobiana en medio sélido y liquido fueron P. acidilactici 347, Lb.
sake 148, dos bacterias ldcticas aisladas previamente en nuestro departamento (Sobrino et d. ,
1992; Sobrino, 1993; Moreira, 1993), y Ls. monocytogenes Scott A.

111.2.3.1. Método de antagonismo microbiano diferido por siembra en
picadura

Las 96 bacterias licticas preseleccionadas de cada embutido se sembraron en profundidad,
mediante el empleo de palillos estériles, y por cuadruplicado en placas de Petri que contenfan
agar s6lido MRS y se incubaron a 32°C durante 24 horas. Transcurridas 5 horas de incubacién, a
tres de las cuatro placas se les adicionaron 15 ml del correspondiente agar semis6lido fundido
(Tabla IH.1) conteniendo aproximadamente 1x10° ufc/ml del microorganismo indicador. La

cuarta placa, a la que no se le adicioné microorganismo indicador, se usé como control.
Finalizadala incubacién, se seleccionaron aquellas colonias que producian halos de inhibicién
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nitidos de 4 mm 6 mds de didmetro frente a uno, al menos, de los tres microorganismos
indicadores.

Las colonias seleccionadas se recogieron asépticamente de las placas control con un asa de
platino y se incubaronen caldo MRS a 32°C durante 16 horas. Se hicieron tres transferencias
consecutivas de las cepas seleccionadas en el mismo medio y se procedid a su conservacién
como se describi6 en la seccién 111.2.2.

I11.2.3.2. Método de difusion en agar

Las bacterias ldcticas que produjeron los halos de inhibicion mayores y mas nitidos en medio
s6lido se analizaron para determinarsi producian y liberaban al medio exocelular compuestos
antimicrobianos cuando se desarrollabanen caldos de cultivo. Para ello, las bacterias l4cticas
seleccionadas se desarrollaron en caldo MRS a 32°C durante 16 horas y, posteriormente, se
obtuvieron sus sobrenadantes libres de células y sobrenadantes libres de células concentrados
veinte veces para evaluar su actividad antimicrobiana.

I11.2.3.2.1. ICi bren libr lul

Los cultivos se centrifugarona 12.000 rpm y 4°C durante 10 min, se ajust6 el pH de los
sobrenadantes a 6,2 con NaOH 1M y NaOH 10M y se esterilizaron con filtros de 0,22 um de
didmetro de poro. Esta fraccién se denominard, en lo sucesivo, sobrenadante.

111.2.3.2.2. Obtencién de sobrenadantes libres de células concentrados

Alicuotas de los sobrenadantes se liofilizaron durante 48 horas y se resuspendieron en
tampén fosfato sédico 4 mM, pH 7,0 (secciénI11.1.5.1) hasta un volumen veinte veces menor

que el original. Esta fraccién se denominard, en adelante, sobrenadante concentrado.

111.2.3.2.3. Actividad antimicrobiana de lo renadanics brenadan oncentrad

Para evaluar [a actividad antimicrobiana de 1os sobrenadantes y sobrenadantes concentrados
de las bacterias lacticas seleccionadas se prepararon placas con agar semisdlido (0,75% p/v)
conteniendo los microorganismos indicadores a una concentracién final de aproximadamente
1x105 ufc/ml. Para ello, alicuotas de cultivos de P. acidilactici 347, Lb. sake 148 y Ls.
monocytogenes Scott A incubados previamente en caldo MRS o BHI a 32°C durante 16-18
horas, se depositaronen tubos con 20 mi de agar semisélido MRS o BHI fundido y atemperado
a 45°C y, después de agitarlos, se deposité su contenido en placas de Petri de 9 ¢m de didmetro.
Una vez solidificado el medio, las placas se secaron en una estufa termostatada a 37°C durante 1
hora. A continuacidn, con ayuda de un “sacabocados”, se realizaron en las placas pocillos de 6
mm de didmetro en los que se depositaron 50 ul de los sobrenadantes y sobrenadantes
concentrados a evaluar. Las placas se preincubaron a 4°C durante 2 horas para favorecer la
difusién de las sustancias antimicrobianas y, posteriormente, s¢ incubaron a 32°C durante 24
horas. Finalizada la incubacién se cuantificé la actividad antimicrobiana midiendo el didmetro de
los halos de inhibicién con un calibre.

Las bacterias lacticas cuyos sobrenadantes y/o sobrenadantes concentrados mostraron
actividad antimicrobiana mediante esta técnica se seleccionaron para posteriores estudios.
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II1.2.4. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXOCELULAR DE LAS
BACTERIAS LACTICAS SELECCIONADAS FRENTE A DIVERSOS
MICROORGANISMOS INDICADORES

La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes y sobrenadantes concentrados de las
bacterias l4cticas seleccionadas se evalué mediante el método de difusién en agar (seccién
I11.2.3.2) frentea un total de 26 microorganismos indicadores, que incluian 9 bacterias ldcticas,
11 bacterias Gram-positivas, patégenas y/o alterantes de los alimentos, y 6 bacterias Gram-
negativas. Los medios de cultivo y las condiciones de incubacién de los microorganismos
indicadores se muestran en la Tabla III.1.

I11.2.5. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXOCELULAR CRUZADA DE LAS
BACTERIAS LACTICAS SELECCIONADAS E INMUNIDAD A SUS
SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS EXOCELULARES

La inmunidad de las bacterias licticas seleccionadas a su propia actividad antimicrobiana, asi
como la resistencia o sensibilidad que dichas bacterias l4cticas presentaban entre sf y frente a
otras bacterias licticas productoras de bacteriocinas, aisladas anteriormente en nuestro
Departamento, tales como P. acidilactici 347 (productor de pediocina PA-1) (Moreira, 1993), L.
lactis BB24 (productor de nisina A) (Cintas, 1995; Rodriguez et al., 1995a), E. faecium1.50
(productor de enterocinas LSOA y L50B) (Cintas et d., 1995; Cintas et al., 1998b) y Lb. sake
148 (productor de lactocina S) (Sobrino, 1993; Cintas et d., 1993), se determiné mediante el
método de difusidén en agar (secci6én I11.2.3.2). Para ello se obtuvieron los sobrenadantes y
sobrenadantes concentrados de las bacterias l4cticas seleccionadas, asi como los de las 4
bacterias licticas citadas anteriormente, y se evalu6 su actividad inhibidora empledndose a todos
estos microorganismos como indicadores.

111.2.6. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA Y BIOQUiMICA DE LAS
BACTERIAS LACTICAS SELECCIONADAS
I1L2.6.1. Morfologia y respuesta a la tincion de Gram

La tincién diferencial, descubierta empiricamente por Christian Gram en 1884, permite
distinguir las bacterias Gram-positivas de las Gram-negativas y, asimismo, examinar la
morfologia y disposicién celular caracteristicas de cada especie bacteriana.

Las bacterias l4cticas seleccionadas se incubaron en caldo MRS a 32°C durante 16 horas, tras
lo cual se extendieron 2 gotas de los cultivos, con ayuda de un asa de platino, sobre un
portaobjetos y se fij6 la extensién por calor. Los cultivos fijados se tifieron sucesivamente con
una solucién de cristal violeta (1-2 min) y con una solucién diluida de yodo (1 min), lavando
indirectamente después de cada tincién con agua corriente. Posteriormente, las preparaciones se
decoloraron con alcohol etilico y se lavaron con agua corriente. Las muestras se cubrieron con el
colorante de contraste (45 segundos) y se lavaron igualmente con agua. Finalmente, 1as muestras
se secaron al aire durante unos minutos y se observaron al microscopio éptico empleando una
lente de inmersién de 100x aumentos. Las bacterias Gram-positivas resisten la decoloraciény
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permanecen tefiidas de color azul oscuro-negro mientras que las bacterias Gram-negativas se
decoloran y adquieren una tonalidad rosada.

111.2.6.2. Actividad catalasica

Para determinar si las bacterias l4cticas seleccionadas producian catalasa, se afiadieron 2
gotas de per6xido de hidrégeno (110 vol.) a una gota del cultivo a analizar depositada sobre un
portaobjetos. Un resultado positivo se manifiesta por la aparicién instantanea de burbujas. Como
control positivo se utiliz6 un cultivo de Ps. fluorescens.

I11.2.6.3. Crecimiento en presencia/ausencia de oxigeno

Las bacterias ldcticas seleccionadas se cultivaron en caldo MRS a 32°C durante 16 horas en
condiciones de aerobiosis y anaerobiosis estricta. Finalizada la incubacion se determiné el
crecimiento bacteriano de los cultivos midiendo su absorbancia en unidades Klett.

111.2.6.4. Determinacion del pH final de los cultivos

Para determinar si las bacterias seleccionadas acidificaban el medio de cultivo se determiné el
pH por inmersién directa de un electrodo de pH en los sobrenadantes libres de células obtenidos
de los cultivos desarrollados en caldo MRS a 32°C durante 24 horas.

I11.2.6.5. Produccién de gas a partir de la glucosa

La cantidad de CO, producida a partir de la glucosa por las bacterias ldcticas
heterofermentativas es muy pequeila, por lo que para determinar su produccién se utilizé un
procedimiento especial basado en el cultivo de las bacterias ldcticas seleccionadas en un medio
bien tamponado, con contenido elevado de azicar y cerrado con un tapdn de agar bacteriolégico
para atraparel CO, formado. Las bacterias lacticas selecionadas se inocularon en tubos con caldo
CS-T modificado y se depositaron 2 ml de agar bacterioldgicoal 0,75% (p/v) en cada tubo. Una
vez solidificados los tapones, se incubaron los tubos a 32°C durante 3 dfas. La formaci6n de gas
se detectapor el desplazamiento hacia arriba de los tapones de agar. Como control positivo se
empled un cultivo de S. typhi.

II1.2.6.6. Produccion de acido y diacetilo a partir de la glucosa

Las cepas a analizar se sembraron en 10 ml de caldo MR-VPy se incubaron a 32°C durante 2
dias. Finalizada la incubacién, se tomaron alfcuotas de 5 ml de cada cultivo.

Para determinar la produccién de 4cido (prueba del Rojo de metilo), a una de las alicuotas del
cultivo en caldo MR-VP se le afiadié 5 gotas de la solucién de Rojo de metilo. Una reaccién
positiva se manifiestainmediatamente por la aparicién de un color rojo debido a la presencia de
4cido por la fermentacién de la glucosa. Como control positivo se empled un cultivo de E. coli.

Para determinar la produccién de diacetilo (prueba de Vogues-Proskauer), se afiadieron 5 mi
de la solucién de hidréxido potdsico a los restantes 5 ml de los cultivos en caldo MR-VP. Los
tubos se incubaron a 32°C durante 24 horas y se observaron a las 2, 12 y 24 horas. La
produccidn de acetil-metil-carbinol {3-hidroxi-2-butanona) a partir de la glucosa se manifiesta pbr
una coloracién rojiza intensa. Este cambio de color se produce al reaccionar el diacetilo
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(originado al oxidarse el acetil-metil-carbinol producido) con la peptona del medio en presencia
de hidréxido potdsico. Como control positivo se empled un cultivo de Lb. sake. '

111.2.6.7. Hidrolisis de la arginina

Para determinar si las cepas hidrolizaban la arginina se siguieron dos procedimientos:

1) Las cepas se sembraron en caldo arginina y se incubaron a 32°C durante 2 dfas. Finalizada
la incubacién se trasvasé 1 ml de cadacultivo a un tubo de ensayo y se aitadié 1 mi de reactivo
de Nessler, La hidr6lisis de la arginina, con formacién de amoniaco como producto final,
produce una alcalinizacién del medio que se manifiesta, tras la adicion del reactivo de Nessler,
por el desarrolio de una coloracion marrén-anaranjada y un precipitado.

2) Las cepas a analizar se sembraron en el medio base de descarboxilasa de Moeller y se
incubaron a 32°C durante 3 dfas. Finalizada la incubacion, la hidrélisis de la arginina se
manifiesta por la aparicién de una coloracién violdcea en los medios de cultivo.

En ambos casos se empled un cultivo de Lb. sake como control positivo,

I11.2.6.8. Produccion de acido sulfhidrico

Las cepas a analizar se sembraron, tanto en picadura como en estria, en tubos con agar de

hierro Kligler y se incubaron a 32°C durante 3 dias. Finalizada la incubacién, la produccién de
4cido sulfhidrico se manifiesta por un ennegrecimento del medio de cultivo. Como control
positivo se empled un cultivo de S. typhi.

I11.2.6.9. Tolerancia a distintas concentraciones de cloruro sodico

La tolerancia de las bacterias l4cticas seleccionadas al cloruro sédico se determiné
incubdndolas en caldo MRS suplementado con un 6,5 y un 10% de cloruro sédico a 32°C
durante 72 horas. El desarrollo de los cultivos se determind a intervalos regulares midiendo su
absorbancia en unidades Klett.

I11.2.6.10. Tolerancia a distintos valores de pH

La tolerancia al pH de las bacterias l4cticas seleccionadas se determiné incubdndolas en caldo

MRS con el pH ajustadoa4,5 y 5,0 conHCl 1My 10M ya 9,0 y 9,6 con NaOH 1My 10 M.
Los cultivos se incubaron a 32°C durante 72 horas dias, determindndose su desarrolio a

intervalos regulares midiendo su absorbancia en unidades Klett.

111.2.6.11. Crecimiento a diversas temperatufas

Las cepas seleccionadas se sembraron en caldo MRS y se incubaron a varias temperaturas
durante periodos variables de tiempo: a 8 y 10°C durante 20 dias, a 37°C durante 48 horas y 2 45
y 50°C durante 24 horas. La evolucién del crecimiento de los cultivos se determind a intervalos
regulares, midiendo su absorbancia en unidades Klett.

I11.2.6.12, Fermentacion de hidratos de carbono

El patrén de fermentacién de diversos hidratos de carbono de las bacterias licticas se
determiné mediante el sistema de galerfas Api 50 CH. Las cepas se desarrollaron en caldo MRS a
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32°C durante 16 horas. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron a 12.000 rpm y 4°C durante
10 minutos y el sedimento se resuspendi6 en el medio Api 50 CHL. Con ayuda de una pipeta de
Pasteur estéril, 1a suspensién bacteriana se distribuyé en los 50 microtubos de la galerfa Api 50
CH, cubriéndose la ciipula con unas gotas de agar bacteriolégico estéril (1,5% p/v) para crear
condiciones de anaerobiosis. Las galerfas se incubaron en ambiente hiimedo a 32°C, realizdndose
lecturas de 1as mismas a las 24, 48 y 72 horas. La fermentacién de un sustrato con produccion de
4cido se manifiesta por un cambio de color del medio del microtubo correspondiente.

I11.2.6.13. Pruebas complementarias para las bacterias licticas del género
Enterococcus

Las bacterias l4cticas identificadas como enterococos empleando las pruebas morfolSgicas y
bioquimicas descritas anteriormente, se sometieron ademds a algunas de las pruebas selectivas
propuestas por Schleifer y Kilpper-Bilz (1984) y Devriese et al. (1993).

I11.2.6.13.1. Crecimiento en presencia de un 0.04% de azida sédica

El caldo EVA descrito en la seccidn II1.1.4.4.10, con azida sédica y violeta etilica como
agentes inhibidores, se empled como medio selectivo para detectar y confirmar la presencia de
enterococos. Las bacterias ldcticas seleccionadas se inocularon en caldo EVA 'y se incubarona
37°C durante 48 horas. Finalizada la incubacién, se determiné la presencia o ausencia de
crecimiento bacteriano por turbidometria. Como control positivo se empleé un cultivo de E.

faecalis.

111.2.6.13.2, Fermentacion del manitol en ncia de un 7,5% de cloruro sédico

Los cultivos a analizar se sembraron, mediante la técnica de siembra en superficie por
agotamiento, en placas con agar manitol sal. Las placas se incubaron en una estufa termostatada a
37°C durante 72 horas. La fermentaci6n del manitol se detecta por la aparicién de halos amarillos
alrededor de las colonias. Como control positivo se empleé un cultivo de E. faecalis.

111.2.6.13.3. Tolerancia a las sales biliares

La tolerancia de las bacterias ldcticas seleccionadas a las sales biliares se determiné
incubdndolas en caldo con verde brillante y sales biliares a 32°C durante 72 horas. Finalizada la
incubacién, se determiné la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano por turbidometria.
Como control positivo se empled un cultivo de E. faecalis.

111.2.6.13.4. Determinacidn del tipo de isémero del dcidg ldctico (D-4cido lictico/L-dcido
léctico)

La determinaci6n de la produccién del tipo de isdmero del 4cido lactico (D-4cido ldctico/L-
dcido ldctico) se realiz6 empleando el kit comercial de deteccién ultravioleta D-Lactic acid/L-
Lactic acid de “Boehringer Mannheim”. En presencia del enzima D-lactato deshidrogenasa (D-

LDH), el D-4cido l4ctico se oxida por accién de la nicotinamida-adenin-dinucleétido (NAD) a
piruvato (1). La oxidacidén del L-dcido l4ctico, requiere la presencia del enzima L-lactato
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deshidrogenasa (L-LDH) (2).

DIDH
(1) D-4cido lActico - NAD+

piruvato + NADH + H+

L-LDH

(2) L-4cido lactico - NAD+ piruvato + NADH + H+

El equilibrio de ambas reacciones se encuentra desplazado haciala formacién del lactato; sin
embargo, mediante el enzima glutamato-piruvato-transaminasa (GPT) y en presencia de L-4cido
glutdmico, es posible desplazar la reaccidn hacia la formacién de piruvato y NADH (3).

GPT
(3) Piruvato - L-glutamato s———=* L-alanina + 2-oxoglutarato

La cantidad de NADH formadaes estequiométrica a la concentracién de D-dcido ldctico o de
L-4cido l4ctico, segiin el enzima utilizado en lareaccidn, y se detecta espectrofotométricamente a
340 nm. ‘

El procedimiento empleado fue el siguiente:

(1) Las bacterias l4cticas seleccionadas se inocularon en caldo MRS y se incubaron a 32°C
durante 16 horas; posteriormente, alicuotas de los cultivos se centrifugaron a 12.000 rpm
durante 10 min y los correspondientes sobrenadantes se mantuvieron en un bafio
termostatado a 80°C durante 15 min.

(2) A continuacion se depositaron 0,10 ml de cada sobrenadante en tubos de ensayo y se
afiadieron las siguientes soluciones:

Solucién de L-4cido glutdmico 1,0 ml
Suspensién de NAD 0,20 ml
Agua destilada 0,90 ml
Suspensién de GPT 0,02 ml

El blanco se prepardé de la misma manera pero omitiendo la adicién del sobrenadante e
incrementando el volumen de agua destiladaa 1,0 ml. Tras 5 min se determiné la
absorbancia de las muestras y del blanco a 340 nm (A1l).

(3) Seguidamente, se adicionaron 0,02 m! de la solucién con el enzima D-LDH y, tras
aproximadamente 30 min, se determind la absorbancia de las muestras y del blanco a 340 nm
(A2).

(4) Finalmente, se adicionaron 0,02 ml de la solucién con el enzima L-LDH vy, tras
aproximadamente 30 min, se determin6 la absorbancia de las muestras y del blanco a 340 nm
(A3).

A partir de estos resultados se determind la diferencia entre los valores de absorbancia A2y

Al correspondientes a la muestra y al blanco. Seguidamente, se sustrajo el valor obtenido con el

blanco al correspodiente a 1a muestra, calculdndose de este modo ¢l incremento de absorbancia

debido a la produccién de D-4cido ldctico. De un modo andlogo se determind la diferencia entre
los valores de absorbancia A3 y A2 correspondientes al blanco y a la muestra y se calcul6el
incremento de absorbacia debido a la produccién de L-4dcido i4ctico.

I11.2.6.13.5. Actividad hemolitica
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Los cultivos a analizar se sembraron mediante la técnica de siembra en superficie por
agotamiento en placas con Agar sangre. Las placas se incubaron en una estufa termostatada a
32°C durante 72 horas. La actividad hemolitica se determiné por la aparicién de zonas de lisis en
torno a las colonias. Como control positivo se empled un cultivo de S. pyogenes.

I11.2.6.13.6. Actividad uredsica

Las cepas a analizar se sembraron, por la técnicade picadura, en tubos con Urea Agar Base
Concentrado 10x y, posteriormente, se incubaron a 37°C durante 3 dfas. La hidrélisis de la urea
se manifiesta por la aparicién de una tonalidad anaranjada. Como control positivo se empled un
cultivo de §. pyogenes.

I11.2.7. IDENTIFICACION Y FILIACION TAXONOMICA DE LAS
BACTERIAS LACTICAS SELECCIONADAS MEDIANTE EL ANALISIS DE S U
PATRON ELECTROFORETICO DE PROTEINAS TOTALES EN GELES DE
POLIACRILAMIDA CON DODECIL SULFATO SODICO (SDS-PAGE)

Con objeto de confirmar el género y la especie de 1as 12 cepas seleccionadas e identificadas
en este trabajo, los microorganismos se enviaron al Dr. Bruno Pot del Laboratorio de Genética
Microbiana del Departamento de Bioquimica, Fisiologia y Microbiologfade la Universidad de
Gantes, Gantes (Bélgica). Este centro es el laboratorio de referencia para la identificacion,
clasificacién y depésito de las bacterias licticas de origen alimentario aisladas durante la
realizacién de los proyectos BAM, BRIDGE y BIOTECH, financiados todos ellos por la
Comunidad Europea.

A continuacién se expone la informacién de la que se dispone sobre las técnicas empleadas
en dicha identificacién y filiacién taxonémica.

I11.2.7.1. Desarrollo de las cepas bacterianas

Tras cultivarse las cepas en caldo MRS a 30°C durante 24 horas, alicuotasde 10 ml de los
cultivos se sembraron en frascos Roux con 120 ml de agar MRS (1% p/v) estéril. Tras su
incubacién a 30°C durante 24 horas, se afiadieron 30 ml de tampén NaPBS agitando
enérgicamente los frascos y disolviendo los sedimentos celulares con ayuda de una varilla de
vidrio. A continuacidn, la suspensién bacteriana se pasé por unas gasas de nylon y los filtrados
correspondientes se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min. Los sedimentos celulares
obtenidos tras la centrifugacién se lavaron dos veces mds siguiendo el mismo procedimiento.

111.2.7.2. Obtencién de los sobrenadantes libres de células

Aproximadamente 70-80 mg (peso seco) de las células bacterianas se resuspendieron en 0,9
ml de tampé6n STB y se sonicaron en hielo durante 3 min. A continuacidn, se afiadieron(,1 ml
de solucién de SDS al 20%, se agitaron los tubos en un vortex y se calentaron a 95°C durante 15
min. Posteriormente, las muestras se sumergieron unos minutos en hielo fundente, tras lo cual se
centrifugaron a 10.000 rpm y 4°C durante 10 min, obteniéndose a continuacién los

correspondientes sobrenadantes libres de células.
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Los sobrenadantes se repartieron en dos tubos de Eppendorf, congeldndose uno de ellos a -
12°C, para su empleo inmediato, y el otro a -80°C, para garantizar su conservacién a largo plazo.

111.2.7.3. Electroforesis SDS-PAGE

Las muestras mantenidas a -12°C se sometieron a electroforesisen geles de poliacrilamida
con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) segiin la técnica de Laemli (1570).

1I1.2.7.4. Comparacitn cuantitativa de los patrones electroforéticos obtenidos

El electroforegrama obtenido se digitalizé por densitometria, registrindose y
monitorizdndose mediante un programa informdtico (Vauterin y Vauterin, 1992).
Posteriormente, se realizé la comparacién cuantitativa de los electroforegramas obtenidos con los
de otras bacterias licticas, segiin las técnicas descritas por Kersters y De Ley (1975) y Pot et al.
(1994a). La similitud entre los pares correspondientes se expres$ mediante el coeficiente de
correlacién () de Pearson y la agrupacifn en un cluster determinado se realizé mediante el
método de ligamiento por el término promedio descrito por Sneath y Sokal (1973).

I11.2.8. ESPECTRO DE ACCION DE E. faecium P13 FRENTE A DIVERSOS
MICROORGANISMOS DE INTERES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes y sobrenadantes concentrados de E.
Jaecium P13 se determiné mediante el método de difusién en agar (seccién I111.2.3.2), empleando
como microorganismos indicadores 22 bacterias ldcticas y 22 microorganismos Gram-positivos
de interés en la industria alimentaria por su cardcter patégeno y/o alterante. Los microorganismos
indicadores, asi como los medios de cultivo y las condiciones de incubacién empleadas se
muestran en la Tabla IIL.1.

I11.2.9. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES
OPTIMAS PARA EL CRECIMIENTO DE E. faecium P13 Y PARA LA
PRODUCCION DE SU ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
111.2.9.1. Efecto de la composiciéon del medio de cultivo

Para determinar el efecto de la composicién del medio de cultivo en el crecimiento y en la
produccién de la actividad antimicrobiana exocelularde E. faecium P13, se inocularon 1x109
ufc de este microorganismo en 10 ml de los medios agua de peptona, MB, MB-peptona, MB-
proteosa-peptona, MB-triptosa, MB-triptona, MB-caseina, BHI, APT, TSB y MRS y se
incubaron a 32°C durante 16 horas. Finalizada la incubacién s¢ determiné el ntimero de
microorganismos viables (ufc/ml), mediante recuentos en placa, y el pH final de cada cultivo.
Asimismo, se obtuvieron los sobrenadantes y sobrenadantes concentrados de los cultivos y se
evalu6 su actividad antimicrobiana mediante el método de difusién en agar (seccién I11.2.3.2),
utilizando como microorganismo indicador E. faecium T136. Una vez cuantificado el didmetro
de los halos de inhibicion s calculd el drea de la corona circular de inhibicién segiin la siguiente
expresion:
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Tt
4rea de inhibicién = —— (D2 -d2)x 20
4
donde, D, es el didmetro del halo de inhibicién en mm
d, es el digmetro de los pocillos (6 mm)
20, es el factor de conversién para obtener los resultados por ml

El drea de la corona de inhibicion corresponde a la actividad inhibidora (Al, mmz/ml). A
partir de estos valores, teniendo en cuentael desarrollo bacteriano, se calcularon las actividades
inhibidoras especfficas (AIE, mm?/log ufc).

I1L2.9.2. Efecto de la tension de oxigeno

Para evaluar el efecto de la tensién de oxigeno en el crecimiento y en la produccién de la
actividad antimicrobiana exocelular de E. faecium P13, se prepararon cultivos de este
microorganismo en caldo MRS y se incubaron a 32°C en aerobiosis y anaerobiosis estricta
durante 16 horas. Finalizada la incubacidn, se determind el crecimiento bacteriano de los cultivos
por espectrofotometria, as{ como la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes
correspondientes, mediante el método de difusién en agar (secciénII1.2.3.2.), empleandocomo
microorganismo indicador E. faecium T136. Los resultados de la actividad antimicrobiana se
expresaron en forma de actividad inhibidora (Al, mm2/ml), a partir de la expresién descrita en la
seccion anterior, y de actividad inhibidora especifica (AIE, mm?/unidades de absorbancia).

111.2.9.3, Efecto de la temperatura

A partir de un cultivo de E. faecium P13 desarrollado en caldo MRS a 32°C durante 16
horas, se inocularon aproximadamente 1 x 106 ufc en 10 ml de caldo MRS, Para determinar el
efecto de la temperatura en el crecimiento de E. faecium P13 y en la produccién de su actividad
antimicrobiana, los tubos recién inoculados se incubaron a 4 y 8°C durante 20 dias, a 16°C
durante 72 horas, a 24, 32 y 37°C durante 48 horas y a 45°C dlurantﬁ 24 horas.

I11.2.9.3.1. Cinética del crecimien de la produccitn de actividad antimicrobiana

A imervalos de tiempo regulares en funcién de la temperatura de incubacion, se determin6,
mediante recuentos en placa, el nimero de microorganismos viables (ufc/ml) para establecer Ia
cinética de crecimiento de E. faeciumP13, realizdndose ademds lecturas del pH de los cultivos.
Paralelamente, se obtuvieron los correspondientes sobrenadantes de los cultivos para determinar
su actividad inhibidora (Al, mm2/ml) y su actividad inhibidora especifica (AIE, mm2/iog ufc),
como s¢ describi6 en la seccion 111.2.9.1, empleando como microrganismo indicador E. faecium
T136. En unos ejes cartesianos se representd log uic/ml, pH y Al en funcién del tempo
{abscisas) y se obtuvieron las correspondientes graficas de crecimiento, pH y produccién de
actividad antimicrobiana de E. faecium P13 a 4, 8, 16, 24, 32, 37 y 45°C.

I11.2.9.3.2. Parimetros cinéticos del crecimignto microbiang

Los pardmetros cin€ticos del desarrollo microbiano se determinaron a partir de los datos
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obtenidos durante la fase de crecimiento exponencial de E. faecium P13 a cada temperatura.

111.2.9.3.2.1. Yelocidad especifica de crecimiento (u)

Un cultivo microbiano en crecimiento equilibrado imita una reaccién autocatalitica de primer
orden; es decir, la velocidad de aumento del nimero de bacterias en un tiempo dado es
proporcional al nGmero o masa de bacterias presentes en ese tiempo. La velocidad de
crecimiento (u) se define como el aumento de la masa celular de un cultivo respecto del tiempo,
lo que en términos matem4ticos se representa como:

dN
_— =p'N;
dt

siendo, N, las unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/ml)
t, el tiempo de incubacién
u, la velocidad especifica de crecimiento
Mediante la integracién de esta ecuacion se obtiene:
LaN-LaNg=p (t-t)%

y, al convertir los logaritmos neperianos en decimales,

K
Log N-LogNy= —— (t-)
2,303

Por lo tanto, si tras efectuar los recuentos de ufc/ml a distintos tiempos se representa
graficamente el log ufc/ml frente al tiempo, se obtiene 1a ecuacién de larecta de regresiénen la
que “n” es la pendiente de dicha recta multipticada por 2,303.

111.2.9.3.2.2. Tiempo de duplicacién (td)

El tiempo de duplicacién, t; llamado también tiempo de generacion, se define como el
tiempo requerido para que la masa celular del cultivo aumente en un factor de dos a una

temperarura determinada. La relacion entre p y ty puede deducirse de la expresién:
K

Log N - Log Ny = (t-to)

2,303
dado que si el intervalo de tiempo considerado (t- t,)es igual al t;, entonces N equivaldrd al
doble de N,. Haciendo sustituciones:
N 2No
Ln — =pt; cuando N=2N;, La

No Ny
0,693

=Pty Ln2=pty

por lo que, 4=

n

I11.2.9.3.2.3. Numero de gencraciongs por hora (g/h)

Otro pardmetro importante en la cinética de crecimiento microbiano es el nimero de
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generaciones por hora a una temperatura de incubacién determinada. Su valor matematico se

corresponde con el reciproco del tiempo de duplicacién, tg, y por lo tanto:

1
gh=—

Y
I11.2.10. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS BACTERIOCINAS DE
E. faecium P13 Y E. faecium T136 .
I11.2.10.1. Estabilidad fisico-quimica de la sustancia antimicrobiana exocelular
de E. faecium P13 parcialmente puarificada

La estabilidad fisico-quimica de la sustancia antimicrobiana de E. faecium P13 se determiné

empleando sobrenadantes o sobrenadantes concentrados obtenidos de cultivos de E. faeciumP13
desarrollados en caldo MRS a 32°C durante 16 horas.

111.2.10.1.1.

La sensibilidad de la sustancia antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 a diversos
enzimas se realiz6 tratando ¢l correspondiente sobrenadante con enzimas proteoliticos (tripsina,
papaina, pepsina, proteasa II, proteasa Vly proteasa XIV), glucoliticos (a-amilasa) y lipoliticos
(lipasa I y lipasa VII) a concentracionesde 1 y 5 mg/ml. Paralelamente, se prepararon controles
consistentes en tubos con caldo MRS a los que se afiadieron los enzimas a las mismas
concentraciones y en un tubo con sobrenadante al que no se adicion6 ningin enzima. Los tubos
problema y control se incubaron en un bafio a 37°C durante 6 horas con agitacién constante, tras
lo cual se calentarona 100°C durante 10 min para, en su caso, inactivar los enzimas e
inmediatamente se sumergieronen un baiio de hielo fundente. La actividad antimicrobiana de las
muestras problema y control se determiné mediante el método de difusién en agar (seccidn
II1.2.3.2) empleando como microrganismo indicador E. faecium T136.

111.2.10.1.2. Efecio ¢ inado del pH la rat

El efecto combinado del pH y de Ia temperatura en la actividad antimicrobiana exocelular de
E. faeciumP13 se determind empleando alicuotas de sobrenadante cuyo pH se habia ajustado a
valores desde 2,0 a 11,0, con soluciones estériles de HCI y de NaOH de distintas normalidades.
Paralelamente, se prepararon tubos contol consistentes en caldo MRS con el pH ajustado a los
mismos valores. Todos las muestras se esterilizaron haciéndolas pasar a través de filtros de 0,22
um de didmetro de poro. A continuacién, los tubos se incubaronen un bafio termostatado a 25°C
y en una cdmara de refrigeracién a 4°C durante 24 horas. Finalizadas las incubaciones se
determiné la actividad inhibidora (Al, mm2ml) de los sobrenadantes mediante el método de
difusi6én en agar, empleando como microorganismo indicador E. faecium T136. A partir de la
actividad inhibidora se calculd la actividad inhibidora residual (AIR, %) que se define como ¢l
porcentaje que la actividad antimicrobiana a un determinado pH y a una determinada temperatura
representa frente al valor méximo de actividad antimicrobiana obtenido durante el ensayo.
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I11.2.190.1.3. Termorresistencia a pH dcido v neutro

La estabilidad térmica de la actividad antimicrobiana exocelular de E. faeciumP13 se evalué

empleando sobrenadantes concentrados con su pH ajustado a valores de 4,5 y 7,0 y obtenidos
del siguiente modo: a partir de un sobrenadante de E. faecium P13 se prepararon dos alicuotas

que se liofilizaron durante 48 h y, a continuacién, los extractos secos se resuspendieron en los
tampones fosfato sédico 4 mM pH 4,5 y fosfato sédico 4mM pH 7,0, hasta un volumen veinte
veces menor que ¢l original. Las muestras se distribuyeron en alicuotas de 0,2 ml en viales de
vidrio (10 x 30 mm) que, tras cerrarse herméticamente, se calentaron durante periodos de tiempo
variables en un bafio de polietilenglicol 400 termostatado a 80, 100, 121, 135 y 150°C. Como
control se emplearon alicuotas de las muestras que se mantuvieron sumergidas en un baiio de
hielo fundente.

Finalizado el tratamiento térmico, las muestras se enfriaron inmediatamenteen un bafio de
hielo fundente, y se determiné su actividad inhibidora (A, mm2/ml) y la de los controles,
mediante la técnica de difusién en agar, empleando como microorganismo indicador E. faecium
T136. A partir de la actividad inhibidora se calculé la actividad inhibidora residual (AIR, %),
definiéndose ésta como el porcentaje que la actividad antimicrobianaa un determinadopH y a
una determinada temperatura representa frente al mdximo valor de actividad antimicrobiana
detectadaen los controles. Posteriormente, se construyeron las graficas de termodestruccién
representando la actividad inhibidora residual en funcién del tiempo de calentamiento.

I1.2.10.1.3.2. Pardmetros cinéticos de termodestruccidn

A partir de las grificas de termodestruccién se calcularon asumiendo una cinética de primer
orden los pardmetros cinéticos de la inactivacién #rmica de la actividad antimicrobiana.

I11.2.10.1.3.2.1. Tiempo de reduccion decimal o valor “D”

El valor “D” se define como el tiempo necesario para disminuir en un 90% la actividad
antimicrobiana inicial de los sobrenadantes concentrados de E. faecium P13 a una temperatura
determinada y se corresponde con el tiempo en que la curva de supervivencia atraviesa un ciclo
logaritmico. Su valor numérico se determina a partir de la ecuacién de la recta de regresién de la
grifica de termodestrucciénen la que se representa el logaritmo de la actividad inhibidora
residual en funcién del tiempo de calentamiento.

La ecuacién de esta recta es:

logx=-kt+C

siendo, x, la actividad antimicrobiana residual

k, la constante de inactivacién en min-!
t, el tiempo de calentamiento de las muestras
Asimismo,

log Xq - log X = -k (tz - t‘)
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log %, -log %, i log x; - log x;
k:-—-«--—-—-———; = ;
ty -t D th - 4

L-4
D=

log x; - log x;

Matemiticamente, “D” coincide con el inverso de la pendiente de la recta de regresion.

I11.2.10.1.3.2.2. Tiempo medio (t,,5)

El tiempo medio, t;,,, s¢ define como el tiempo requerido para que la actividad
antimicrobiana inicial se reduzca en un 50% a una temperatura determinada. Este pardmetro
puede determinarse gréficamente, representando el logaritmo de la actividad antimicrobiana
residual en funcién del tiempo de calentamiento, o matemdaticamente, asumiendo que el cambio
de la actividad antimicrobiana con respecto al tiempo es funcién de la actividad antimicrobiana
inicial (ecuaciones 1 y 2):

dx dx

=kx (1) y -
dt X

=kdt (2);

donde, x, representa la actividad antimicrobiana
t, es el tiempo de calentamiento a una temperatura determinada
k, es la constante de inactivacién de 1a actividad antimicrobiana en min-L.

Integrando la ecuacién 2 entre dos valores de *“x” diferentes (x, y x;) a (t, y t;), y siendo
“x,” 1a actividad antimicrobiana inicial en el tiempo t,, se obtiene:

X dx t Xq
- =k dt; In =k{t-t,)
Xq X 0 x
por lo que
Xg
2.3 log =k(t-¢.);
X
100 23 log 2
six = 50, 2,3log =kt1/2; [1/2=m—;
50 k
0,693
tyyz= ;
k

donde “’k”, coincide con la pendiente de la recta de regresién.

11.2.10.1.3.2.3. Valor“Z”

- Elvalor “Z” se define como la temperatura en °C requerida para disminuir el valor “D” en un
90 % y se calculaa partir de la ecuacién de la recta de regresién obtenida al representar

graficamente el logaritmo de los valores “D” en funcién de la temperatura de calentamiento a la
que se obtuvieron.
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La ecuacién de esta grafica es:
logD=aT+C;

donde, D, es el tiempo de reduccién decimal a una determinada temperatura
T, es 1a temperatura del tratamiento térmico en °C

1 -1

Por definicién, a=- ; porloque logD= —T+C,
z Z
i 1
logDz-logD1=-——-(T2-T1), lOgDz-lOngz——'(Tl-Tz)
z z
T -Ty
s ——
log D, - log D,

Matemdticamente, “Z”, coincide con el inverso de la pendiente de la recta de regresion.

I11.2.10.1.4. Ef¢

El efecto del almacenamiento en la actividad antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 se
determiné empleando alicuotas de sobrenadantes cuyo pH se habia ajustado a valores de 4,5 y
7,0 empleando soluciones estériles de HC1 y NaOH de distintas normalidades. Las muestras se
esterilizaron con filtros de 0,22 pm de didmetro de poro y se almacenaron a -20°C, durante 12

meses, y a 4, 8 y 25°C durante 3 meses. La actividad inhibidora (Al, mm2/ml) se determiné al
final del periodo de almacenamiento mediante la técnica de difusion en agar, empleando E.
faecium T136 como microorganismo indicador. En este caso, la actividad inhibidora residual
(AIR, %) se definié como el porcentaje que la actividad inhibidora obtenida tras el
almacenamientoa cada temperatura representd frente al valor de actividad antimicrobiana
detectado en el sobrenadante antes del almacenamiento.

I11.2.10.2. Determinacion del modo de accién de la sustancia antimicrobiana
exocelular de E. faecium P13 parcialmente. purificada frente a Ls.
monocytogenes ScottA

Con el objeto de elucidar si la sustancia antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 tenia
accién bactericida o bacteriostitica se realizé un experimento similar al descrito por Schillinger y
Liicke (1989), empleando como microrganismo indicador Ls. monocytogenes Scott A. El
microorganismo indicador se sembré en caldo BHI y se incubé a 32°C durante 16 horas. A partir
de este cultivo se inocularon aproximadamente 2 x10% ufc en tubos que contenian 4,5 y 4,0 ml
de caldo BHI y se afiadieron 0,5 y 1 ml del sobrenadante concentrado de E. faecium P13,
respectivamente. Como control se realizé un experimento similar, afiadiéndose al tubo con el
microorganismo indicador 1 ml del sobrenadante concentrado de un cultivo de P. acidilactici
144, un microorganismo que no mostraba actividad antimicrobiana detectable frente a Ls.
monocytogenes Scott A. Los tubos problemay control se incubaron a 32°C durante 10 horas,

realizdndose periédicamente el recuento de las unidades formadoras de colonias en placas de agar
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BHI.

El modo de accién de la sustancia antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 se
consideraria bactericida si se observase una disminucién en la viabilidad de los microorganismos
indicadores, es decir, una disminucién de las ufc/ml con respecto al recuento inicial; por otra
parte, si los recuentos se mantuviesen constantes durante su incubacién significaria que esta
bacteriocina ejerce un modo de accién bacteriostdtico.

111.2.10.3. Purificacion a homogeneidad de las sustancias antimicrobianas
exocelulares de E. faecium P13y E. faecium T136

Las sustancias antimicrobianas exocelulares de E. faecium P13 y E. faecium T136 se
purificaron a partir de un litro de cultivo en fase estacionaria empleando una modificacion de los
procedimientos descritos por Nissen-Meyer ef al. (1992) y Havarstein er d. (1994). Ambos

procedimientos se basan en el empleo de técnicas cromatogrificas que permiten separar las
diversas fracciones proteicas en base a sus diferentes caracteristicas fisico-quimicas.

111.2,10.3.1. Fundamento del proceso de purificacién
I11.2.10.3.1.1. Precipitacién con sulfato aménico

Las proteinas son moléculas anfipdticas que en disolucidn se encuentran solvatadas por
moléculas de agua, exponiendo hacia el exterior (fase acuosa) sus porciones hidréfilas y
permaneciendo los grupos hidréfobos en el interior. El sulfato aménico a concentraciones bajas
(poca fuerza i6nica) aumenta la solubilidad de las protefnas (solubilizacién por salado); sin
embargo, cuando se afiaden a altas concentraciones (elevada fuerza iénica) se consigue la
precipitacion por salado de las mismas. Las moléculas de sulfato amdnico, entre otras acciones,
disminuyen la solvatacién (hidratacién) de las protefnas, al competir exitosamente por las
moléculas de agua, por lo que aquéilas exponen sus grupos hidréfobos, que interacionan entre si
mediante fuerzas de Van der Waals, lo que provoca su precipitacién.

I11.2.10.3.1.2. Cromatografia de filiracién en

La cromatografia de filtracién en geles permite separar moléculas en disolucién de acuerdo
con su tamaiic molecular. El gel Sephadex G-25 empleado como matriz cromatogréfica es un
polimero resultante de la formacién de enlaces cruzados entre las moléculas de dextranoy las de
epiclorhidrina. Este polimero es muy hidrofilico debido a su gran mimero de grupos hidroxilo,
por lo que aumenta de volumen en presencia de agua o de soluciones electroliticas. El gel
hidratado estd formado por un sistema de microesferas de Sephadex con un gran niimero de
poros de didmetro comparable al de las moléculas que se pretende separar; as{, pues, las
moléculas relativamente pequefias, como las de sulfato aménico, difunden por las esferas del gel
y quedan retenidas; sin embargo, las moléculas mayores -por encima del limite de exclusion-,
como las bacteriocinas, no difunden por las esferas y, consecuentemente, abandonan
rdpidamente el gel. El gel de Sephadex G-25 permite separar polipéptidos con un tamafio

molecular entre 1 x 10 y 5 x 103 Da y es activo en un rango de pH entre 2,0 y 13,0.
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111.2.10.3.1.3. Cromatograffa de intercambio cgtignicg

La cromatografia de intercambio i6nico (catiénico o aniénico) permite separar moléculas en
disolucién de acuerdo a su carga eléctrica superficial por lo que su eficacia depende del pH del
sistemna y del punto isoeléctrico (pl) de las biomoléculas. Cuando el pH de los tampones supera
el pI de la biomolécula se emplea un intercambiador aniénico; cuando el pH del sistema es
inferior al pl de la biomolécula se utiliza un intercambiador catiénico. La cromatografia de
intercambio catiénico se basa en la adsorcién selectivay reversible de las moléculas con carga
neta positivaa una matriz cromatografica de cargaeléctrica neta negativa. En nuestro trabajo, se
empled el gel SP-Sepharose Fast Flow, que es un intercambiador catiénico fuerte, activoen un
rango de pH entre 4,0 y 13,0 y que permite separar moléculas de hasta 4 x 106 Da (limite de
exclusion). La sefarosa es un gel formado por microesferas de agarosa (6% p/v), de la que se
han suprimido los polisacdridos cargados eléctricamente, por lo que se obtiene un gel que carece
précticamente de grupos residuales cargados. A la sefarosa se ligan covalentemente un gran
nimero de radicales sulfopropilo (-SP) de carga negativa. Los grupos cargados se encuentran
asociados a cationes “méviles” (Na+), suministrados por el tampén de equilibrado, que serdn
reversiblemente reemplazados por iones del mismo signo de las proteinas, sin alterar la
conformacién de la matriz cromatogrdfica. Las proteinas permanecen retenidas
electrostdticarnente en el lecho cromatogréfico hasta que se aumenta la fuerza i6nica (se introduce
un gran nimero de cargas positivas que compiten por los radicales -SP-) y/o se varfa el pH del
sistema hacia o sobre el pl de la proteina.

111.2.10.3.1.4. Cromatografia de intgraccién hidrofébi

La interaccién hidrofébica es un tipo de cromatografia de reparto que permite separar los
componentes no polares de una solucién polar y que se basa en el establecimiento de fuerzas de
Van der Waals entre los ligandos de la matriz cromatogréfica (gel o resina) y las proteinas en
disolucién (Srinivasan y Ruckenstein, 1980). Las proteinas hidréfobas quedan retenidas en la
matriz debido al establecimiento de fuerzas de atraccién de Van der Waals entre sus grupos
hidr6fobos y los ligandos inmovilizados del gel o resina. Los ligandos y los grupos hidréfobos
de los solutos se encuentran rodeados, a modo de “escudo de proteccion”, por moléculas de agua
altamente ordenadas. Las sales disueltas, en ¢l tampén de equilibrado y en la muestra,
interaccionan fuertemente con las moléculas de agua, por lo que disminuye su cantidad
disponible para formar el “escudo de proteccién”, favoreciéndose asf las atracciones de Van der
Waals. Debido a la adicién de las sales, las moléculas de agua se desordenan mds (aumenta la
entropia, AS) y, por tanto, se obtiene un valor negativo del incremento de energia libre de Gibbs
(AG) del sistema, lo que hace que la interaccién proteina-ligando sea un proceso
termodindmicamente favorable (Hjertén, 1977). Ademds de las sales, el pH, la temperatura y
determinados aditivos ejercen un importante papel en la interaccién hidrofébica. De modo
general, valores de pH alejados del plI de las proteinas debilitan las interacciones hidrof6bicas,
como resultado de un aumento del mimero de grupos cargados eléctricamente y del consiguiente
aumento de la hidrofilicidad de las protefnas (Hjertén, 1973; Porath et al., 1973). Por otra parte,
un aumento de la temperatura favorece termodindmicamente la interaccién hidrofébica (Hjertén,
1976); ademads, las fuerzas de Van der Waals también aumentan al hacerlo la temperatura
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(Parsegian y Ninham, 1970). Por otra parte, concentraciones bajas de alcoholes miscibles en
aguay detergentes originan un debilitamiento de las interacciones hidrofébicas entre los ligandos
y las protefnas, 10 gue conllevala elucién de los solutos; esto se debe a que los grupos apolares
de aquéllos compiten eficazmente por los sitios de adsorcién de la matriz cromatogréfica,
desplazéndo de ésta a 1as proteinas ligadas previamente. Lo descrito permite una gran flexibilidad
en los disefios experimentales y convierte, por tanto, a la cromatografia de interaccion
hidrofébicaen un sistema de gran versatilidad. En este trabajo se emplearon dos tipos diferentes
de matriz cromatografica:

I. Resina de Amberlite XAD-16

La resina cromatografica estd constituida por unas mini esferas de polimeros poliarométicos
de naturaleza hidréfoba a los cuales se adsorben muy eficazmente compuestos orgdnicos apolares
de bajo peso molecular. Las interacciones se establecen entre la superficie de la resina y las
regiones hidr6fobas de las moléculas a separar.

2. Gel -Seph CL4B

La matriz cromatogréfica estd constituida por un gel de sefarosa con un 4% (p/v) de
agarosa, al que se le aiiade 2,3- dibromopropanol para establecer enlaces covalentes cruzados
que, sin variar la porosidad, confieren a la matriz una mayor estabilidad térmicay fisica. Ala
matriz de agarosa se ligan covalentemente, mediante enlaces éter, un gran nimero de grapos
hidrocarbonados hidréfobos de 8 dtomos de carbono (ligandos octilo), con la consiguiente
obtencién del gel Octyl-Sepharose CL4B, que no presenta grupos cargados eléctricamente y que
permite el fraccionamiento de moléculas de hasta 2 x 107 Da, siendo activo en un rango de pH
entre 3,0 y 13,0.

111.2.10.3.1.5. Cromatograffa de fase reversa

La cromatograffa de fase reversa (CFR) se basa en el mismo principio que la cromatografia
de interaccidn hidrof6bica, si bien, en este caso el gel cromatogrifico estd formado por una
matriz de silica que posee un gran nimero de grupos alquilo, C, y C,, ligados covalentemente.
Debido al mayor nimero de ligandos presentes en las columnas de CFR, la adsorci6n de las
proteinas es mucho mds fuerte que en los casos anteriores, siendo necesario emplear para su
clucién solventes no polares. La matriz estd formada por particulas de 100A y permite la
separacion de biomoléculas de hasta 6 x 10% Da, permaneciendo activoel gel en un rango de pH
entre 2,0 y 8,0. La columna empleada, PepRPC HRS/5, se integra en un equipo de
cromatografia liquida rdpida de protefnas (FPLC), lo que permite controlar de forma muy precisa
los gradientes de los tampones y lograr asf un gran poder de resolucién de las protefnas,
permitiendo la separacién de fracciones hidrofébicamente muy similares.

I11.2.10.3.2. Protocolo de purificacién de la sustancia antimicrobiana exocelular de E,
faecium P13

El proceso de purificacién se realizé a temperatura ambiente salvo que se indique lo
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contrario. Alicuotas de las fracciones obtenidas durante 1a purificacién se conservaron a 4°C para
determinar su absorbanciaa 280, 254 y 214 nm y su actividad antimicrobiana mediante un
ensayo en placas microtituladoras (seccién I11.2.10.3.4). El procedimiento empleado se describe

a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

A partir de un cultivo de E. faecium P13 desarrollado en caldo MRS a 32°C durante 16 horas
(10% ufc/ml, aproximadamente) se inocularon 50 ul (0,005% v/v) en un frasco que contenia
1 litro de caldo MRS (“Oxoid”) y se incubd hasta que el cultivo alcanz6 la fase estacionaria
de su desarrollo (A aproximada de 0,8).

El cultivo se centrifugé a 10.000 rpm y a 4°C durante 30 min para obtener el sobrenadante
libre de células (fraccién I).

Se afiadieron 500 g de sulfato aménico por litro de sobrenadante, a temperatura ambiente y
con agitacién, y, posteriormente, la muestra se mantuvo a 4°Cy con agitacién durante 30
min. A continuacién se centrifugéa 12.000 rpm y 4°C durante 30 minutos y el precipitadoy
el material flotante obtenidos se resuspendieron en 12(0) ml del tamp6én NaP, pH 5,8
(fraccion II). '

La fraccion II se desalé por cromatografia de filtracién en geles como paso previo a la
cromatografia de intercambio catiénico. Las 20 minicolumnas empleadas para cada muestra
se lavaron con abundante agua desionizada, para eliminar la solucién en la que se mantenfan
conservadas, se equilibraron con 10 ml de tampdén NaP, pH 5,8 y en cada una de ellas se
depositaron 2 ml de la muestra. Una vez embebidas las muestras en el lecho cromatogréfico,
se afiadieron 4 ml de agua desionizada. Las fracciones de 4 ml “eluidas” de las minicolumnas
se mezclaron y juntas constituyeron la correspondiente fraccién III (230 ml,
aproximadamente). Las sales retenidas en las minicolumnas se eliminaron afiadiendo a cada
una de ellas 5 ml de agua desionizada.

Para realizar la cromatograffa de intercambio catiénico se depositaron aproximadamente 15
ml del gel SP-Sepharose Fast Flow en la columna cromatogréfica correspondiente y, a
continuacién, se lavé el gel con abundante agua desionizada para eliminar la fase acuosa en
la que se mantenia conservado. Seguidamente, la matriz cromatografica se equilibré con
50 ml de tampén NaP, pH 5,8 y se deposité lentamente la fraccién III, mediante el empleo
de una pipeta de Pasteur. La fraccién que abandonabala columna se recogié y se mantuvoa
4°C hasta su empleo. Posteriormente, la columna se lavé con 50 ml del tamp6n NaP, pH
5,8. La elucién de los compuestos retenidos electrostiticamente en la columna se realizé
aumentando la fuerza idnica; para ello se afiadieron a la columna 50 ml de una solucién 1 M
de NaCl en tamp6n NaP, pH 5,8, obteniéndose la fraccién IV.

Para efectuar la cromatografia de interaccién hidrof6bica se depositaron aproximadamente 2
ml del gel Octyl-Sepharose CL4B en [a columna cromatogréfica correspondiente y se lavaron
con abundante agua desionizada y, seguidamente, con isopropanol. Una vez empaquetado el
gel, éste se equilibré con 15 mlde una solucidn de sulfato aménico al 10 % (p/v) en tamp6n
NaP, pH 5.,8. A la muestra a cromatografiar (fraccién IV) se le afiadié también sulfato
amoénico, hasta una concentracién final de un 10 % (p/v), tras lo que se deposité lentamente
en la columna. La fraccién que abandonaba la matriz cromatogréfica se recogi6 y se mantuvo
a 4°C hasta su empleo. Seguidamente la columna se lavé con 15 ml del tamp6n de
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equilibrado y las sustancias hidréfobas retenidas se eluyeron con 10 ml de una soluci6én
de alcohol etilico al 70% (v/v) en tampén NaP, pH 5.8, obteniéndose la fraccién V.

7) A la muestra a cromatograffar (fraccién V) se le afiadi6é 4cido trifluoroacético,a una
concentracién final del 0,1% (v/v), y se hizo pasar a través de filtros de 0,22 pm de didmetro
de poro. Posteriormente, la muestra se diluyé con tampén A (0,1% ATF en agua
desionizada) hasta un volumen de 50 ml y se cargé con una bomba peristdlticaen el super-
loop de 50 ml del equipo de cromatograffa FPLC. La columna de fase reversa PepRPC
HRS5/5 se colocd en el equipo de FPLC y se equilibré con el tampén A, tras lo que la
muestra a cromatograffar se inyect6 automdticamente a un flujo de 1 ml/minuto. La columna
se lavé con tampén A hasta que la A5, alcanz6 de nuevo la linea basal y la muestra se eluyé
aun flujode 0,5 ml/minutocon un gradiente lineal de 0 a 100 de tampén B (0,1% ATFen
isopropanol) en tampén A registrdndose automaticamente la A,s4 de las fracciones elvidas. A
continuacién, se determind la actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas, y aquéllas
que la manifestaban se mezclaron y se diluyeron hasta 10 ml con tampén A,
recromatografidndose nuevamente, bajo condiciones similares a las descritas, hasta que se
obtuvo un unico pico de absorbancia con actividad antimicrobiana. A las fracciones
cromatograficas finales se les ailadi6 isopropanol, a una concentracion final del 50-60%
(v/v) y se conservaron a -20°C hasta su empleo posterior.

I11.2.10.3.3. Protocolo de
E. faecium T136

El protocolo de purificacién empleado fue similar al descrito en la seccién anterior, con las
siguientes modificaciones:

1) A partir de un cultivo de E. faecium T136 desarrollado en caldo MRS (*Oxoid”) a 32°C
durante 16 horas (10° ufc/ml, aproximadamente) se inocularon 50 ul (0,01% v/v) en dos
frascos que contenfan 0,5 litros de caldo MRS.

2) El precipitado y el material flotante, obtenidos tras precipitar las proteinas del sobrenadante
libre de células (Fraccion I) con sulfato aménico, se resuspendieron en 200 ml del tampén
NaP, pH 5,8 (fraccidn II).

3) Se omitié la cromatografia de filtracién en geles, por lo que la fraccién II se aplico
dircctamente a la columna cromatogrdfica de intercambio catiénico.

I11.2.10.3.4. Dete

purificacidn

La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de células de E. faecium P13 y E.
faecium T136, asi como de las fracciones obtenidas durante la purificacién de las sustancias
antimicrobianas, se determiné empleando una modificacién del ensayo en placas microtituladoras
para cultivos microbianos descrito por Geis et al. (1983). Los microorganismos indicadores
empleados fueron E. faecium T136, en el caso de la purificacién de la sustancia antimicrobiana
de E. faecium P13, y E. faecium P13, en el caso de la purificacién de las sustancias
antimicrobianas de E. faecium T136. Los microorganismos indicadores se sembraron en caldo
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MRS y se incubaron a 32°C durante 16 horas. Alicuotas de estos cultivos se diluyeron (1/400) en
caldo MRS estéril, hasta una Aq,, de aproximadamente(,1. En los primeros pocillos de las
placas microtituladoras se depositaron 100 pl de las fracciones a analizar, realizdndose a partir de
ellas diluciones seriadas (1/2, 1/4, 1/8, etc.) en caldo MRS; posteriormente, se afiadieron a cada
pocillo 150 ul del microorganismo indicador diluido y se incubaron las placas a 32°C durante 12-
14 horas. Finalizada la incubaci6n, se determind espectrofotométricamente a 620 nm el
crecimiento del microoganismo indicador, empleando un lector de placas microtituladoras. Una
unidad de bacteriocina (UB) se define como el reciproco de la dilucién que inhibe en un 50% el
desarrollo del microorganismo indicador (50% de la turbidez de un cultivo control del
microorganismo indicador al que no se afiadi6 bacteriocina).
Con los datos obtenidos, se elaboraron las tablas de purificacién correspondientes, con los
siguientes pardmetros:
(1) Volumen en ml de cada fraccién.
(2) Actividad antimicrobiana total (UB). Este valor se obtiene al multiplicarel valor UB/ml
por el volumen en ml de la fraccién correspondiente.
(3) Actividad antimicrobiana especifica. Corresponde al cociente entre la actividad
antimicrobiana total y la absorbancia total a 254 nm.
(4) Incremento de la actividad antimicrobiana especifica. Corresponde al cociente entre la
actividad antimicrobiana especifica de cada fraccién y la del sobrenadante.,
(5) Porcentaje de recuperacién de bacteriocina. Equivale al porcentaje que representa la actividad
antimicrobiana total de cada fraccién frente a la del sobrenadante.

111.2.10.3.5. Dele¢
purificadas

La concentracién de proteina de las muestras purificadas se determiné empleando el kit
comercial de “Pierce-Chemicals”, basado en el método de Bradford (1976). Launién en medio
dcido del colorante azul de Coomassie G-250 con las proteinas en disolucién provoca en aquél
un cambio de color de rojo-marrén a azul, el cual se cuantifica espectrofotométricamente. E1
reactivo azul brillante de Coomassie G-250 existe en tres formas en equilibrio: aniénica, neutray
catiénica, con picos de mdxima absorbancia espectrofotométricaa 595, 650 y 470 nm,
respectivamente; probablemente, son las formas ani6nicas del colorante las que s¢ unen a las
proteinas, ya que cuando aquéllas se producen la absorbancia cambia de 465 a 595 nm.

1I1.2.10.3.5.1. Procedimientq

Los patrones empleados se obtuvieron a partir de la muestra de seroalbiimina bovina fraccién
5 (SAB) (25 mg/ml) suministrada por “Pierce-Chemicals”, preparando diluciones en agna
desionizada con concentraciones de 1, 2,5, 5, 10y 15 mg/ml.

Realizadas las diluciones apropiadas de la solucién patrén de SAB, se prepar6 un baterfa de
tubos con 1ml de agua desionizada (control), 1 ml de una dilucién 1/10 en agua desionizada de la
muestra a valorar ¢ 1 mlde cada una de las diluciones de SAB. Se aftadié a cada tubo 1 ml del
reactivo colorimétrico azul brillante de Coomassie G-250, se agitaron suavemente y se
mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente durante 60 minutos. Finalizada la incubacién,
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se determiné espectrofotométricamente la absorbancia de las muestras a 595 nm, elabordndose la
correspondiente curva patrén, obtenida al representar la absorbancia frente a la concentracitn de
proteina. La concentracién de protefna de las muestras se determind por interpolacién del
correspondiente valor de absorbancia en la recta de regresion de la curva patron.

I11.2.10.4. Optimizacién de la produccion de las bacteriocinas de E. faecium
T136 y purificacién a homogeneidad de las mismas
111.2.10.4.1. Optimizacién de la produccién de las bactérioci

La optimizacién de la produccién de las bacteriocinas de E. faecium T136 se realizé en un
tanque reactor de 3 1 de capacidad integrado en un fermentador de mesa “B. Braun Biotech
International”. El tanque reactorcon 21 de caldo MRS (“Difco™) con el pH ajustado a valores de
6,2; 5,7 6 5,2 con HCI concentrado, asf como algunos de los accesorios que integraban el
fermentador, s¢ esterilizaron en autoclave a 121°C durante 45 min. El tanque reactivoy sus
aceesorios se acoplaron al fermentador y, una vez atemperado el caldo nutritivo, se procedié a su
inoculacién con 2ml (0,1% v/v) de un cultivo de E. faecium T136 desarrolladoen caldo MRS a
30°C durante 16 horas. El pH inicial del medio de cultivo se mantuvo constantea 6,2; 5,7 6 5,2
durante el proceso de fermentacién mediante el suministro continuado de NaOH 6N a través de
una bomba peristdltica acoplada al fermentador. Teniendo en cuenta que tras 1a fermentacién de 1
mol de glucosa (180 g) se producen 2 moles de 4cido lécticoy que para su neutralizacién son
necesarios 2 moles de NaOH, se calcul6 que para neutralizar los 0,44 moles de 4cido ldctico
producidos una vez que el cultivo hubiera consumido los 40 g iniciales de glucosa ((,22 moles),
serfan necesarios 73 ml de NaOH 6N. El consumo de glucosa durante el crecimiento del cultivo a
lp largo del tiempo se monitoriz6 peri6dicamente por 1a disminucién de los niveles de 1a solucién
de NaOH 6N. Para impedir que la falta de glucosa pudiera ser el factor limitante del crecimiento
y/o de la produccién de bacteriocinas de E. faecium T136, cuando ¢l nivel de NaOH 6N
disminuy6 en 60 ml (consumo aproximado de glucosa 33 g) se afladieron nuevamente al cultivo
40 g de este hidrato de carbono como fuente de energfa (100 ml de una solucién de glucosa al
40%, previamente esterilizada con filtros de 0,22 pum de didmetro de poro). En los tres ensayos
realizados, los cultivos se desarrollaron a 30°C, en condiciones anaerdbicas (corriente de
nitrégeno) y con agitacién mecénica constante de 50 rpm. El periodo de incubacién de los
cultivos se establecid en funcién del valor del pH de cada fermentacion (24 h para los cultivos de
pH 6,2 y 5,7 y 63 h para el cultivo de pH 5,2).

Durante las fermentaciones bacterianas se tomaron muestras del cultivo, a intervalos
regulares de tiempo, para determinar su absorbancia a 620 nm y la actividad antimicrobiana de
los correspondientes sobrenadantes libres de c€lulas frente a P. pentosaceus FBB61 y Lb. sake
148 mediante un ensayo en placas microtituladoras (seccion I11.2.10.3.4).

111.2.10.4.2, Purificacidn de las bacteriocinas

El fundamento del proceso de purificacion se explic6 en la seccién 111.2.10.3.1. El proceso
de purificacion se realizd a temperatura ambiente salvo que se indique lo contrario. Alicuotas de
las fracciones obtenidas durante la purificacién se conservaron a 4°C para detectar y cuantificar
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su actividad antimicrobiana, mediante un ensayo en placas microtituladoras (seccién
111.2.10.3.4), frente a P. pentosaceus FBB61 y Lb. sake 148. El procedimiento empleado se
describe a continuacidn:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

A partir de un cultivo de E. faecium T136 desarrollado en caldo MRS (“Difco™ya 30°C
durante 16 horas se inocularon 2 ml (0,1% v/v) en 2 litros de caldo MRS (pH 5.,7)
(“Difco™) contenidos en el tanque reactor. A continuaciénel cultivo se incubd a 30°Cen el
fermentador a pH constante de 5,7 durante 18 horas.

El cultivo se centrifugé a 10.000 rpm y 4°C durante 30 min para obtener ei correspondienté
sobrenadante libre de células (fraccidn I).

Esta fraccidén se cromatografié por interaccién hidrofébica empleando como matriz una resina
de Amberlite XAD-16. Para ello, se aftadieron 40 g (2%) de la resina al sobrenadante y la
mezcla se mantuvo a 4°C con agitacién suave durante 1 hora. Posteriormente, la muestra se
trasvasé a una columna cromatogréfica y se lavé con 400 ml de etanol al 40%, tras lo cual se
procedi6a la eluci6n de las sustancias retenidas (fraccién II) con 250 ml de isopropanol al
70%, pH 2,0.

Una vez lavado y empaquetado el gel SP-Sepharose Fast Flow en la columna cromatografica
la matriz se equilibré con 50 mlde HCl 1 N y se deposité lentamente la fraccion II mediante
el empleo de una pipeta de Pasteur. La fraccién gque abandonaba la matriz cromatogréfica se
recogid y se mantuvo a 4°C hasta su empleo. Posteriormente, la columna se lav6 con 400 ml
del tamp6n NaP, pH 5,8. La elucién de los compuestos retenidos electrostdticamenteen la
columna se realizé aumentando la fuerza iénica, para lo cual se afiadieron a la columna 50 ml
de una solucién de 1 M de NaCl en tampdn NaP, pH 5,8, obteniéndose la fraccién 11

Una vez lavado con agua desionizadae isopropanol y empaquetado el gel Octyl-Sepharose
CL4B en la columna cromatogrifica, la matriz se equilibré con 15 ml de una solucién de
sulfato aménico al 10 % (p/v) en tampén NaP, pH 5,8. A continuacién, a la fraccién III se le
afiadié también sulfato aménico, hasta una concentracién final de un 10% (p/v). y se
deposit6 en la columna. La fraccién que abandonaba la matriz cromatogréfica se recogid y se
mantuvo a 4°Chasta su empleo. Seguidamente la columna se lavé con 15 ml del tampén de
equilibrado y las sustancias hidréfobas retenidas se eluyeron con 10 m! de una solucién de
alcohol etilico al 70% (v/v) en tampdn NaP, pH 3,8, obteniéndose Ia fraccion IV.

A la muestra a cromatograffar (fraccién IV} se le afiadié dcido trifluoroacético, a una
concentracién final del 0,1% (v/v), y se hizo pasar a través de filtros de 0,22 pm de
didmetro de poro. Posteriormente, la muestra se diluyd con tampdn A (0,1% ATF en agua
desionizada) hasta un volumen de 50 ral y se cargd en el super-loop de 50 mldel equipo de
cromatograffa FPLC, con ayuda de una bomba peristaltica. La columna de fase reversa
PepRPC HR5/5 se colocéen el equipo de FPLC y se equilibré con el tampén A, tras lo que
la muestra a cromatografiar se inyecté autométicamente a un flujo de 1 ml/minuto. La
columna se 1avé con tamp6n A hasta que la Ayg, alcanzd de nuevo la linea basal y la muestra
se eluy6 a un flujo de 0,5 mi/minuto, con un gradiente linealde 0 a 100 de tampdn A en
tamp6n B, registrdndose la Asso de las fracciones eluidas. Posteriormente, se determing la
actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas, y aquéllas que la manifestaban se
mezclarony se diluyeron hasta 10 ml con tampén A, recromatografidndose con gradientes
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isocraticos, hasta que se obtuvo un dnico pico de absorbancia con actividad antimicrobiana.

A las fracciones cromatograficas finales s¢ les afiadié isopropanol a una concentracién final

del 50-60% (v/v) y se conservaron a -20°C hasta su empleo posterior.

A partir de los datos obtenidos, se elabor6 la tabla de purificacién correspondiente con los
siguientes pardmetros: volumen en ml de cada fraccién, actividad antimicrobiana total (UB) y
porcentaje de recuperaci6n de bacteriocina.

11.2.10.5. Determinacién de la composicién y secuencia aminoacidica de las
bacteriocinas

Las fracciones que contenfan las bacteriocinas purificadas de E. faecium P13 y E. faecium
T136 se desecaron a vac{o en un rotavapor y se enviaron al Dr. Knut Sletten del Centro de
Biotecnologia de la Universidad de Oslo para determinar su composicién y secuencia
aminoacidica.

La composicién aminoacidica de las bacteriocinas se determiné empleando un analizador
automadtico de aminoécidos (“Biotronic”). Las muestras se hidrolizaron completamente con
exceso de HCI 6 N por calentamiento a 100-120°C durante 10-24 horas. Con este tratamiento el
triptéfano se destruye, la concentracién final de treonina y serina disminuyen ligeramente y la
asparragina y la glutamina se hidrolizan, origindndose 4cido aspdrtico y 4dcido glutdmico,
respectivamente. E] andlisis automético se realizé mediante una columna de intercambio catiénico
con una resina de poliestireno sulfonada como matriz cromatogréfica. Una vez equilibrada la
resina con una solucién de NaOH, se aplic6 la mezcla de aminoédcidos de la muestra a analizar
(pH 3,0) y se procedi6 a la elucién de los distintos amino4cidos con soluciones de pH y
concentraciones de sal crecientes. Los aminoédcidos més bdsicos (lisina, arginina, histidina), se
adhieren fuertemente, mientras que los més dcidos (glutdmico, aspértico) se fijan débilmente. Las
diversas fracciones eluidas se analizaron cuantitativamente mediante una reaccion colorimétrica
empleando ninhidrina como reactivo colorimétrico.

La secuencia amino4cidica de las bacteriocinas se determiné mediante degradacién de Edman
sometiéndolas a ciclos consecutivos de degradaciénen un microsecuenciador de fase gaseosa
conectado a un analizador automdtico (“Applied Biosystems™) de derivados feniltiohidantofna-
aminodcido por sistema HPLC (Cornwell er al., 1988). En la reaccién de Edman el
feniltioisocianato, bajo condiciones alcalinas, reacciona con ¢l grupo amino terminal no cargado
del péptido formando un feniltiocarbamilato-aminodcido, el cual bajo condiciones dcidas suaves
s¢ libera en forma de un derivado ciclico de la feniltiohidantoina (PTH), dejando el resto de la
cadena peptidica intacta. El derivado PTH-aminodcido liberado se identifica cromatogrificamente
por medio de un sistema HPLC. Cuando el extremo N-terminal de la cadena peptidica estd
blogueado por la presencia de aminodcidos modificados, la muestra se somete a un tratamiento
con bromuro de cianégeno (Sletten, 1974), que rompe la cadena peptidica sélamente en el lado
carboxilico de los residuos de metionina, sometiéndose posteriormente el fragmento C-terminal
de 1a cadena a la degradacién de Edman. Los aminodcidos modificados, como la lantionina, B
metil-Jantionina y/o sus precursores, no se detectan por la degradacién de Edman, por lo que la
muestra se somete a una oxidacién con 4cido perférmico, que producird 4cido cistico a partir de
la lantionina.
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I11.2.10.6. Determinacion del tamaiio molecular de las bacteriocinas por
espectrometria de masas

Muestras que contenian las bacteriocinas purificadas de E. faecium P13 y E. faecium T136,
se enviaron al Dr. J. Metzger del Instituto de Quimica Orgénica de la Universidad Eberhard-
Karls de Tiibingen (Alemania) con el objeto de determinar su tamafio molecular mediante
espectrometria de masas.

La base de la espectometria de masas es la produccitén de iones, los cuales son separados o
filtrados de acuerdo a su relacién masa/carga (M/Z) y detectados posteriormente. Los
espectémetros de masas son instrumentos altamente sofisticados y computerizados que,
bdsicamente, constan de cinco partes: la zona de introduccién de la muestra, el lugar de
ionizacién de la misma, el analizador de la masa, 1a zona de deteccién de iones y el procesador de
los datos obtenidos.

I11.2.10.7. Efecto del dititritol (DTT) en la actividad antimicrobiana de las
bacteriocinas

Los grupos tiol o sulhidrilo (-SH) de los residuos de cistefna son extremadamente
susceptibles a la oxidacién por el oxigeno atmosférico en presencia de sales de hierro u otros
oxidantes suaves. El producto de la oxidacién es la cistina, en la que el enlace disulfuro
constituye un puente covalente entre dos restos de cisteina (-S-S-). La cistina desempefia un
papel esencial en la estructura de la protefna, ya que su grupo disulfuro actda como un enlace
covalente transversal entre dos cadenas polipeptidicas o entre dos puntos de una misma cadena.
Los enlaces disulfuro establecidos pueden escindirse por la accién de agentes reductores, tales
como el ditiotritol (DTT) o el p-mercaptoctanol.

111.2.10.7.1. Microorganigmos indicadores

Los microorganismos indicadores empleados fueron E. faecium T136, en el caso de la
enterocina P y E. faecium P13, en los casos de las enterocinas A 'y B.

111.2.10.7.2. Ensavos en placas microtituladoras

La determinacidén del efecto del DTT en la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas se
realiz6 empleando un ensayo en placas microtituladoras, similar al descrito en la seccién
I11.2.10.3.4. Los microorganismos indicadores se desarrollaronen caldo MRS (“Difco™) a 30°C
durante 16 horas y, posteriormente, se diluyeron (1/400) en caldo MRS-DTT 10 mM hasta una
absorbancia a 620 nm de aproximadamente 0,1. En los primeros pocillos de las placas
microtituladoras se depositaron 9 ul de las bacteriocinas purificadas (isopropanol al 50%) y 1 ul
de MRS-DTT 1M, completando con caldo MRS hasta un volumen final de 100 upl. A
continuacion, se realizaron diluciones seriadas en caldo MRS-DTT 10 mM. Como controles se
emplearon 9 ul de isopropanol al 50% y 1 ul de MRS-DTT 1M, as{ como, 9 pl de las
bacteriocinas purificadas y 1 ul de MRS. Una vez diluidas las bacteriocinas y los controles se
afiadieron a cada pocillo 150 pl del microorganismo indicador diluido en caldo MRS o MRS-
DTT 10 mM y las placas se incubaron a 30°C durante 12-14 horas. Finalizada la incubacidn, se
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determiné espectrofotométricamente a 620 nm el crecimiento de los microorganismos
indicadores, empleando un lector de placas microtituladoras. La actividad antimicrobiana de las
muestras se expresé en UB/ml, determindndose el porcentaje de reduccién de esta actividad en

las muestras tratadas con DTT.

111.2.10.8. Determinacion de la concentracién inhibidora minima (CIM) de las
bacteriocinas purificadas a homogeneidad frente a diversos microorganismos de

interés en la industria alimentaria

I11.2.10.8.1. Micrgorganismos indicadores

Las bacterias Gram-positivas empleadas como microorganismos indicadores, asi como los
medios de cultivoy condiciones de incubacién empleados para su desarrollo, se muestranen la
Tabla ITI.1.

I11.2.10.8.2. Ensayos en placas microtituladoras

La determinacién de la concentracién inhibidora minima (CIM) de las bacteriocinas se realiz6
empleando un ensayo en placas microtituladoras, similar al descrito en las secciones111.2.10.3.4
y 111.2.10.7. Los microorganismos indicadores se desarroflaronen el medio apropiadoy a la
temperatura adecuada durante 16 horas y posteriormente se diluyeron (1/400) en el caldo estéril
correspondiente, hasta una Aq;o de aproximadamente 0,1. En los primeros pocillos de las placas
microtituladoras se depositaron alicuotas, de concentracién conocida, de las bacteriocinas
purificadas, completando con el caldo estéril adecuado hasta un volumen final de 100 pl. A
continuacidn, se realizaron diluciones seriadas en el caldo correspondiente y, seguidamente, se
afiadieron a cada pocillo 150 pl del microorganismo indicador. Las placas se incubaron, en las
condiciones de temperatura y tensién de oxigeno requeridas por 10s microorganismos
indicadores, durante 12 horas, ¢n el caso de las bacterias lacticas, de Micrococcus varians (M.
varians) y de los microorganismos anaerobios obligados, y durante 6/8 horas, en el caso de
Bacillus cereus (B. cereus), Ls. innocua, Ls. monocytogenes, St. carnosus y St. aureus.
Finalizada la incubaci6n, se determiné espectrofotométricamente a 620 nm el crecimiento de los
microorganismos indicadores, empleando un lector de placas microtituladoras. La CIM se define
como la concentracién de bacteriocina (ng/ml) que inhibe en un 50% el desarrollo del
microorganismo indicador.

II1.2.11. CARACTERIZACION GENETICA DE LAS BACTERIOCINAS DE E.
Jaecium P13 Y E. faecium T136

II1.2.11.1. Obtencion de mutantes de E. faecium P13 deficientes en la
produccidon de bacteriocina y/o en la inmunidad a la misma

Las bacterias contienen un Unico cromosoma con informacién suficiente para la mayor parte
de sus funciones celulares pero ademads tienen otras moléculas de ADN denominadas pldsmidos,
portadoras de informacién genética complementaria a la que aportael cromosoma. Los pldsmidos
son moléculas de ADN de cadena doble circular covalentemente cerrada {(cce) con
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superenrollamiento negativo que actidan como unidades genéticas accesorias que s¢ replican y
heredan independientemente del cromosoma bacteriano. Los pldsmidos confieren una gran
variedad de fenotipos a 1a célula hospedadora, enire los que se encuentran la resistencia a
antibi6ticos, la degradacién de compuestos aromdticos, la fermentacin de azicares, la fijacion
del nitré6geno y la produccién de enterotoxinas, hemolisinas, enzimas de restriccién y
bacteriocinas (Old y Primrose, 1987).

Mediante el empleo de agentes mutagénicos como el 4cido nitroso o los andlogos de las
bases, entre otros, se puede inducirun cambio en la secuencia de bases del ADNy por tanto un
cambio en el producto codificado por ese gen (mutacién); asimismo, con otros agentes
mutagénicos como la acriflavina y el bromuro de etidio, o mediante tratamientos con novobiocina
0 con temperaturas elevadas, los pldsmidos pueden eliminarse de las células hospedadoras
(fenémeno denominado curacién) (Tagg etal., 1976).

Lacepa E. faecium P13 presentaba en su estado salvaje los fenotipos Bac+ ¢ Inm+, donde,
Bac* se refiere a la capacidadde E. faecium P13 de producir bacteriocina ¢ Inm* indica la
capacidad que dicho microrganismo presenta de sobrevivir en presencia de su propia
bacteriocina, es decir, su inmunidad.

I111.2,11.1.1. Aislamiento de colonias de E. faecium P13 de fenotipos Bac*Inm*

A partir de un cultivo de E. faecium P13 desarrollado en caldo MRS a 32°C durante 16 horas
se sembraron en superficie placas con agar MRS y se incubaron a 32°C durante 48 horas. Un
total de 24 de las colonias se recogieron asépticamente, por duplicado, para evaluar su actividad
antimicrobiana frente a E. faecium T136, mediante la técnica de antagonismo microbiano diferido
por siembraen picadura (seccién II1.2.3.1). De las colonias con actividad antimicrobiana (Bac*)
se seleccionaron al azar 10 para confirmar este fenotipo. Para ello se cultivaronen caldo MRS a
32°C durante 16 horas y se evalu6 la actividad antimicrobiana de sus sobrenadantes frente a E.
faecium T136, empleando 1a técnica de difusién en agar (seccién I11.2.3.2). La inmunidad de los
aislados a la bacteriocina (Inm*) se determiné mediante la misma técnica, evaludndose la
sensibilidad de los 10 cultivos con fenotipo Bac+ a un sobrenadante Bac+ de E. faecium P13,

Uno de los aislados con fenotipos Bac*Inm* se conservd a -20 y a -85°C para tratarlo
posteriormente con novobiocina y determinar su efecto en los fenotipos Bace Inm y en su perfil
plasmidico.

I11.2.11.1.2. Tratamiento de los cultivos con novobiocina y deteccidn de las colonias de

fenotipos Bac: Inm-

A partir de una solucién de novobiocina de 10 mg/mlse prepararon tubos con 10 m! de caldo
MRS y con concentraciones de novobiocina de 1,0; 2,5; 5,0 y 7,5 ug/ml. Los tubos se
inocularon con 1x10° ufc del cultivo aislado de E. faecium P13 con fenotipos Bac*Inm* y se
incubaron a 32°C durante 72 horas. Finalizadala incubacién se sembraron diluciones adecuadas

de estos cultivos en placas de agar MRS, efectudndose el recuento de ufc/ml y selecciondndose al
azar 48 colonias de cada tratamiento. La actividad antimicrobiana de las colonias se determind

mediante 1a técnica de antagonismo microbiano por siembra en picadura (seccién 111.2.3.1),
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empleando E. faecium T136 como microrganismo indicador. Las colonias que no mostraron
actividad antimicrobiana (Bac") se recuperaron de las placas control y se desarrollaron en caldo
MRS a 32°C durante 16h, obteniéndose los correspondientes sobrenadantes. Paralelamente,
mediante la técnica de difusién en agar, se confirmé el fenotipo Bac- de los cultivos y se
determiné si habfan perdido la inmunidad a la bacteriocina. Para confirmar la estabilidad de los
nuevos fenotipos Bac-Inm-, se realizaron 3 transferencias consecutivas de los cultivos en caldo
MRS y se determiné la actividad inhibidora de sus sobrenadantes frente a E. faecium T136y la
inmunidad de los cultivos a un sobrenadante de E. faecium P13 de fenotipo Bac+, mediante un
ensayo en placas microtituladoras similar al descrito en la seccién 111.2.10.3.4.

Los cultivos con fenotipos Bac Inm- se¢ mantuvierona -20 y a -85°C para evaluar mds tarde
las variaciones en sus perfiles plasmidicos y establecer la posible relacin entre la pérdida de los
fenotipos Bac+ e Inm* y la de algin pldsmido especifico.

1I1.2.11.2. Aislamiento y visualizacién del ADN plasmidico y cromosémico de
E. faecium P13, de sus mutantes seleccionados y de E. faecium T136

Las células bacterianas se tratan con una solucién de EDTA, agente quelante de cationes
divalentes, para desestabilizar la membrana externae inhibirlas ADNasas y, posteriormente, con
lisozima, que degrada la mureina, para debilitar su pared. Mds tarde, las células se tratan con ¢l
detergente SDS que produce la lisis de la membrana citopldsmica. A continuacion, se adiciona
una solucién de NaOH para desnaturalizar las proteinas y el ADN cromosdémtico, pero no las
formas covalentes cerradas del ADN plasmidico. Posteriormente, se neutraliza el medio de lisis,
de manera que el ADN cromosémico se renaturaliza formando agregados insolubles que
precipitan. Simultaneamente, la elevada concentracién de cloruro sédico provoca la precipitacion
de los complejos de clevado peso molecular de SDS-proteinas y del ARN de elevado peso
molecular. Finalizado el tratamiento, las moléculas de ADN plasmidico circular covalentemente
cerrado permanecen en estade nativo y en solucién, mientras que las macromoléculas
contaminantes co-precipitan. El precipitado se elimina por centrifugaciény los pldsmidos se
concentran por precipitacién con etanol.

El aisiamiento del ADN plasmidico y cromosSmico de E. faecium P13, de sus mutantes
seleccionados y de E. faecium T136 se realizé empleando la técnica para el aislamiento de
pldsmidos de gran tamaiio de estreptococos licticos, descrita por Anderson y McKay (1983).

I11.2.11.2.1. Ajslamiento del ADN plasmidico v cromosémico

(1) Las cepas a analizar se desarrollaronen 10 ml de caldo MRS a 32°C durante 14-16 horas.
Posteriormente, los cultivos se centrifugaron a 12,000 rpm y 4°C duyrante 10 minutos,
lavdndose las células con 1 ml (1/10 del volumen del cultivo) de solucidn salina. La
suspensién se trasvasd a un tubo de Eppendorf y se centrifugé de nuevo bajo las
condiciones descritas anteriormente, efectudndose un segundo lavado de las células con 1
ml del tamp6n STE.

(2) El sedimento se resuspendié en 380 pl de tampdn STE y 96 ul de solucién de lisozima
y, tras agitar enérgicamente, se mantuvo e¢n un bafio termostatado a 37°C durante 30 min.

(3) A la mezcla anterior se le afiadieron 48 pl del tamp6n ET y 28 ul de solucién de SDS,
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mezclando en seguida con snavidad. Posteriormente, 1a muestra se incub6é en un bafio

termostatado a 37°C durante 5 min, Finalizada la incubacién, 1a soluci6n resultante ha de ser

clara y viscosa.

(4) A la muestra lisada se le afiadieron 28 pl de solucién NaOH 3M recién preparada y se
mantuvo en un agitador orbital a 250 rpm durante 10 min. A continuacién se afiadieron 50 pl
de Tris2 M, pH 7,0 y se agit6 nuevamente durante 3 min, tras lo que se afiadieron 72 pl de
NaCl 5M.

(5) A la mezcla anterior se le aftadi6 el mismo volumen de una solucién de fenol-Tris y se
centrifugé a 12.000 rpm durante S min. Tras la centrifugacion, se observaron tres fases: una
fase acuosa superior transparente en la que se encuentran los pldsmidos, una interfase opaca
blanquecinaen la que estdn los conglomerados proteicos y una fase inferior amarilla que
contiene el fenol. La fase supertor se trasvasé a un tubo de Eppendorf y se lc afiadi6 el
mismo volumen de fenol-Tris cloroformo-isoamilico (1:1), centrifugdndose a continvaciéna
12.000 rpm durante 5 min. La fase superior se trasvasé nuevamente a un tubo de Eppendorf
y se le afiadi6 el mismo volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), centrifugdndose a
continuacién a 12.000 rpm durante 5 min.

(6) Finalizadala centrifugacidn, se recuper6 el sobrenadante y se le afiadieron 2-3 volimenesde
etanol preenfriado a -20°C. Las muestras s¢ incubarona -85°C durante 1 hora para precipitar
el ADN plasmidico y, posteriormente, se centrifugaron a 13.000 rpm y 4°C durante 30 min.

(7) A continuacidn, se desechd el sobrenadante y ¢l sedimento se lavo con 1 ml de etanol al 70%
(vfv)en agua desionizada, tras lo cual se llevd a un desecador de vacio, donde se mantuvo
durante 5-10 min.

(8) Finalmente, el sedimento desecado se resuspendié en 20-30 ul de tampén TER y se incub6 a
37°C durante 20 min para eliminar el ARN residual. La muestra se conservé a -20°C hasta su
empleo.

Para favorecer el aislamiento del ADN cromosémico se procede de igual modo que en el
protocolo anterior pero elimindndose las adiciones de NaOH 3M y NaCl 5M. El cloruro sédico
se afiade en el momento en el que se adicionan los 2-3 volimenes de etanol preenfriado a -20°C.
El sedimento final se resuspende en 50-100 ul de tamp6n TER.

111.2.11.2.2. Yisualizacion del ADN plasmidico v cromosémico

La electroforesis en geles de agarosa es una técnica muy utilizada para la visualizacién,
separacién y caracterizacién de moléculas de dcidos nucleicos por ser una metodologia simple,
rdpida y de alta resolucién. La agarosa es una sustancia capaz de formar geles con rigidez
suficiente para ser manipulados a partir del 0,2% y que, a diferencia de la acrilamida, no
polimeriza al gelificar sino que simplemente sufre un cambio de estado, por lo que la variabilidad
de la polimerizacién desaparece. Los grupos fosfato del ADN, a pH neutro ¢ alcalino, confieren
a las moléculas una carga neta negativa, de manera que el ADN migra haciael d4nodo cuandoel
gel se coloca en un campo eiéctrico. La movilidad del ADN en un gel de agarosa es
independiente de la composicién de sus bases y de la temperatura; no obstante, depende de una
serie de factores como, entre otros, el tamafio molecular, la conformacién de la molécula
(covalente circular cerrada o superenrollada, circular abierta o relajada y lineal), la concentracién
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de agarosa, el voltaje de la corriente aplicada, la fuerza iénica del tampén de electroforesis
empleado y la presencia de colorantes intercalantes como el bromuro de etidio.

I11.2.11.2.2.1. Preparacién de las muestras v de los marcadores de tamafio molecular
conocido

A las muestras que se van a someter a electroforesis se les aftadi6 1a solucién de transporte
10 x (secciénIll. 1.5.5.4). En lo que respectaa los marcadores de tamafio molecular conocido,
se deposit6 1 pl de la solucidn estdndar adecuada (seccién I11.1.4.3) en un tubo de Eppendorf y
se afiadieron 8 pl del tampén TAE 1x y 1 ul de la solucién de transporte 10x.

La solucién de transporte 10x aumenta la densidad de las muestras, facilitando que el ADN
se introduzca adecuadamente en los pocillos del gel, y ademds el azul de bromofenol que
contiene permite observar el avance del frente electroforético.

111.2.11.2.2.2. Preparacién de los geles de agarosa con (.3 yug/m] de

Para preparar 100 mi de gel de agarosa al 0,8% o al 2% se suspendieron 0,8 62 g dela
agarosa correspondiente en 100 ml del tampén TAELx y se calentd la mezclaen el microondas
hasta conseguir una solucién transparente con la agarosa perfectamente disuelta. La solucidn se
conservd en un bafio de agua termostatado a 62°C. Inmediatamente antes de su empleo, s¢
afiadieron 3 ul de la solucion de BrEt (10 mg/ml) por cada 100 ml de gel de agarosa. En las
bandejas de electroforesis se virtieron unos 50 ml de gel de agarosa con BrEt (0,3 pg/mi)
atemperado a 50°C, colocdndose posteriormente el peine formador de los pocillos. El gel se
mantuvo a temperatura ambiente durante 45 min para permitir su solidificacion.

111.2.11.2.2.3. Electroforesis en geles de agarosa

Una vez solidificado el gel y retirado el peine, se colocé el gel en la cubeta de electroforesis
submarina, cubriéndolo completamente con el tamp6n TAE 1x. A continuacién, con ayuda de
una pipeta automdtica, se depositaron las muestras en los pocillos correspondientes y se realizé la
electroforesis a un voltaje constante de 80 V durante aproximadamente 1 hora y 15 min.
Finalizada la electroforesis se extrajo el gel de la cubeta y se procedié a la visualizacién del ADN.

I11,2.11,2.2 4, Visualizacién rminacidén del tamafio lecular
ADN

El ADN se visualizé en ¢l gel con ayuda de un transiluminador de luz UV en un cdmara
oscura. Los geles se fotografiaron con una cdmara instantdnea “Polaroid” dotada de una pelicula
en blanco y negro y un filtro para ultravioleta.

De modo general, se admite que la migracion de las moléculas de ADN en los geles de
agarosa es inversamente proporcional al logaritmo decimal de su tamafio molecular (Helling e
al., 1974). Por ello, el tamaiio molecular (pb) de los pldsmidos y de los fragmentos de ADN
visibles en los geles se determiné de la ecuacidn de la recta de regresién obtenida al representar,
graficamente los valores logarftmicos de los tamafios moleculares (pb) de los marcadores frente a
las correspondientes distancias migradas (cm).
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111.2.11.3. Analisis de restriccion del ADN total de E. faecium P13 y E.
Sfaecium T136

Las endonucleasas de restriccién (ER) son enzimas que hidrolizan los enlaces fosfodiéster
del ADN y que se caracterizan porque producen un corte en cada cadena del ADN diiplex, y o
hacen de forma especifica, tras reconocer una secuencia diana o blanco. La secuencia de
reconocimiento de las endonucleasas de restricciénes generalmente una secuencia palindrémica,
es decir que puede dividirse en dos mitades complementarias. Las endonucleasas de restriccion
de la clase I reconocen una secuencia especifica, pero cortan en lugares que pueden encontrarse a
varios nucleétidos de aquélla. En cambio, las endonucleasas de la clase II constituyen una
especie de bisturf molecular que corta el ADN en lugares especificos. Cuando el lugar de corte
del ADNes el mismo en las dos cadenas se producen extremos planos, mientras que en ¢l caso
contrario se generan extremos cohesivos, que pueden ser protuberantesen 3’ den 5.

El ADN total de E. faeciumP13 se traté con Drul, Rsal y Sspl y el ADN total de E. faecium
T136 se trat6é ademds con Hincll, Stul, Fspl, Nael y EcoRI. Los enzimas de restriccién
empleados y sus correspondientes tampones comerciales se describieronen la secciénI11.1.3. El
tratamiento del ADN con los enzimas Dral, Rsal, Sspl, Hincll, Stul, Fspl y Nael generaun
conjunto de fragmentos lineales con extremos planos y, por el contario, al tratar el ADN con el
EcoRI se generan fragmentos lineales con extremos cohesivos. Los tratamientos del ADN total
de las dos cepas con los ER se realizaron de acuerdo al procedimiento descrito por Sambrook er
al. (1989), como se indica a continuacion:

(1) Para cada tratamiento enzimdtico se prepard la siguiente mezcla de reaccién en un

tubo de Eppendort:
ADN total 3,0 ut
Tampén 10x 2,0l
Agua desionizada 14,0 wl
Enzima de restriccién 1,0 ul
Volumen de reaccién 20,0 ul

(2) Las muestras se agitaron suavemente por inversién de los tubos y se incubaron en un baifio
de agua termostatado a 37°C durante 2 horas.

(3) Finalizadalaincubacién, las reaccionesenzimaticas se detuvieron manteniendo las muestras
en un bafio de agua termostatado a 65°C durante 20 min.

{4) Las muestras se conservaron a -20°C hasta su empleo.

II1.2.11.4. Obtencion y preparacion del vector de ligamiento pBluescript II SK+

En ingenieria genética, los pldsmidos y fagémidos se utilizan principalmente como vectores
de ligamiento o de clonacién de moléculas de ADN exdégeno denominadas insertos vy,
generalmente, contienen un replicén, un marcador selectivo y uno o varios lugares de clonacion.
El replicén es un fragmento de ADN que contiene un origen de replicaciény los genes que
codifican las proteinas y el ARN necesarios para la replicacién del fagémido; el marcador suele
ser un gen que codifica la resistencia a algtin antibi6tico y el punto de clonaciénes un fragmento
con secuencias diana de diversos enzimas de restriceién, en €l que se introduce el inserto sin
interferir en la replicacion del pldsmido ni en la adquisicién del fenotipo marcador en las células
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hospedadoras. El vector de ligacién empleadoen este trabajo fue el fagémido p-Bluesript II SK+
(en adelante, pBluescript) suministrado por “Stratagene”.

111.2.11.4.1. ncidn del vector de ligamiento pBluescrpt II SK+

Con el objeto de disponer de un stock del fagémido pBluescript para emplearlo como vector
de ligaci6nen diversas experiencias, se prepararon células competentes de E. coli DH5a (células
permeables a laentrada de ADN exégeno) y, a continuacidn, se transformaron quimicamente con
el fagémido pBluescript. Posteriormente, las células transformadas se desarrollaron en un medio
de cultivo con el antibi6tico adecuado y se aislé y purificé su ADN plasmidico.

11.2.11.4.1.1. Preparacion d¢ células competentes de £, coli DHSo

Las células de E. coli DHSa se hicieron competentes siguiendo el protocolo descrito por

Inoue et al. (1990), como se indica a continuacién:

(1) A partirde un stock de E. coli DH50, mantenido a -80°C, se sembraron 10 ml de caldo SOB
y se incubaron a 37°C con agitacion a 300 rpm durante 18 horas.

(2) Finalizada la incubacién, se sembré 1 ml de este cultivo en 100 ml de caldo SOB,
incubdndose a 37°Cy a 300 rpm hasta que el cultivo alcanzé una A4, de 0,5-0,6. El culivo
se enfrié a 0°C, manteniéndolo 10 minutos en un bafio con hielo fundente. Todas las
manipulaciones posteriores se realizaron siempre en un baifio con hielo fundente y con las
soluciones preenfriadas a 0°C.

(3) Elcultivoenfriado se centrifugé a 4.000 rpm y 4°C durante 10 min, tras lo cual se desechdel
sobrenadante y se dejé el tubo unos minutos en posicién invertida para eliminar
completamente el caldo de cultivo. Las células se resuspendieron en 35 ml
(aproximadamente 1/3 del volumen original del cultivo) de tampén TB estéril y el tubo se
mantuvo 10 minutos en un baiio de hielo fundente, centrifugdndose posteriormente a 4.000
rpm y 4°C durante 10 min.

(4) A continuacion, las células se resuspendieronen 4 ml (1/25 del volumen original del cultivo)
de tampén TB y se aiffadié gradualmente dimetil sulfé6xido (DMSQ), hasta una concentracién
final del 7% (v/v). Las células resuspendidas se mantuvieron en un bafio de hielo fundente
durante 10 min y, seguidamente, se distribuyeron en alicuotas de 200 pl, que se conservaron
a -80°C hasta su empleo.

I11.2.11.4.1.2. Transformacién quimica de E. coli DH5q_con el fagémido pBluescript II
SK+

Las células competentes de E. coli DHS5a se transformaron qumicamente segin el protocolo
de “Stratagene” descrito en ¢l kit “Epicurian Coli Competente and Supercompetent Cells”.
El procedimiento empleado se indica a continuacién:

(1) En un tubo de polipropileno Falcon-2059 de 15 ml de capacidad preenfriado en hielo, se
depositaron 100 pl de la suspensién de células competentes y 1 pl del vector pBluescripty se
agit6 concéntricay suavemente. A continuacién, el tubo se incubé en un bafio de hielo
fundente durante 30 min, posteriormente en un bafio de agua termostatado a 42°C durante 50
seg y por dltimo en un bafio de hielo fundente durante 2 min.
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(2) A continuaci6n, se afiadieron 900 ul de caldo SOC precalentado a 42°C y la suspensién
bacteriana se incubé en un agitador orbital a 37°C y 300 rpm durante 1 hora.

(3) Posteriormente, se prepararon diluciones del cultivo en caldo SOC y se sembraron con
ayuda de un asa de Driglaski en agar sélido LB con ampicilina (Amp, 50 pg/ml) como agente
selectivo. Las placas de Petri se incubaron a 37°C durante 24 horas. £. coli DH5a es
sensible a la ampicilina por lo que sélo se desarrollan aquellas colonias que han recibido el
fagémido pBluescript, que porta el gen de la resistencia a este antibidtico.

(4) De las colonias desarrolladas en las placas con agar s6lido LB-Amp (50 pg/ml) se
seleccionaron 5 y, con ayuda de un asa de platino, se inocularon en 5 ml de caldo LB- Amp
(100 pg/ml). Los cultivos se incubaron a 37°Cy 300 rpm durante 24 h. Transcurridas las 8-
10 primeras horas de incubaci6n se afiadié nuevamente ampicilinaa los cultivos, con el
objeto de impedir la desaparicidn del agente selectivo por su degradacion enzimdtica por la -
lactamasa.

(5) Para garantizar la conservacion de los microorganismos transformados con el fagémido
pBluescript se prepararon stocks de los 5 cultivos en el caldo LB-Amp glicerinadoy se
conservaron a -20 y -85°C.

111.2.11.4.1.3. Aislamiento vy purificacién del fagémido pBluescript IT SK+

El aislamiento y la purificacién del fagémido pBluescript de las células de E. coli DH5q
transformadas qufmicamente s¢ realizé empleando el kir Wizard Minipreps DNA Purification
System de “Promega”. Todas las etapas de la purificacién se realizaron a temperatura ambienie,
salvo que se indique lo contrario.

El procedimiento empleado se muestra a continuacién:

(1) Deun cultivode E. coliDH5a. desarrolladoen 5 ml de caldo LB-Amp (50 pg/ml) durante 16
horas, se centrifugaron 3 ml a 13.000 rpm durante 2 min; a continuacién, las células se
resuspendieron en 200 pl del tamp6n de resuspension y la mezcla se trasvasé a un tubo de
Eppendorf.

(2) Se afiadieron 200 ul de la solucién de lisis y el contenido del tubo se mezcld, invirtiéndolo
suavemente varias veces, hasta obtener una solucién clara y viscosa.

(3) A lamuestra lisada se le afiadieron 200 pl de la solucién de neutralizacién y el contenido del
tubo se mezcld, invirtiéndolo suavemente varias veces.

(4) Lamuestrase centrifugé a 13.000 rpm durante 5 min, tras lo cual el sedimento (contiene los
complejos SDS-proteinas, el ADN cromosdmico, el ARN macromoleculary otros detrito
celulares) se deseché y el sobrenadante, que contiene los pldsmidos, se transfiri6 a un nuevo
tubo de Eppendorf.

(5) Posteriormente, se afiadié 1 ml de la solucién de purificacién con resina de silica al
sobrenadante y se mezclé agitando el tubo por inversion.

(6) Paralelamente, se prepar6 un sistema de vacio consistente en un matraz conectado a una
bomba; en ¢l cuello del matraz se colocé un tapén de goma en el que se dispuso una aguja
hipodérmica, a 1aque se insert6 una minicolumnay a ésta una jeringa hipodérmica de 3 ml.
La mezcla anterior se aplic a la jeringa y, conectando la bomba de vacfo, se hizo pasar a
través de la columna.
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(7) La minicolumna se lav6, empleando la bomba de vacfo, con 2 ml de solucién de lavado.

(8) A continuacién se volvié a conectar el vacio durante 30 seg para secar la resina y,
posteriormente, se deposité la minicolumna sobre un tubo de Eppendorf y se centrifugd a
13.000 rpm durante 2 min para eliminar los posibles restos de solucién de lavado.

(9) La minicolumna se transfiri6 de nuevo a un tubo de Eppendorfy se depositaron 50 ul de
tamp6n TE precalentado a 65°C, manteniéndose a temperatura ambiente durante 1 min. El
ADN de las minicolumnas se eluy6 por centrifugacién a 13.000 rpm durante 30 seg.

(10)A continuacién, se realizé la electroforesis de 1 ul de la muestra en un gel de agarosa
al 0,8% (v/v), con el objeto de visualizar el fragmento de 2.961 pb correspondiente al vector
pBluescript. La muestra de pldsmidos se conservé a -20°C hasta su empleo.

I11.2.11.4.2. Preparacion del vector de ligamiento pBluescript IT SK+

Una vez obtenido el fagémido pBluescript y como paso previo a su empleo como vector de
ligamiento es necesario tratarlo con ER que permitan obtener el fagémido linealizado con
extremos compatibles con los del ADN que se pretende insertar y, a continuacién, realizar un
tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar su recircularizacién.

M1.2.11.4.2.1. Tratamiento con enzimas de restriccién

El fagémido pBluescript presenta un polilinker con 21 dianas de diferentes enzimas de
restriccion. En este trabajo el vector se trat con Hincll y EcoRI. Elsitio de corte de Hincll es el
mismo en las dos cadenas de ADN, por lo que tras su actuacidn se obtiene el vector linealizado
con extremos planos. Elsitio de corte de EcoRI no es el mismo en las dos cadenas de ADN, por
lo que tras su actuacién se genera el vector linealizado con extremos cohesivos.

El andlisis de restriccion se realizd segiin el protocolo descrito por Sambrook et al. (1989),
como se indica a continuacién:

(1) Para cada tratamiento enzimético se preparé la siguiente mezcla de reaccién en un tubo de

Eppendorf:

ADN plasmidico (fagémido pBluescript) 8,0 ul
Tampén 10x del enzima correspondiente 2,0 pl
Agua desionizada 8,5 ul
Enzima de restriccion LS ul
Volumen de reaccién 20,0

(2) Las mezclas se agitaron por inversién de los tubos y, posteriormente, se incubaron en un
bafio de agua termostatado a 37°C durante 2 horas.

1I1.2.11.4.2.2. Tratamiento con fosfatasa alcalina

Una vez realizado el analisis de restriccién, el vector linealizado se traté con fosfatasa
alcalina de ternero para desfosforilar sus extremos 5’ y evitar de este modo su recircularizacién.
El tratamiento se realizé segin el protocolo descrito por Sambrook er al. (1989),
procediendo como se indica a continuacién:
(1) A la muestra anterior con el vector tratado con ER (20ui) se le aiiadi6:
Agua desionizada 24,0 ul
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Tampén CIP 10x (“Promega™) 50
Enzima fosfatasa alcalina (“Promega”) 1,0l
Volumen de reaccién 50,0 ul

(2) Lamezclase agité suavemente por inversién del tubo y se incubd en un bafio termostatado a
37°C durante 30 min,

(3) Finalizada la incubacién se detuvieron las reacciones enzimaticas manteniendo la muestra
en un bafio de agua termostatado a 75°C durante 12 min.

(4) A continuacién, la muestra se precipité y concentrd, para lo cual ésta se llevé a un volumen
final de 100 pl con agua desionizaday se le afiadié un 10% de una solucién de acetato sédico
3N, pH 7,0 y 3 volimenes de alcohol etflico a -20°C. Tras agitarse suavemenie por
inversién, el tubo se mantuvo a -20°C durante 16 horas, centrifugdndose posteriormente a
13.000 rpm y 4°C durante 30 minutos. El sobrenadante se decanté y se desechd, mientras
que el sedimento se lavé con 1 ml de alcohol etilico al 70% (v/v) en agua desionizada y se
desecé a vacio durante § minutos. La muestra desecada se resuspendid en 20 pl del tampén
TE, pH 7,0. Con el objeto de confirmarla digestion del vector, se analizé 1 pl de la muestra
enun gel de agarosa al 0,8% (v/v). La muestra se conserv0 a -20°C hasta su empleo como
vector de ligamiento.

II1.2.11.5. Ligamiento de los fragmentos de restriccion del ADN total de E.
Jaecium P13 y E. faecium T136 en el fagémido pBluescript IT SK+

Los fragmentos de restriccion del ADN total de E. faecium P13 y E. faecium T136 se ligaron
en el fagémido pBluescript linealizado, con los extremos planos o cohesivos en funcién de los
ER empleados para la digestién del ADN, en una reaccién catalizada por el enzima ADN-ligasa
del bacteriéfago T4 y en presencia de ATP.

El tratamiento se realizé de acuerdo con el protocolo descrito por Sambrook et al. (1989),
como se indica a continuacién:

(1) Para cada tratamiento se prepar6 la siguiente mezcla de reaccién en un tubo de Eppendorf:

Muestra del ADN a insertar 50pul
Agua desionizada 9,0 ut
Vector linealizado (0,3 pug) 3,0l
Tampén T4 ADN ligasa 10x (“Promega”) 2,0
T4 ADN ligasa (“Promega”™) 101
Volumen de reaccidn 20,0 1

(2) Las mezclas se agitaron suavemente por inversién de los tubos y se incubaron en un bafio
termostatado a 15°C durante 16 horas. Finalizada laincubacién, las muestras se conservaron
a -20°C hasta su empleo.

I11.2.11.6. Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

ITE.2.11.6.1. Fundamento de la técnica de PCR v ¢lapas de la reaccién

La reaccién en cadena de la polimerasa o PCR (del inglés, Polymerase Chain Reaction)
(Mulis et al., 1987), es una técnica muy iitil en biologfa molecular ya que permite amplificar
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hasta un millén de veces una secuencia determinada de ADN, a partir de cantidades muy
pequefias de muestra original. Los productos amplificados se analizan mediante su visualizacién
en geles de agarosa o poliacrilamida, o bien determinando su secuencia nucleotidica.

La técnicade PCR requiere el empleo de dos oligonucleétidos (cebadores o primeros), de
aproximadamente 15-20 nucle6tidos, que hibriden en ambos extremos del fragmento a amplificar
pero en cadenas diferentes. E1 ADN que contiene la secuencia a amplificar se desnaturaliza por
calor, se hibrida con los oligonucleétidos y se incubacon ADN polimerasay desoxinucledtidos
(dNTP). Una vez producida la hibridacién de los dos oligonucleétidos al molde de ADN, el
enzima sintetiza dos nuevas cadenas de ADN extendiendo cada uno de los primeros. Tras este
primer ciclo se obtienen las dos primeras copias de la secuencia comprendida entre ambos
primeros que serdn la base para el préximo ciclo de amplificacién. Sucesivos ciclos de
amplificacién, que comprenden las etapas de desnaturalizaci6n, hibridacién y polimerizacidn,
generan exponencialmente copias del segmento de ADN comprendido entre los dos cebadores.

Cuando el ADN a amplificarestd integrado en un cromosoma o en un pladsmido conviene,
antes de afiadir la ADN polimerasa y de iniciar los ciclos de amplificacién, someter la muestra a
una elevada temperatura, generalmente 97°C durante 2 min, con el fin de eliminar las estructuras
secundarias, las cuales podrian interferir en los ciclos posteriores de amplificacién del ADN.

Durante la etapa de hibridacién, la unién de los cebadores a una determinada secuencia tiene
lugar por la formacién de enlaces de hidrégeno entre las bases complementarias. El
establecimiento de estas uniones implica una cinética de asociacién y disociaciénen la que, de
forma general, cuanto mayor es la homologia entre las secuencias y mayor es la longitud de las
mismas mayor es la estabilidad de de las uniones. Esta estabilidad depende a su vez del
porcentaje relativo de uniones G-C y A-T (en un enlace G-C estd implicados tres enlaces de
hidrégeno, frente a dos enel caso de las uniones A-T) y de otros factores como, entre otros, la
temperaturay la concentracién de sal en el tampén de hibridacion (una temperatura elevada o una
concentracion baja de sal favorece la disociacién de las dobles cadenas). Teniendo en cuenta
todos estos pardmetros se determina la temperaturade fusién de] ADN, también denominada
temperatura de desnaturalizacién o temperatura melting (Tm), que se define como la temperatura
a la que se produce la disociacién del 50 % de las especies bicatenarias. En el caso de
oligonucle6tidos con una longitud inferior a 18 nucleétidos, la Tm se puede determinar a partir
de la siguiente ecuacion (Itakura et al., 1984):

Tm = 4°C (G+C) + 2°C (A+T)

Cuando la longitud del oligonucleétido estd comprendida entre 14-70 nucleétidos, y siempre
~ que el contenido en sodio (Na*) de la solucién de hibridacién no exceda de 1M, es conveniente
calcular la Tm a partir de la siguiente f6rmula (Bolton eral., 1962):

Tm = 81,5 - 16,6 (log ;¢ [Na*]) + 0,41 (%BG+C) - (600/N)

donde, N representa el nimero de nucleétidos que contiene el oligonucledtido. En el caso de

oligonucledtidos degenerados, la fraccién G+C se calculaen base al oligonucledtido de la mezcla

con menor contenido en dicha fraccidn, por lo que en las posiciones de ambigiiedad se considera
la presencia de una A o una T. Cuando en la secuencia del oligonucledtido degenerado aparecen
bases sustituidas por andlogos, tales como Ia inosina, €stas no se tienen en cuenta (Qhtsuka ez
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d., 1985). A partir de la Tm se puede decidirla temperatura de hibridacion (T;), teniendoen
cuenta que cuanto m4s nos aproximemos al valor de la Tm, mayor serd la especificidad del
apdreamiento entre las bases del ADN.

Durante la etapa de polimerizacién se emplea un enzima, la ADN polimerasa de Thermus sp.
(Tag), capaz de polimerizar a una temperatura éptima de 72°C y resistente a 95°C, por lo que no
se requiere la adicién de enzima después de cada ciclo. El tiempo de polimerizacién se fijaen
funcién del tamaiio de los fragmentos que se van a amplificar.

Finalizada la polimerizacién, las especies bicatenarias se desnaturalizan a 95°C y se iniciaun
nuevo ciclo de amplificacién.

I11.2.11.6.2. Disefio de oligonucledtidos sintéticos (cebadores o primeros)

El disefio de oligonucleétidos sintéticos especificos requiere el conocimiento de la secuencia
nucleotidica del gen o del fragmento de ADN que se pretende localizar, amplificar o secuenciar.
No obstante, a partir de la secuencia aminoacidica del péptido codificado por el gen problema se
puede diseiiar un oligonucleétido sintético degenerado.

Al ser el c6digo genético degenerado, todos los aminodcidos, excepto la metionina y el
triptéfano, son codificados por m4s de un codon, por lo que una misma secuencia aminoacidica
se corresponde tedricamente con mds de una secuencia nucleotidica. El rango de degeneracién
entre los diferentes aminodcidos es variable, siendo médximo en el caso de los aminodcidos
leucina (Leu), serina (Ser) y arginina (Arg) que pueden ser codificados por seis codones
diferentes. La degeneracitn de los restantes codones se produce en la base que ocupa la tercera
posicién, pudiendo ser la ambigiiedad en este punto doble (C/T, A/G), triple (A/C/T) o cuddruple
(A/C/GIT).

La primera fase para el disefio de un cebador degenerado consiste en examinar la secuencia
aminoacfdica y escoger una de las zonas con menos degeneracién, por lo que es conveniente
evitar aquellas regiones que contengan Leu, Ser y Arg. Una vez escogida la secuencia
aminoacidica se¢ deduce la correspondiente secuencia genética a partir del cédigo genético,
tratando siempre de disminuir al méximo la ambigiiedad, para de este modo poder elevar las
condiciones de especificidad de la hibridacién. En el caso de los codones conr degeneracién triple
y cuddruple se puede utilizar la base universal inosina en la tercera posicién del codon, evitando
de este modo la ambigiiedad. La inosina forma pares de bases estables con las cuatro bases
nitrogenadas convencionales, siendo la fuerza de apdreamiento similar en todos los casos
(Ohtsuka etdl., 1985). Esta alternativa permite disminuir en un tanto por ciento muy clevado la
mezcla final de oligonucle6tidos, asf como fijar con mayor exactitud la temperatura de fusién del
ADN, factor de gran importancia para que la hibridacién sea 1o mds especifica posible. Otro
aspecto importante a tener en cuenta en ¢l disefio de los cebadores es que las tres bases del
extremo 3’ del cebador se acoplen perfectamente con la secuencia de ADN de interés, por lo que
en ¢l caso de los oligonucie6tidos degenerados es aconsejable la utilizacién de aminodcidos con
poca degeneracién y no incluir inosina en esta regi6n.

111.2.11.6.3. Modalidades de la técnica de PCR
(1) PCR especifico
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En esta modalidad los dos cebadores que se emplean, tanto degenerados como especificos,
son complementarios al fragmento de ADN a amplificar. En el caso de que la secuencia de ADN
a amplificar sea la comprendida entre ambos cebadores, se denomina PCR especifico directo,
mientras que cuando se amplifican las regiones colidantes a partir de Ia secuencia conocida, se
denomina PCR especificoinverso. En el PCR especifico directo, el ADN que se emplea como
molde para la amplificacién no requiere tratamiento especial, pudiendo utilizarse como fuente de
ADN incluso el propio microorganismo productor de la protefna. Esta variante de PCR es de una
gran utilidad en los primeros estadios de 1a estrategia de secuenciacién de una proteina de la cual
solamente se conoce su secuencia aminoacidica. En el PCR especifico inverso, el ADN que se
emplea como molde se ha de circularizar antes de someterlo al proceso de amplificaci6n.

(2) PCR hemiespecifico

En este tipo de PCR, uno de los cebadores es complementario a la secuencia del fragmento
de ADN que se pretende amplificar y el otro pertenece a un vector de caracteristicas conocidas. El
ADN que se emplea como molde para la amplificacién se ha de tratar con enzimas de restriccion
y, posteriormente, ligar en el vector linealizado.

(3} PCR anidado o nested PCR

En esta modalidad se emplea como molde de ADN el producto amplificado previamente en
una reaccién de PCR especifico o hemiespecificoy, como cebadores, una pareja de primeros
internos con respecto a la posicion de los cebadores empleados en la primera reaccion de PCR.
El PCR anidado (especifico o hemiespecifico) permite incrementar la especificidad de las
reacciones de amplificacién y, por lo tanto, obtener fragmentos de ADN de mayor pureza.

I11.2.11.6.4. Reacciones de amplificacién del ADN

En las reacciones de amplificacién del ADN hay que tener en cuenta, por una parte, los
componentes de la mezclade reaccién y la concentraciéna la que deben ser empleados y, por
otra, la duracién y la temperatura de las tres etapas de cada ciclo de la reaccién de amplificacion
(desnaturalizacién, hibridacién y polimerizacién), asf como el nimero de ciclos del proceso
completo.

Las reacciones de amplificacién (100 pl) realizadas en este trabajo se Hevaron a cabo en un
termociclador de ADN de “Perkin Elmer” empleando las soluciones y tampones descritos en la
seccién I11.1.5.7. Independientemente de la modalidad de PCR que se fuera a realizar se
emplearon 10 pl del tamp6n concentrado, 6 pl de CLMgy 2,5 unidades de¢ ADN polimerasa Tag.
A partir de los dNTP comerciales (100 mM, pH 7.5) se prepar$ un sfock con una concentracién
final de cada dNTP de 1,25 mM, depositindose para ello 10 ul de cada dNTP en un tubo de
Eppendorf y afiadiendo posteriormente 760 ul de agua desionizada. L.os ANTP se emplearon a
una concentracién finalde 0,2 mM y los cebadores a una concentracién final de 0,7 uM. En lo
que respecta al ADN molde, en cada reaccién se emplearon aproximadamente 150-250 ng.

Para cada reaccién de amplificacién se prepar6, en un tubo de PCR de 0,5 ml, la siguiente
mezcla;

dNTP (1,25 mM) 16,0 pl
Tamp6n 10x 10,0 ul
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MgCl, 6.0 ul
Cebadores 70-80 pmoles
ADN molde 1,0 ul
ADN polimerasa Tag * 0,5 ut
H, O destilada Hasta 100 p1
Volumen total 100,0 pl

Los tubos se colocaron en el termocicladory antes de iniciar los ciclos de amplificacién se
sometieron a una temperatura de 97°C durante 2 min. (*) Posteriormente, se adiciond el enzima
y, por dltimo, se afiadieron dos gotas de aceite mineral para evitar la desecacién de la muestra. A
continuacién se iniciaron las reacciones de amplificacién, cuyas condiciones de tiempo y
temperatura fueron:

(1) Etapa de desnaturalizacién: 94°C durante 1min.

(2) Etapa de hibridacién: 40-55°C durante 30 seg. Las temperaturas mds bajas se emplearon
cuando se trabajaba con los cebadores degenerados.

(3) Etapade polimerizaci6n: 72°C durante 10 seg o hasta 3 min, dependiendo del tamaiio de los
fragmentos a amplificar.

En cada reaccién de amplificacién se realizaron un total de 35 ciclos consecutivos.

I11.2.11.6.5. Visualizacién y andlisis de los productos de PCR

La visualizacion y determinacién del tamarfio molecular de los fragmentos amplificados por
PCR se realiz6 en geles de agarosa, como se describi6 en la seccion I11.2.16.2. En las bandas
amplificadas hay que tener en cuenta el hecho de que los cebadores pueden ser visibles como una
banda de 50 pb, al ser posible la formacién de dimeros, 0 como una banda inferior difusa que
representa los cebadores que no han sido utilizados durante la amplificacion.

Las reacciones de PCR en las que s¢ visualizé un dnico fragmento de tamafio molecular
adecuado permitieron su secuenciacion directa a partir del producto total de PCR; sin embargo,
en aquellos casos en los que se visualizé méds de un fragmento fue necesario extraer del gel de
agarosa el supuesto fragmento positivo, considerado como tal en virtud de su tamafio molecular.
En cualquier caso, antes de iniciar la secuenciacién de los fragmentos de ADN, las muestras se
purificaron para eliminar impurezas, tales como enzimas, sales, nucleétidos libres, agarosa,
colorantes, aceites, etc.

I11.2.11.7. Extraccion de los productos de PCR de los geles de agarosa

Los fragmentos de ADN de interés se extrajeron de los geles de agarosa empleando el kit
comercial QIAEX II Gel Extraction de “Qiagen”. La elevada concentracién de sales caotrépicas
presentes en el tampén QX1 favorece la ruptura de los puentes de hidrégeno establecidos entre
los azicares del polimero de agarosa permitiendo la solubilizacién del gel. Concomitantemente,
la elevada concentracion de sales favorece la disociaci6n de las uniones ADN-protefnas
establecidas en el fragmento de ADN a extraer del gel. La adsorcién del ADN a las particulas de
silica del tamp6n QIAEX II estd favorecida por la alta concentracién de sales caotrépicas del
tamp6n QX1, asf como por el pH del mismo (<7,5). Tras centrifugar, las moléculas de ADN
permanecen adsorbidas a las particulas de silica, mientras que en el sobrenadante se encuentran
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impurezas tales como agarosa, protefnas, bromuro de etidioy sales, por 1o que esta fraccién se
desecha. Posteriormente, mediante lavados sucesivos con los tampones QX1 y PE, se eliminan
los restos de agarosa y de sales, respectivamente.

I11.2.11.7.1. Protocolo de extraccién de fragmentos de ADN de los geles de agarosa

(1) Finalizada la electroforesis, el gel se dispuso sobre un transiluminadorde luz UV y, con
ayuda de un bisturi, se corté la porcién de gel que contenfa el fragmento de interés. Una vez
determinado su peso (mg), la porcién del gel se colocé en un tubo de Eppendort.

(2) A continuacién, se deposit un volumen (ml) del tamp6n QX1 equivalente a 3 veces ¢l peso
de la porcion de gel, en el caso de que los fragmentos de ADN tuvieranun tamafio entre 100
pb y 4 Kb, y equivalente a 6 veces el peso de la porcién de gel, para los fragmentos de ADN
menores de 100 pb. En el caso de fragmentos mayores de 4 Kb se deposit6 un volumen (ml)
del tamp6n comercial QX1 equivalente a 3 veces el peso de la porcién de gel y un volumen
(ml) de agua desionizada equivalente a 2 veces el peso de la porcion del gel. Seguidamente,
se afiadieron 15 pul del tamp6n QIAEX II y la muestra se incubé en un bafio
termostatado a 50°C durante 10 min, agitando la mezcla suavemente para mantener el tampén
QIAEX II en suspensidn.

(3) Una vez fundida completamente la agarosa, se centrifugd la muestra a 13.000 rpm durante
30 seg y se desechd el sobrenadante. El sedimento se lav6 con 500 pl del tampén QX1 y se
centrifugd a 13.000 rpm durante 30 seg, tras lo que se deseché el sobrenadante.

(4) Elsedimento se lavé 2 veces con 500 pl del tampén PE y posteriormente se centrifugd bajo
las condiciones descritas anteriormente y se climiné ¢l sobrenadante. A continuacién, se
desecd el sedimento a temperatura ambiente durante 25-30 min.

(5) Paraeluirel ADN, la muestra desecada se resuspendid, con ayuda de un vortex, en 20 pl de
agua desionizada, y se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 min, en el caso de tratarse
de fragmentos de ADN con un tamafio inferior a 4 kb, y a 50°C durante 5 min cuando se
trataba de fragmentos con un tamafio entre 4 y 10 kb. Seguidamente, la muestra se
centrifugé a 13.000 rpm durante 30 seg y el sobrenadante, que contiene los fragmentos de
ADN purificados, se transfirié a un nuevo tubo de Eppendorf, que se depositd
inmediatamente en un baiio con hielo fundente. Finalmente, se llevé a cabo una segunda
elucién para incrementar la recuperacién, aproximadamente en un 10-15%. Las muestras se
conservaron a -20°C hasta su empleo.

I11.2.11.8. Purificacién de los productos de PCR

La purificacién de los productos de PCR se realizé empleando unas minicolumnas con gel de
silica del kit comercial QIAquick PCR purification de “Qiagen”, basado en un principio similar al
descrito en la seccidn anterior y que permite, entre otras especificaciones, eliminar de las

muestras los cebadores no incorporados, que de otro modo interferirian en las reacciones de
secuenciacién posteriores.

111.2.11.8.1. Protocolo de purificacién de los productos de PCR

(1) Ala muestra a purificar se le afiadié 5 veces su volumen (ml) de tampén PB. La mezcla se
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homogeneiz6 y se trasvasé a una minicolumna acoplada sobre un tubo de 2 ml de capacidad.
Tras centrifugarse a 13.000 rpm durante 1 min, se eliminé el liquido del tubo y la
minicolumna se acoplé de nuevo sobre el tubo.

(2) A continuacién se depositaron 750 pl del tamp6n PE en la minicolumna y se centrifugé a
13.000 rpm durante 1 min. Seguidamente, se eliminé el liquido del tubo y se acoplé
de nuevo la minicolumna, centrifugdndose inmediatamente en las condiciones descritas
anteriormente.

(3) La minicolumna se transfirié a un tubo de Eppendorf y se afiadieron 40-50 pl de agua
desionizada. La muestra se incubé a temperatura ambiente durante 1 min, tras lo que se
eluy6 el ADN mediante centrifugaciéna 13.000 rpm durante 1 min. El eluato se transfiri¢ a
un nuevo tubo de Eppendorf ¢ inmediatamente se conservé a -20°C.

I11.2.11.9. Ligamiento de los productos de PCR en el fagémido pBluescript 11
SK+

El ligamiento de productos de PRC directamente en vectores de clonacién linealizados con
extremos planos puede resultar infructuoso debido, entre otras causas, a la actividad transferasa
terminal de la ADN polimerasa Tag. Como consecuencia de dicha actividad se incorpora un
dNTP, preferentemente dATP, al extremo 3’ del fragmento de PCR, origindndose por tanto una
protuberancia 3’ (Clark, 1988). En la acmalidad se dispone de varias técnicas para convertir 10s
extremos protuberantes de los fragmentos de PCR en extremos planos y, de este modo,
posibilitar su inserciénen el vector de clonacién linealizado. Una de estas estrategias consiste en
tratar el producto de PCR con el fragmento grande o fragmento Klenow de la ADN polimerasa I
de E. coli. Esta polimerasa es un polipéptido de 109 Kda codificado por el gen polA. El
fragmento Klenow, de 75 KDa, corresponde a su extremo carboxi-terminal y conserva la
actividad polimerédsica y la exonucleasa3’- 5°. Laactividad exonucleasa 3°-5" permite ¢liminar la
protuberancia 3° mediante la hidrélisis del enlace fosfodiéster del dNTP que se incorporéen este
extremo por la actividad de [a ADN polimerasa Tag. Originariamente, el fragmento Klenow se
generaba por el tratamiento de la ADN polimerasal con subtilisina (Jacobsen, 1974). En la
actualidad, se obtiene este fragmento por clonacién del gen polA modificado genéticamente para
producir la ADN polimerasal sin los 323 residuos aminoacidicos de su extremo N-terminal
(Joyce y Grindiey, 1983).

I11.2.11.9.1. Tratamiento de los productos de PCR con ¢l fragmento Klenow de la ADN
polimerasa [

El fragmento de PCR se trat6 con el fragmento Klenow segin el protocolo descrito por
Sambrook et al. (1989), como se indica a continuacidn:
(1) Para cada tratamiento se preparé en un tubo de Eppendorf la siguiente mezcla de reaccién:

ADN (producto de PCR) 10,0 ul
Fragmento Klenow (“Promega’™) 1,0 ul
Tamp6n 10x (“Promega™) 25nl
dNTP (2 mM) (“Pharmacia”) 1,0 ul
Agua desionizada 10,5 ul
Volumen total 250 ul
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(2) La mezclase agité por inversion del tubo y se incubé a temperatura ambiente durante 30 min
para permitir la actuacién del enzima.

(3) A continuacién, la muestra se mantuvo en un bafio termostatado a 75°C durante 20 min para
inactivar el enzima e inmediatamente después se deposité en un bafio de hielo fundente.

(4) Lamuestra se concentré, como se describié en la seccidn 111.2.11.4.2.2, hasta un volumen
final de 13 pl y se procedid a su ligacién en el vector pBluescript.

IT1.2.11.9.2. Ligamiento de los productos de PCR tratados con el fragmento Klenow ¢n ¢l
fagémido pBluescript [I SK+

Las reacciones de ligamiento se realizaron de acuerdo con el protocolo descrito por
Sambrook et al. (1989), como se indica a continuacidn:
(1) Eltubo de Eppendorf que contenia el ADN a insertar {13 ul) se deposit6 en un bafio de hielo
fundente y se afiadieron las siguientes soluciones:

Vector linealizado (0,3 pug) 4,0 ul
Tamptin T4 ADN ligasa 10x (“Promega’™) 2,0l
T4 ADN ligasa (“Promega’™) 1,0
Volumen de reaccién 20,0 ut

(2) Lamezclase agit6 suavemente por inversién del tubo y se incubd en un bafio termostatado a
15°C durante 16 horas. Finalizada la incubacidn, la muestra se conservé a -20°C hasta su

empleo.

11E.2.11.10. Técnica de secuenciacion del ADN

La secuenciacidnes la técnica mds poderosa empleada para la caracterizacion de los dcidos
nucleicos. Una vez conocida la secuencia nucleotidica se dispone, en principio, de todas las
claves para estudiar el papel biolégico de ese fragmento de material genético. Los procedimientos
basicos de secuenciacién son el método quimico de Maxam y Gilbert (Maxam y Gilbert, 1977) y
el método enzimditico de Sanger o método didesoxi de finalizacién o terminacién de cadena
(Sanger et al., 1977), ambos basados en la produccién de fragmentos de ADN de diferente
longitud que empiezan en un punto fijo y terminan en nucleétidos especificos. Los fragmentos de
ADN se producen por accién quimica 0 mediante copia enzimdticaa partir de un fragmento de
ADN de cadena sencilla. Finalizadas las reacciones de secuenciacién, los fragmentos de ADN
obtenidos se separan por electroforesis en geles de poliacrilamiday, posteriormente, se obtiene la
correspondiente autorradiografia que permite la determinacién directa de la secuencia nucleotidica
mediante la lectura de la posicion de las bandas.

Los fragmentos a secuenciar en este trabajo se amplificaron por PCR hemiespecifico, tanto
directo como anidado, previa insercién en €l vector pBluescript convenientemente preparado para
ello. En cualquier caso, la pareja de cebadores utilizada incluia uno especifico del vector y
biotinizado en su extremo 5°. Las reacciones de PCR que permitieron la visualizacién de un
tinico fragmento de tamafio molecular adecuado hicieron posible su secuenciacién directa a partir
del producto total de PCR; sin embargo, en aquellos casos en los que se visualizé mds de un
fragmento fue necesario extraer previamente del gel de agarosa el supuesto fragmento positivo
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(en base al tamafio molecular calculado). En cualquier caso, antes de ser secuenciadas, las

muestras se purificaron para eliminar las impurezas, tales como enzimas, sales, nucledtidos
libres, agarosa, colorantes, aceites, etc. como se describié en la seccién II1.2.11.8.

111.2.11.10.1. Fundamen la técnica de secuenciacion del ADN

Las reacciones de secuenciacién de este trabajo se realizaron mediante el kit de secuenciacién
Sequenase Version 2.0 de “USB”, basado en el método enzimatico de Sanger. Esta metodologia
se basa en la capacidad de los 2°-3" didesoxinucleétidos (ddNTP) de actuar como finalizadores
de cadena, ya que al no poseer el grupo 3’ hidroxilo no pueden formar el enlace fosfodiéster
necesario para la incorporacién del siguiente nucledtido. De esta manera, cuando la polimerasa
introduce un didesoxinucleétido en la cadena que se estd sintetizando bloquea su elongacién.

La sintesis de ADN s¢ realizaen dos etapas: en la primera etapa tienen lugar las reacciones de
hibridacién del ADN con los cebadores de secuenciacidn, la reaccion de elongacion y el marcado
radiactivo de la cadena de ADN que se estd sintetizandoy en la segunda etapa se realizan las
reacciones de finalizacién con los diferentes didesoxinucleétidos.

En la primera etapa (fase de hibridacién, elongacién y marcado radiactivo) se dispone una
reaccién que contiene una cadena sencilla de ADN que actiia como molde, y que corresponde al
fragmento de ADN que se va a secuenciar, un cebador de aproximadamente 15-25 nucledtidos
complementarios al extremo 5’ de la cadenamolde, los cuatro desoxinucleétidos (al menos uno
de ellos marcado radiactivamente) y la ADN polimerasa T7 modificada por ingeneria genética
(*Sequenasa 2.0”). La ADN polimerasa T7 incorpora preferentemente los didesoxinucleétidos y
tiene una capacidad de polimerizacién superior al fragmento Klenow de 1a ADN polimerasa de E.
coli, pero mantiene una cierta actividad exonucleasa. Sin embargo, en la ADN polimerasa T7
Sequenasa 2.0, se ha eliminado pricticamente esta actividad exonucleasa por ingeneria genética.

En la segunda etapa (fase de terminacién), se afiade una alfcuota de la reaccién anterior a
cada una de las mezclas de terminacion (ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP) y, de esta manera, se
obtiene en cada reaccién un conjunto de subcadenas que terminan en los puntos en los que se
incorpor§ el ddNTP que se us6 como inhibidor de la elongacién; es decir, la posicién de cada
desoxinucledtido en la cadena molde estd representada por la longitud del fragmento que ha
incorporado ¢l didesoxinucleétido correspondiente.

La reaccién de secuenciacidn ha de llevarse a cabo en dos etapas ya que 1a sequenase 2.0
tiene mayor afinidad por los didesoxinucleétidos (ddNTP) que por los desoxinucleétidos
(dNTP), de tal modo que si en la mezcla inicial estuvieran presentes ambos, los fragmentos
sintetizados serfan muy cortos y sélo se podrian leer muy pocas bases préximas al cebador.

I11.2.11.10.2. Obtencién y preparacién del ADN de cadena sencilla

Para la obtencién y preparacién del ADN de cadena sencilla a partir de los productos de PCR
purificados, se empled el kir Dynabeads M-280 Streptavidin de “Dynal”, que permite obtener
mejores resultados que cuando se desnaturaliza el ADN por calor y que, ademds, posibilitala
recuperacion y secuenciacién simultinea de las dos cadenas del ADN, con lo que se puede
definir mejor y con un margen de error menor la secuencia exacta del fragmento a estudiar. Las
Dynabeads son unas particulas de poliestireno con moléculas de estreptavidina unidas
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covalentemente a su superficie y con un dtomo de hierro en su interior que les confiere capacidad

magnetizante. El fragmento de PCR queda inmovilizado en las particulas de poliestireno, debido

a la afinidad existente entre las moléculas de biotina de su extremo 5’ y las moléculas de

estreptavidina conjugadas en el soporte sélido. A continuacion, el ADN se desnaturaliza con una

solucién de NaOH 0,1N y, posteriormente, mediante la utilizacién de un separador magnético,
se separan las dos cadenas sencillas de ADN: una de ellas biotinizada y la otra sin biotinizar, que
en adelante se denominaran hebra positiva y hebra negativa, respectivamente.

El procedimiento empleado se describe a continuacion:

(1) Prelavado de las Dyngbeads
Se depositaron 20 u1 (200 pg) de las Dynabeads en un tubo de Eppendorf, que se coloc
posteriormente en el separador magnético para eliminar el sobrenadante.

- Las Dynabeads se resuspendieron cuidadosamente con ayuda de una pipeta automdticaen
20 pi del tampén B&W 1x. A continuacién, se coloco de nuevo el tubo en el separador
magnético para eliminar el sobrenadante.

- Finalmente, las Dynabeads se resuspendieron en 40 ul del tampén B&W 2x.

(2) Inmovilizacién del producto PCR

- Se depositaron 40 p1 del producto de PCR purificado en el tubo de Eppendorf que contenia
los 40 pl del tamp6n B&W 2x con las Dynabeads prelavadas, y se mezcl6 suavemente
con una pipeta automética.

- La solucién se incubé a temperatura ambiente durante 15 min, en el caso de que el
fragmento a secuenciar tuviera un tamafio inferiora 1 kb, o en un bafio termostatado a 43°C
durante 30 min cuando el tamaiio del fragmento era superior a 1 kb. En ambos casos, las
Dynabeads se han de mantener en suspensién, para que la cadena biotinizada del producto
de PCR se adhieraa la estreptavidina conjugada al soporte s6lido, por lo que el tubo se agité
suavemente por inversién cada 3-5 min.

(3) Lavado y desnaturalizacién del ADN de doble cadena
El tubo de Eppendorf que contenfa el producto de PCR inmovilizado se colocé en el
separador magnético y se eliminé el sobrenadante.

- El sedimento se lavé con 40 pl del tampén B&W 1x y, posteriormente, se colocé en el
separador para retirar ¢l sobrenadante, asegurdndose de que s¢ eliminaba por completo.

- Finalmente, la muestra se resuspendié en 8 ui de una solucién desnaturalizante de NaOH 0,1
M, recién preparada y mantenidaen hielo, y se incubé a temperatura ambiente durante 10
min, en el caso de que el fragmento a secuenciar tuviera un tamasio inferiora 1 Kb, o durante
5 min, cuando el tamafio era mayor a 1 Kb.

4) S i6n uperacion de las dos caden mplementari

- Eltwbo de Eppendorf con el ADN desnaturalizado se coloc en el separador magnético para
separar las dos cadenas complementarias de ADN.

- El sobrenadante (8 pl), que contiene la cadena no biotinizada (hebra negativa), se trasvasé
cuidadosamente, con ayuda de una pipeta automdtica, a un nuevo tubo de Eppendorfe
inmediatamente después se deposit6 en un baiio de hielo fundente.

- Elsedimento, que contiene las Dynabeads con la cadena complementaria biotinizada (hebra
positiva), se lavé con 50 ul de la solucién de NaOH 0,1 M y, posteriormente, el tubo de
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Eppendorf se colocé en el separador magnético para eliminar ¢l sobrenadante. A
continuacién, se efectué un segundo lavado con 40 pi del tamp6én B&W 1x del modo
descrito anteriormente. Finalmente, el sedimento (hebra positiva) se resuspendi6 en 50 ul del
tampén TE y se conservé a 4°C hasta su empleo. El volumen de la solucién en la que se
encuentrael ADN de cadena sencilla que se va a secuenciar ha de ajustarse a un volumen
final de 7 ul, paralo cualel tubo de Eppendorf que contenfalos 50 pl del tampén TE con la
hebra positiva se dispuso en el separador magnético y, tras eliminar el sobrenadante, el
sedimento se resuspendid en 7 ul de agua desionizada.

- El sobrenadante (8 ul), que contiene la cadena complementaria no biotinizada (hebra
negativa), se neutralizé con 4 ul de HC1 0,2M y con 1 pl de Tris HCI 1M, pH 7,5. Es
importante emplear durante todo el proceso de neutralizacién la misma pipeta automética para
asegurarse que las cantidades requeridas se dispensan con la méxima precisidn.
Seguidamente, el ADN se precipitd, para lo cual se afiadié un 10% (1,3 ul) de una solucién
de acetato sédico 3N, pH 7,0 y 3 voldmenes (42,9 pi) de alcohol etilico a -20°C. Tras
agitarse suavemente por inversién, el tubo se mantuvo a -85°C durante ! hora,
centrifugdndose posteriormente a 13.000 rpm y 4°C durante 30 minutos. El sobrenadante se
decantd y se deseché, mientras que el sedimento se lavé con 1 ml de alcohol etilico al 70%
{(v/v} en agua desionizada y se desecé a vacfo durante 5 minutos. La muestra desecada se
resuspendié en 7 ul de agua desionizada y se conservé a -20°C hasta su empleo.

I1E.2.11.10.3. Reacciones de hibridacién del ADN con los cebadores de secuenciacion

En las reacciones de secuenciacién de la hebra positiva de ADN se utiliza el cebador
especifico del fragmento a secuenciar (el mismo que se utilizé para su amplificacién por PCR o
uno interno), mientras que para secuenciar la hebra negativa se emplea el cebador especifico del
vector (el mismo que se utiliz6 para la amplificacién del fragmento por PCR). Los cebadores se
emplearon a una concentracién final equimolar de 0,05 pM.

El procedimiento empleado se indica a continuacion: ,

(1) Parala secuenciaciénde cada fragmento de ADN se preparé la siguiente mezcla de reaccién
en un tubo de Eppendorf:

ADN molde (cadena sencilla) 7.0 ul
Tamp6n sequenasa de reaccion 5x (“USB™) 2,0ul
Cebador (0,5 pM) 1,0 ul
Volumen total 10 pl

(2) Una vez homogeneizada la mezcla suavemente con ayuda de una pipeta automética, se
incubd en un baifio termostatado a 65°C durante 2 min. A continuacién, se deposité en una
cubeta con agua precalentada a 65°C y se mantuvo a temperatura ambiente durante 20-30 min
para que descendiera lentamente la temperatura de la muestra hasta aproximadamente 32°C.
Inmediatamente después, las muestras se depositaron en un bafio de hielo fundente.

T11.2.11.10.4. Reaccién de elongacién v marcado radiactivo con S35
Una vez establecido el apdreamiento entre los cebadores de secuenciaciény la secuencia de

ADN complementaria, se procede a la reaccién de elongaci6n y marcado radiactivo de la cadena
de ADN que se estd sintetizando. Antes de preparar la reaccién de elongacién y marcado
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radiactivo, se precalentaron las mezclas de terminaciéna 37°C, para lo cual se depositaron 2,5 pl

de cada una de las soluciones con los didesoxinuciedtidos (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP)en

cuatro tubos de Eppendorf y se sumergieron en un bafio termostatado a 37°C.
Para preparar la reaccién de elongacién y marcado radiactivo se procedi6 del siguiente modo:

(1) De lasolucién comercial de INTP 5x (“USB”) se depositaron 4 ul en un tubo de Eppendort
y se mezclaron con 16 w de agua desionizada. La mezclade dNTP 1x se deposit6 en hielo
fundente. Asimismo, se deposité 1 pl del enzima ADN polimerasa T7 en un tubo de
Eppendorf, se le afiadieron 7 pl del tampén de disolucién del enzima e inmediatamente se
deposité en hielo fundente.

(2) En el tubo de Eppendorf que contenfa el ADN molde hibridado con el cebador
correspondiente y que se habfa mantenido en hielo fundente se prepard la siguiente reaccién
mezclando los reactivos que se citan a continuacion:

DTT0,IM (“USB”) 1
Mezcla de ANTP 1x 2 i
Isétopo radiactivo o338 dATP (“ALS™) 0,5 ul
ADN polimerasa T7 (1:1) 2l

(3) La mezclase incub6 a temperatura ambiente durante 3 min para permitir la actuaciénde la
T4 ADN polimerasa y por tanto la elongacién de la cadena de ADN.

I11.2.11.10.5. Reacciones de terminacién con didesoxinucledtidos

La sintesis de ADN se finaliza en cuatro reacciones de terminacién, empleando en cada una
de ellas uno de los didesoxinucle6tidos de terminacion de cadena (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP). Para finalizar la elongacién de los fragmentos que se estdn sintetizando se prepararon
las reacciones de terminacion con los ddNTP del siguiente modo:

(1) Se depositaron 3,5 ul de la reaccién de elongacién y marcado en cada uno de los tubos de
Eppendorf precalentados a 37°C que contenian las mezclas de terminacién (ddATP, ddCTP,
ddGTP, ddTTP) y, posteriormente, se continud la incubacién de las reacciones de
terminacién a 37°C durante otros 5 min.

(2) Finalmente, se afiadieron 4 pl de la solucién de parada a cada una de las cuatro reacciones de
terminacién.

(3) Las muestras asi preparadas pueden conservarse durante una semana a -20°C hasta su
empleo.

I71.2.11,10.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida
I11.2.11.10.6.1. Preparacién de los geles de secuenciacion

En presencia de radicales libres, que son aportados por el persulfato aménico y estabilizados
por ¢l TEMED, los monémeros de acrilamida se polimerizan en largas cadenas. Posteriormente,
se establecen enlaces cruzados entre ellas, gracias a Ia N, N’-metilén-bisacrilamida, con Ila
consiguiente formacidn de la matriz del gel, cuya porosidad estd determinada por la longitud de
las cadenas de acrilamida y por el nimero de enlaces cruzados.

Se procedi6 del siguiente modo:

(1) Enel momento de la preparacién de los geles de secuenciacién se afiadieron 160 ul de SPA
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y 90 pul de TEMED a 80 ml de la solucién de acrilamida (6% v/v) con urea (6 M). La solucién
gelificante recién preparada se mantuvo en un vaso de precipitado inmerso en hielo fundente
hasta su empleo.

Los cristales de secuenciacion se lavaron profusamente con agua jabonosa y, posteriormente
con etanol al 96%. Se dejaron secar y el més pequeiio se impregné con la solucidén repelente
de silicona *“Sigmacote SL-2"; una vez evaporado el diluyente (heptano) se repitid el
tratamiento, para garantizar que el gel quedara unido al cristal grande después de la carrera
electroforética. A continuacién, se acoplaron ambos cristales intercaldndose en los laterales
dos ldminas separadoras de 0,35 mm, se coloc6 cinta adhesiva a su alrededor para evitar
pérdidas de la solucion gelificante y se dispusieron pinzas en los laterales que ejercieran
presién y asegurasen la correcta homogeneizacién del gel.

Se cargaron aproximadamente 80 ml de la solucién gelificante en una jeringa y se
depositaron en el espacio entre ambos cristales (0,4 mm), que se dispusieron ligeramente
inclinados para evitar la formacién de burbujas y facilitar la operacién de llenado.
Inmediatamente después, se colocaronen la parte superior del cristal pequefio dos peines
separadores invertidos que se introdujeron SO ¢ para marcar el frente electroforéticoy se
cubrié con una ldmina de pldstico adherente para evitar una deshidratacién excesiva del gel.
El gel de secuenciacién se dejo polimerizar a temperatura ambiente durante 2-20 horas.

111.2.11.10.6.2. Montaje del armaz6n de secuenciacién

En primer lugar se retir la 1dmina de plastico, 1as pinzas, los peines separadores y la cinta
adhesiva de la parte inferior de los cristales y el frente se lavé profusamente con agua
destilada. Los cristales con el gel se dispusieron en la cubeta de secuenciacién y se afiadid el
tampon de electroforesis TBE 1x. A continuacioén, se lavé el frente superior con TBE para
eliminar los cristales de urea y se dispusieron los peines con los dientes ligeramente
introducidos en el frente, lo que permitié disponer de 48 pocillos para cargar las muestras.
Seguidamente, el armazén electroforético se conectd a la fuente de alto voltaje y se precalenté
el gel a 75 w hasta que alcanzé una temperatura de 50°C (45-60 min), la cual se detecté
mediante un sensor adherido a uno de los cristales.

I11.2.11.10.6.3. Condiciones de la canera electroforética

Las muestras a secuenciar se calentaron en un bafio termostatado a 92°C durante 2 min,
inmediatamente después se sumergieronen hielo fundente y se cargaronen el gelen el orden
ACGT, a razénde 2,5 pl por pocillo. Es conveniente no utilizar los pocillos laterales, para
evitar el efecto curvatura del gel.

Se aplicé un campo ¢léctrico de 65 W y voltaje variable (1700-2000 V) que permitié el
mantenimiento de una temperatra 6ptima de secuenciacién de 50°C. Se realizé una carrera
corta de lhora y media, hasta que el colorante azul (azul de bromofenol) abandoné el gel,
para leer la secuencia préxima al cebador (aproximadamente 120-130 pb) y una carreralarga
de 4 horas para secuenciar hasta 300 pb.

I11.2.11.10.7. Procesado de los geles de secuenciacién y autorradiografia
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(1) Finalizada la electroforesis se separaron los cristales, quedando el gel de secuenciacién
adherido al cristal grande. E! gel se sumergi6 en la solucidn de lavado y fijacién y se
mantuvo aproximadamente 20 min. Se sac6 ¢l cristal de la solucion y se depositaron encima
del gel dos ldminas de papel Whatman n® 1. Tras ejercer una ligera presién sobre las ldminas,
éstas se retiraron lenta y cuidadosamente, quedando el gel de secuenciacién adherido a una
de ellas. El gel se cubrié con una ldmina de pldsticoy se deshidrat6 a vacioen un desecador
horizontal a 80°C durante 1 hora .

(2) Una vez desecadoel gel, se retir6 laldmina de pldsticoy se autorradiografié en un cartucho
de amplificacidn de seiial radiactiva con una pelfcula de mixima eficacia para la radiacién
emitida por €l $*5, El periodo de exposicién de la pelfcula fue variable, generalmente 24-72
horas.

(3) Finalizada laexposicién, la autorradiografia se reveld en un equipo automatico y se procedié
a la lectura directa y al andlisis de la secuencia nucleotidica.

II1.2.11.11, Andlisis informaitico de las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas

El andlisis informdtico de las secuencias aminoacidicas y nucleotidicas se realizé en un
ordenador PC de IBM, con los paquetes informéticos PCGene (version 6,8; IntelliGenetics,
Inc., Mountain View, California) y Genetics Computer Group (versién 8; University of
Winsconsin, Madison). Los programas empleados del paquete PCGene fueron PHYSCHEM,
SOAP (Klein e dl., 1985 y Kyte y Doolite, 1982), HELIXMEN (Eisenberg et al., 1984) y
PALIGN. Con el programa PHYSCHEM se calcul6 el tamafio molecular, la composicién
aminoacidica, la carga neta (a pH 7,0) y el punto isceléctrico (pI) de las protefnas. Mediante el
programa SOAP se determiné el indice GRAVY o valor promedio de hidropaticidad de las
protefnas (del inglés, Grand Average Hydropathy Value), que se define como la suma de los
valores hidropédticos de cada aminodcido dividido por el total de aminoécidos de la secuencia
objeto de estudio (el valor obtenido se multiplica por 10) (Kyte y Doolite, 1982). Asimismo,
mediante este programa, se clasificaron las proteinas de membrana en periféricas o integrales y,
en este tltimo caso, se predijo la existencia de segmentos transmembrana (Klein et d., 1985). H
programa HELIXMEN (Eisenberg et al., 1984) se empled para predecir el nimero de posibles
hélices o transmembrana (PTHSs). El programa PALIGN se utiliz6 para realizar los alineamientos
de pares de secuencias aminoacidicas y establecer los porcentajes de identidad.

Los programas empleados del paquete Genetics Computer Group fueron FASTA, MAP,
PILEUP, ECLUSTALW, PRETTYPLOTy PRETTYBOX. Mediante el programa FASTA se
establecieron las similitudes entre las diversas secuencias aminoacidicas y nucleotidicas de las
proteinas caracterizadas en este trabajo con las de otras de los bancos de datos SWISS-PROT,
SWISS-NEW, TREMBLNEW, PDB-PROTEIN y PIR. El prograna MAP se utilizé para
establecer los mapas de restriccion de las secuencias nucleotidicas. Los restantes programas se
emplearon para realizar los alineamientos y establecer las homologfas existentes entre las
secuencias aminoacidicas de las bacteriocinas e hipéteticas protefnas de inmunidad caracterizadas
en este trabajo y las de otras bacteriocinas y protefnas de inmunidad descritas hasta ¢l momento.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas en este trabajo se registraron en el banco de datos
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GENBANK mediante la direccién electronica gh-admin@ncbi.nlm.nih.gov.
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IV. Resultados

IV.l. AISLAMIENTO Y SELECCION DE BACTERIAS LACTICAS CON
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN MEDIO SOLIDO A PARTIR DE
EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS

La flora lictica presente en 8 embutidos crudos curados artesanales (chorizos caseros),
elaborados sin adicién de cultivos iniciadores en diversas localidades de la geografia espafiola, se
aislé en placas con agar MRS que se incubaron a 32°C bajo condiciones de microaerofilia. De las
colonias desarrolladas se preseleccionaron al azar 96 de cada embutido, todas ellas de pequefio
tamafio (1-2 mm), de forma convexa, de color blanco y con bordes lisos.

La actividad antimicrobiana en medio sélido de las colonias preseleccionadas se evalud,
mediante el método de antagonismo microbiano diferido por siembra en picadura, empleando
como microorganismos indicadores P. acidilactici 347, Lb. sake 148 y Ls. monocytogenes
ScottA (seccién II1.2.3.1). De las 96 colonias preseleccionadas de cada embutido, se
seleccionaron aquéllas que produjeron halos de inhibicién nitidos de més de 4 mm de didmetro
frente a, al menos, uno de los tres microorganismos indicadores. Posteriormente, se
determinaron su morfologia y sus afinidades tintoriales, mediante Ia tincién de Gram, asi como
su actividad cataldsica. El nimero y la morfologia de las bacterias licticas con actividad
antimicrobiana por siembra en picadura seleccionadas de cada embutido, asf como la
denominacién y procedencia de los mismos, se muestra en la Tabla IV.1. Las 46 cepas
seleccionadas resultaron ser Gram-positivas y catalasa-negativas, si bien, constifuyeron un grupo
de morfologia variable.

Delembutido A, procedente de Céceres, se seleccionaron 6 cepas, 4 de morfologia cocoide y
2 bacilos. De los 4 cocos, las cepas A172 y A188 produjeron halos de inhibicién muy nitidos,
con didmetrosde 6 y 9 mm, respectivamente, frente a Ls. monocytogenes ScottA, mientras que
las cepas Al y A130 mostraron halos de inhibicién menores y no tan nitidos frente a este
microorganismo indicador. De las 2 cepas con morfologfa bacilar, una de ellas inhibi6 a los tres
microoorganismos indicadores, si bien el didmetro de los halos fue tan solo de 4-5 mm, y laotra
Unicamente inhibié a P. acidilactici 347.

En el embutido AA, originario de Céceres, se detectaron 8 colonias con actividad
antimicrobiana, 4 de morfologia cocoide y 4 bacilos. Delos 4 cocos, la cepa AA13 produjo los
halos de inhibicién mds nitidos, con un didmetro de 8-10 mm, frente a Ls. monocytogenes
ScottA, pero no inhibi6 a ninguna de las dos bacterias lacticas empleadas como indicadores. De
los 4 bacilos, la cepa AA24 destac6 por producir halos de inhibicién muy nitidos, con didmetros
de 7-10 mm, frente a los tres microorganismos indicadores.

En el embutido B, procedente de Segovia, se detectd una colonia de morfologia bacilar que
produjo halos de inhibicién de 5 mm de didmetro frente a Ls. monocytogenes ScottA y de 4 mm
frente a P. acidilactici 347.

Las 5 cepas seleccionadas del embutido G, originario de Sevilla, presentaron morfologia
cocoide. La cepa G18 destacé por el tamaifio y nitidez de los halos que produjo frente a Lb. sake
148 y P. acidilactici 347, aproximadamente de 10y 12 mm, respectivamente; sin embargo, los
halos que produjo frente a Ls. monocytogenes ScottA fueron algo menores. La cepas G16 y
G33 sélo fueron activas frente a Ls. monocytogenes ScottA produciendo halos de inhibicién de
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Tabla IV.1. Bacterias lacticas con actividad antimicrobiana aisladas de embutidos crudos curados artesanales
de diversas localidades espaiiolas?

N° de bacterias ldcticas con actividad antimicrobiana por:

Siembra por picadura Difusidn en agar
Embutido Procedencia Cocos Bacilos Total Cocos Bacilos  Total

A Ciéceres 6 | - 1
AA Céceres 4 4 8 1 1 2
B Segovia - 1 - 1 1
G Sevilla 5 - 5 2 - 2
P Le6n 3 3 6 3 - 3
S Burgos 1 6 7 - 1 1
T Burgos 3 - 3 1 - 1
X Le6n 8 2 10 1 - 1

Total 46 Total 12

4De cadaembutido se preseleccionaron al azar 96 colonias y se evalud su actividad antimicrobiana mediante el método de inhibicién por siembra en picadura (seccién
I11.2.3.1); posteriormente, se evalud la actividad antimicrobiana de las 46 colonias seleccionadas mediante ¢l método de difusién en agar (seccidn 111.2.3.2). En
amnbos casos, los microorganismos indicadores empleados fueron Lb. sake 148, P. acidilaciici347 y Ls. monocytogenes ScottA.
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7 y 8 mm de didmetro, respectivamente.

De las 6 cepas seleccionadas del embutido P, elaborado en Le6n, se identificaron 3 cocos y
3 bacilos. Las cepas de morfologia cocoide P13, P20 y P21 mostraron actividad antimicrobiana
frente a Ls. monocytogenes ScottA, produciendo halos de 8-10 mm. Los bacilos s6lo inhibieron
débilmente a las 2 bacterias l4cticas empleadas como microorganismos indicadores.

Delembutido S, producidoen Burgos, se seleccionaron 7 cepas, | de morfologia cocoide y
6 bacilos. La cepa cocoide inhibi6 solamentea P. acidilactici 347, mientras que los 6 bacilos
fueron activos frente a P. acidilactici 347 y Ls. monocytogenes ScottA, si bien, la cepa $124 fue
la que produjo los mayores halos de inhibicion.

Las 3 cepas seleccionadas del embutido T, originario de Burgos, presentaron morfologia
cocoide e inhibieron el crecimiento de Ls. monocytogenes ScottA. La cepa T136 produjo ademds
halos de inhibici6n nitidos, de 10 mm de didmetro, frente a Lb. sake 148.

En el embutido X, procedentc de Leén, se identificaron 10 cepas con actividad
antimicrobiana, 8 de morfologia cocoide y 2 bacilos. De los 8 cocos, la cepa X13 produjo los
mayores halos de inhibicién frente a Ls. monocytogenes ScottA. Los 2 bacilos s6lo inhibieron
débilmente a las bacterias Idcticas empleadas como indicadores.

IV.2. IDENTIFICACION Y SELECCION DE BACTERIAS LACTICAS
PRODUCTORAS DE SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS EXOCELULARES
EN MEDIO LiQUIDO

Las 46 bacterias l4cticas seleccionadas por presentar actividad antimicrobianaen medio
sélido se cultivaron en caldo MRS a 32°C durante 16 h y, posteriormente, se obtuvieron los
correspondientes sobrenadantes libres de células neutralizados y esterilizados por filtraciony
sobrenadantes concentrados 20 veces por liofilizacién para evaluar su actividad antimicrobiana
mediante el método de difusién en agar (seccién I11.2.3.2), frente a los mismos indicadores que
se emplearon para detectar [a actividad antimicrobianaen medio s6lido. En Ia Tabla IV.1 se
observa que de las 46 bacterias ldcticas con actividad antimicrobiana en medio sélido, solamente
12 (9 de morfologiacocoide y 3 de morfologfa bacilar) mostraron actividad inhibidora en medio
liquido.

Los resultados de la actividad antimicrobiana exocelular de los sobrenadantes y
sobrenadantes concentrados de estas 12 cepas frente a Lb, sake 148, P. acidilactici347 y Ls.
monocytogenes ScottA se muestran en la Tabla IV.2. Las 9 cepas de morfologia cocoide
inhibieron el desarrollo de Ls. monocytogenes ScottA, tanto en el sobrenadante como en el
sobrenadante concentrado, pero carecieron de actividad antimicrobiana detectable frente a las
bacterias ldcticas empleadas como indicadores, a excepciénde las cepas G18 y T136. La cepa
(G 18 resultd ser la menos activa frente a Ls. monocytogenes ScottA, pero, por el contrario, fue la
tnicaque inhibi6 a P. acidilactici347 y, junto con lacepaT136, a Lb. sake 148. En cuanto a las
cepas de morfologia bacilar, la actividad antimicrobiana de la cepa B18 dnicamente se detecté en
su sobrenadante concentrado frente a Ls. monocytogenes ScottA, al igual que en ¢l caso de la
cepa S124, si bien ésta mostré ademds una fuerte inhibicién del desarrollo de P. acidilactici347,
detectable tanto en su sobrenadante como en su sobrenadante concentrado. El bacilo AA24
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Tabla IV.2. Actividad antimicrobiana exocelular de las 12 bacterias licticas seleccionadas frente a Lactobacillus
sake 148, Pediococcus acidilactici 347 y Listeria monocytogenes ScottAa

- COCOS

Al72 13 G1l6 Gi8 P13 P20
Microorganismo indicador Cepa Origen® SB SC SB SC SB SC SB SC SB SC SB SC
Lactobacillus sake 148 FVM - - - - - - 13,7 15,0 - - - -
Pediococcus acidilactici 347 FVM - - - - - - 19,3 194 - - - -
Listeria monocytogenes ScotA FVM 15,3 19,0 11,5 14,6 11,3 154 7,0 84 12,0 156 9,3 10,5

COCOS BACILOS

P21 Ti36 X13 AA24 B18 S124
Microorganismo indicador Cepa Origent SB SC SB SC SB SC SB SC SB SC SB SC
Lactobacillus sake 148 F¥YM - - 12,2 13,6 - - 13,6 16,0 - - - -
Pediococcus acidilactici 347 FVM - - - - - - 17,3 20,2 - - 14,6 17,0
Listeria monocytogenes ScottA FVM 10,0 12,3 12,0 16,0 13,2 17,6 7,0 8,3 - 9,6 - 712

2Aclividad antimicrobiana determinada mediante el métode de difusién en agar (seccién I1.2.3.2) y expresada como el didmetro del halo de inhibicién en mm. SB,
sobrenadante libre de células; SC, sobrenadante libre de células concentrado veinte veces; -, inhibicién no detectada empleando 50 pi de SB o SC.

b Abreviaturas como en la Tabla HI.1.
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inhibié el desarrollo de los tres microorganismos indicadores, tanto con su sobrenadante como
con su sobrenadante concentrado, mostrando una mayor actividad antimicrobianafrente a P.
acidilactici 347,

Los resultados obtenidos indican que las sustancias antimicrobianas responsables de la
actividad inhibidora de las 12 bacterias 14cticas seleccionadas se excretan al medio exocelulary
que dicha actividad es ficilmente detectada en sus sobrenadantes y/o sobrenadantes
concentrados. Por otra parte, estos resultados sugieren que la actividad antimicrobiana exocelular
no se debe a la depleccién de nutrientes del medio, ni a un descenso del pH, ni a la presencia de
bacteri6fagos o de peréxido de hidrégeno.

1V.3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXOCELULAR DE LAS 12
BACTERIAS LACTICAS SELECCIONADAS FRENTE A DIVERSOS
MICROORGANISMOS INDICADORES

Con el objeto de disponer de mds informacién sobre el espectro de accién antimicrobiana de
las 12 bacterias ldcticas seleccionadas, se evalué la actividad inhibidora de sus sobrenadantes y
sobrenadantes concentrados, mediante el método de difusién en agar, frente a diversos
microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos de interés en la industria alimentaria. Los
resultados de inhibici6én obtenidos frente a las 20 bacterias Gram-positivas empleadas como
microorganismos indicadores s¢ muestran en la Tabla IV.3.

Las cepas de morfologia cocoide A172 y X13 mostraron un amplio y potente espectro de
accién frente a la préctica totalidad de las bacterias empleadas como indicadores, incluidos
microorganismos productores de toxiinfecciones alimentarias como Clostridium perfringens, CL.
botulinum, Ls. monocytogenes y St. aureus. Asimismo, estas cepas ejercieron una fuerte
inhibicién del desarrollo de otras bacterias licticas y de microorganismos potencialmente
alterantes de 1os alimentos como Propionibacterium spp. La cepa P20 presentd un espectro de
accion similar al de las cepas A172 y X13, si bien los halos de inhibicién detectados fueron
menores; concretamente, en 1o que respecta a la inhibicién de las otras bacterias ldcticas la
actividad antimicrobiana se detect6 solamente en su sobrenadante concentrado. Las cepas AA13,
P13, P21 y T136 mostraron una gran inhibicién del desarrollo de la mayoria de los
microorganismos alierantes y patégenos analizados. A este respecto, s interesante destacar que
las cepa T136 y P13 produjeron los mayores halos de inhibicidn, tanto con sus sobrenadantes
como con sus sobrenadante concentrados, frente a las 5 cepas de la especie patégena Ls.
monocytogenes. A parte de su potente actividad anti-Listeria, estas cepas inhibieron el desarrollo
de las 2 cepas analizadas de la especie patégena St. aureus y de las 2 especies del género
Propionibacterium. Por otra parte, aunque estas cepas inhibieron el desarrollo de las especies
patégenas Cl. perfringens y Cl. botulinum, en la mayoria de los casos la inhibicién se detect6
inicamente en los sobrenadantes concentrados. La marcada sensibilidad de los microorganismos
alterantes y patégenos a los sobrenadantes de 1a cepa T136 contrasta con 1a resistencia, o la
escasa sensibilidad, que presentaron la mayoria de las bacterias ldcticas analizadas. La cepa G16
mostré un espectro antimicrobiano similar, aunque no inhibi6 el desarrollo de Cl. perfringens
CECT376 ni de CI. botulinum CECT551.
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Tabla IV.3. Actividad antimicrobiana exocelular de las 12 bacterias lacticas seleccionadas frente a diversos
microorganismos de interés en la industria alimentaria?

COCOS
Al72 AA13 Glo GI8 P13 P20

Microorganismo indicador Cepa Origen? SB SC SB SC SB SC SB S8C SB S§C SB SC

Lactobacillus casei 334 ATCC - - - - - - 182 194 - - - -

Lactobacillus fermentum 9338 CECT 193 2372 12,1 14,1 150 174 7.5 90 147 194 - 120
Lactobacillus plantarum 1193 NCDO - 103 - - - - 80 74 - - - 83
Laciobacillus sake 2714 NCFB 150 178 10,0 13,3 80 120 120 11,0 10,7 154 - 1,0
Pediococcus pentosaceus FBB61 TNO 17,0 23,5 - 990 11,0 150 177 185 83 130 - 19
Pediococcus pentosaceus FBB63 TNO 13,5 19,3 96 144 - 13,0 105 120 97 153 - 15
Leuconostoc cremoris DB1275 TNO - - - - - - 11,2 124 - - - -
Lactococcus cremoris CNRZ117 INRA - - - - - - 13,0 12,0 - - - -
Enterococcus faecalis EF TNO 150 244 140 15,5 - 12,0 70 80 13,0 160 11,0 130
Propionibacterium sp. P4 TNO 142 19,3 14,5 18,0 12,4 16,0 7.2 11,0 12,0 150 10,0 120
Prop. acidipropionici 563 NCDO 14,1 19,1 92 17,5 154 180D 80 10,7 144 173 103 124
Clostridium perfringens 376 CECT 16,4 208 - 95 - - 150 17,0 - 97 90 130
Clostridium botulinum 551 CECT 152 191 - 90 - - 145 153 - 115 90 120
Listeria monocytogenej 7973 NCTC 140 18,0 11,3 14,2 11,0 13,5 72 80 1,0 160 84 12,0
Listeria monocytogenes LIssvl2 FVM 144 18,9 120 150 10,0 140 74 1,7 130 160 8,5 11,0
Listeria monocytogenes 5105 NCTC 153 192 11,6 156 10,4 15,0 75 80 128 146 80 10,0
Listeria monocytogenes LIisvd FVM 143 18,7 11,0 144 12,5 17,0 82 87 114 155 90 100
Listeria monocytogenes ScottA FVM 153 19,0 11,5 14,6 11,3 154 7,0 84 120 156 93 10,5
Staphylococcus aureus 137 FRI 13,3 176 124 170 13,0 16,0 7.5 11,0 124 16,0 - 124
Staphylococcus aureus 196E FRI 13,1 16,5 134 155 12,0 16,0 7.3 11,0 12,0 160 113 14,0
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Tabla IV.3. (continuaci6n}

COCOS BACILOS
P21 T136 X13 AA4 B1§ S124

Microorganismo indicador Cepa Origen® SB SC SB  SC SB SC SB SC SB SC SB SC

Lactobacillus casei 334 ATCC - - - - - - 16,0 18,0 ND N» 8,0 160
Lactobacillus fermentum 9338 CECT 7,6 13,0 84 16,0 150 20,0 142 153 - 9.0 - 81
Lactobacillus plantarum 1193 NCDO - - - &6 - 9,2 - - - - - -
Lactobacillus sake 2714 NCFB - 7,0 - - 13,0 16,5 10,0 114 ND ND - 13
Pediococcus pentosaceus FBB61 TNO 82 11,0 73 97 17,0 226 82 10,1 - 82 73 91
Pediococcus pentosaceus FBB63 TNO - - 69 B89 12,0 160 101 11,3 - - - -
Leuconostoc cremoris DB1275 TNO - - - - - - 120 124 - - - 13,0
Lactococcus cremoris CNRZ117 TNO - - - - - - 143 16,0 - - - 13,0
Enterococcus faecalis EF TNO 11,7 14,5 125 14,0 14,0 18,0 74 93 - - - -
Propionibacterium sp. P4 TNO 1,0 134 140 160 150 194 75 87 - 106 - 80
Prop. acidipropionici 563 NCDO 1L0 13,0 146 17,2 150 19,0 77 84 - 10,0 - 72
Clostridium perfringens 376 CECT 9,0 13,7 8,0 13,0 150 20,0 11,0 13,0 - - - 15
Clostridium botulinum 551 CECT 10,0 13,5 - 11,0 144 192 13,0 155 - - - 173
Listeria monocytogenes 7973 NCTC 10,0 13,0 12,0 150 144 17,5 - 8,0 - 8,0 - -
Listeria monocytogenes LISsvl#2 FVM 105 127 130 155 140 175 6,2 86 - 10,7 - -
Listeria monocytogenes 5105 NCTC 102 12,0 12,0 15,0 140 172 66 94 - 94 - -
Listeria monocytogenes Lllsv4 FVM 98 11,0 130 154 146 18,0 70 80 - 11,0 - -
Listeria monocytogenes ScottA FVYM 100 123 12,0 160 13,2 176 70 83 - 96 - 12
Staphylococcus aureus FRI 137 - 13,0 13,2 156 150 16,5 70 835 - 91 - -
Staphylococcus aureus FRI 196E 120 142 12,5 16,0 146 174 7,0 80 - 96 - -

2Actividad antimicrobiana evaluada mediante el método de difusién en agar (seccidn I11.2.3.2) y expresada como didmetro del halo de inhibicién en mm; 5B,

sobrenadante libre de células; SC, sobrenadante libre de células concentrado veinte veces; -, inhibicién no detectada empleando 50 pt de SB o SC; ND, no determinado.

bAbreviaturas como en la Tabla III.1.
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Por otra parte, la cepa cocoide G18 y el bacilo AA24 mostraron actividad antimicrobiana
frente a la préctica totalidad de las bacterias ldcticas, siendo las dnicas que inhibieron
marcadamente el desarrollo de Le. cremoris DB1275 y L. cremoris CNRZ117. Asimismo, es
interesante destacar que estas cepas inhibieron muy débilmente a E. faecalis EF, a
Propionibacterium spp. y a los patégenos Ls. monocytogenes y St. aureus, pero, sin embargo,
resultaron muy activas frente a Cl. perfringens CECT376 y Cl. botulinum CECT551.

En lo que respecta a las cepas de morfologfa bacilar B18 y $124, €stas mostraron espectros
de accién mds reducidos y, ademds, la actividad antimicrobiana detectada fue mucho mds débil.
La cepa $124 inhibi6 débilmente a la mayoria de las bacterias ldcticas analizadas; sin embargo, la
cepa B18 sélo mostro actividad, en el sobrenadante concentrado, frente a Lb. fermentum
CECT9338 y P. pentosaceus FBB61. Los sobrenadantes concentrados de la cepa S124
inhibieron el desarrollo de Propionibacterium spp., Cl. perfringens CECT376, Cl. botulinum
CECTS551 y una de las cepas de Ls. monocytogenes. Los sobrenadantes de la cepa B18 no
fueron activos frente a Cl. perfringens CECT376 y Cl. botulinum CECTS35, pero, sin embargo,
inhibieron el desarrollo de Propionibacterium spp., de todas las cepas analizadas de Ls.
monocytogenes y St. aureus.

El hecho de que E. faecalis EF, P. pentosaceus FBB61 y Lb. fermentum CECT9338 sean
inhibidos por los sobrenadantes de 8-9 de las 12 cepas analizadas, es decir, por el 66-75%,
sugiere su idoneidad como microorganismos indicadores en experimentos preliminares de
aislamiento e identificacién de bacterias ldcticas con acitvidad antimicrobiana. Por el contrario, L.
cremoris CNRZ117 y Lc. cremoris DB1275 mostraron una marcada resistencia, siendo
unicamente inhibidos por los sobrenadantes de 2 de las 12 cepas evaluadas, es decir, porel 17%
de las cepas aisladas.

Ninguna de las 12 bacterias ldcticas seleccionadas ejercio6 actividad antimicrobiana detectable
frente a las 6 bacterias Gram-negativas empleadas como microorganismos indicadores
(Aeromonas hydrophila, Enterobacter aerogenes, E. coli, Ps. fluorescens, Salmonella
thyphimuriumy Y. enterocolitica).

IV.4. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXOCELULAR CRUZADA DE LAS 12
BACTERIAS LACTICAS SELECCIONADAS E INMUNIDAD A SUS
SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS EXOCELULARES

Para determinar la inmunidad de las 12 bacterias licticas seleccionadas a su propia actividad
antimicrobiana exocelular, as{ como para establecer Ia resistencia o sensibilidad que dichas cepas
presentaban entre si y frente a las bacterias lacticas P. acidilactici 347, L. lactis BB24, E.
faecium 150 y Lb. sake 148, productoras de pediocina PA-1, nisina A, enterocinas L50A y
L50B y lactocina S, respectivamente, se realiz6 una prueba empleando el método de difusién en
agar, en la cual se emplearon como microorganismos indicadores las 12 cepas seleccionadasy
las 4 bacterias l4cticas citadas anteriormente. Los resultados obtenidos se¢ muestran en la Tabla
IV.4 y en base a los mismos se concluye lo siguiente:

1) Todas las bacterias lcticas analizadas son inmunes a sus sustancias antimicrobianas
exocelulares.
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Tabla 1V.4. Actividad antimicrobiana cruzada de las 12 bacterias lacticas seleccionadas, P. acidilactici 347, L. lactis BB24,

E. faecium L50 y Lb. sake 148 e inmunidad a sus sustancias antimicrobianas exocelulares?

e . ]

COCos BACILOS
Cepa AlT2 AAI3 Gl6 Gis  PI3 P20 p2t 1136 X13 347 BB24 LS50 AA24  BI8  S124 148
idlicadora SB SC SB SC SB SC SB SC SBSC SB SC SBSC SB SC SB SC SBSC SB SC SB SC SB SC SB SC SB SC SB S8C
AlT72 - - . 170 190 - - - . - - - - - 19,6 20,0 13,0 19,5 17,3 18,6 - 10,0 17,0 6,314,5
AAl3 170 230 - - 74 100 120 - - 11,2 157 11,3152 127150 21,4 21,7 16,0 21.0 12,6 140 11,0165 105125 11,0 6,6 10,1
Gl6 180 225 70 1i4 - - 110 124 7.3 133 163 14,0 16,0 12,2 157 21,0 274 180 21,0 135 144 124167 9.0 12,0 1,5 - - 7511,0
Gl18 R - - - - - - . - - 10,0 - - . - - 114 - .- -
P13 18,3 23 - 70 85 103 130 = = 133 172 13,217,2 130163 235 260 18,0222 13,0143 12,1173 84 9.4 120 - - 16114
P20 - - . - 196 198 - - - - . - - - - - 2057210 12,2180 184 20,0 - - 14,0 19,0 136190
P21 18,6 224 132 172 130 160 83 114 (20 150 110150 = = - - 18,0 24,0 17,6 21,0 82 101 143190 7,5 8,0 120 - - 9,0
T136 165 216 126 155 120 145 70 110 110 135 100 160 - - = e 200 240 16,4 21,5 7,0 90 12,3180 7.0 80 - 105 - - - 100
X13 - - - - - - 170 177 - - - - 18,5 20,0 13,0 18,0 16,3 19,4 - - 97 153 11,6183
347 - - - - 193 194 - - - - .- - - - - 196211 130190 17,3202 146 17,0 - 150
BB24 - - - - - - - - - - - - .. - - - 110 - -
L50 94 - 133 74 76 104 - 6 115160 120 156 11,3 142 194 240 20,5252 90110 =~ - 95 - 9.0 - 9.0
AA24 90 143 - - - 140 14,4 6,6 - 8,0 10,0 13,0 10,5 16,6 10,0 14,0 135172 80 90 - - - - - 1,0 - 106
B18 97 174 94 130 90 11,0 12,0 132 75 100 - M2 76 83 9.8 11,0 160 9,0 15,0 13,0 13,4 10,0 15,0 11,0 12,3 = = -
S124 80 124 - - 11,3 120 - - 13 - 76 104 11,5 7,0 12,3 10,0 12,4 9.8 10,5 8,0 12,0 88 90 - - - =
148 - - - - - - 137 150 - - 12,2 13,6 - 16,0 16,4 12,0 17,0 13,6 16,0 - - - - - -

—_— - ———— - - — - _______]

AActividad antimicrobiana expresada como didmetro del halo de inhibicién en.mm; SB, sobrenadante libre de células; SC, sobrenadante libre de células concentrado veinte veces.
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2) Las cepas A172, P20 y X13 poseen espectros de accién similares, no se inhiben entre si,
no inhiben el desarrollo de P. acidilactici 347 (productor de pediocina PA-1) y no son inhibidas
por esta bacteriocina. Por todo ello, es posible sugerir que las cepas A172, P20 y X13 sean
productoras de pediocina PA-1.

3) Las cepas AA13 y P13 muestran espectros de accién similares y no se inhiben
mutuamente, lo que sugiere que producen las mismas sustancias antimicrobianas. Ninguna de
ellas inhibe el crecimiento de P. acidilactici 347 ni de L. lactis BB24 (productor de nisina A); sin
embargo, la pediocina PA-1 y la nisina A inhiben su desarrollo, 1o cual descarta la posibilidad de
que las cepas AA13 y P13 produzcan estas bacteriocinas. Asimismo, el hecho de que estas cepas
inhiban a E. faecium L50 (productor de enterocinas L50A y L50B) y de que sean inhibidas por
los sobrenadantes de esta cepa permite especular que producen sustancias antimicrobianas
diferentes a las enterocinas L50A y L50B. LacepaG16 muestraun espectro de accidn similar al
de las cepas AAI3 y P13; sin embargo, estos microorganismos son inhibidos por los
sobrenadantes de la cepa G16 y ésta es, a su vez, sensible a los sobrenadantes de las cepas AA13
y P13, 1o que sugiere que la cepa G16 produce una sustancia antimicrobiana diferente.

4) Las cepas P21 y T136 poseen espectros de accion similares frente a las bacterias l4cticas
de morfologia cocoide y no se inhiben mutuamente; sin embargo, la cepa T136 es mds activa
frente a las cepas de morfologia bacilar y es, junto con la cepa G18, la dnica de las cepas
cocoides aisladas en este trabajo que inhibe a Lb. sake 148 (productor de lactocina S). Las cepas
P21 y T136 inhiben el desarrollode E. faecium L50, pero no el de P. acidilactici 347 niel de L.
lactis BB24. Asimismo, las sustancias antimicrobianas de estas tres cepas inhiben el crecimiento
de las cepas P21 y T136. De todos estos resultados se puede especular que estas 2 cepas
producen la misma sustancia antimicrobiana, si bien existen diferencias cuantitativasen cuantoa
su produccién. Asimismo, se puede descartar que esta bacteriocina sea la pediocina PA-1, la
nisina A o las enterocinas LS0A y L50B.

5) Las cepas AA13 y P13 inhibenel desarrollo de las cepas P21 y T136, y viceversa, lo que
sugiere que la sustancia antimicrobiana producida por las cepas AA13y P13 es diferentea la
producida por los aislados P21 y T136. Asimismo, la cepa G16 y las cepas P21 y T136 se
inhiben mutuamente lo que sugiere que producen sustancias antimicrobianas diferentes.

6) La cepa G18 destaca por su potente espectro de accién frente al resto de las cepas
aisladas, muy similar al mostrado por L. lactis BB24. El hecho de que no inhiba a esta cepay de
que sea resistente a la nisina A sugiere que la sustancia responsable de su actividad
antimicrobiana es la nisina A.

7) El espectro de accién del bacilo AA24 es considerablemente mds amplio que el mostrado
por las otras 2 cepas de morfologia bacilar aisladas en este trabajo y que el de Lb. sake 148. La
cepa AA24 es inhibida por Lb. sake 148 y, asimismo, este microorganismo es inhibido por los
sobrenadantes de la cepa AA24, lo cual permite considerar que la sustancia antimicrobiana
responsable de su actividad no es la lactocina S.

8) Las cepas de morfologifa bacilar B18 y S124 no se inhiben mutuamente, no inhiben a Lb.
sake 148 y no son inhibidos por la lactocina S, lo cual parece indicar que ambas cepas producen

esta bacteriocina. No obstante, estas dos cepas presentan espectros de accién diferentes entre sf y
al de Lb. sake 148.
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IV.5. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA Y BIOQUIMICA DE LAS 12
BACTERIAS LACTICAS SELECCIONADAS

Las 12 bacterias l4cticas seleccionadas se sometieron a la mayoria de las pruebas
recomendadas por Schillinger y Liicke (1987) para la identificacién rdpida de las bacterias
ldcticas procedentes de la carne y de los productos cdrnicos. Los aislados se sometieron también
a otras pruebas biquimicas complementarias, recomendadas por Weiss (1992) y Teuber et al.
(1992). Para la identificacién y clasificacién de las especies del género Enterococcus se
realizaron ademds algunas de las pruebas cldsicas propuestas por Schleifer y Kilpper-Bilz (1984)
y de las sugeridas por Devriese etal. (1993).

IV.5.1. Morfologia y tincion por ¢l método de Gram

La tincién por el método de Gram de las 12 bacterias ldcticas seleccionadas y su posterior
observacién al microscopio 6ptico evidencié que se trataba de un grupo de microorganismos
Gram-positivos con morfologia variable (Tabla IV.5). Las cepas A172, AA13,G16, G18, P20,
P21, T136 y X173 presentaban morfologia cocoide y las 3 restantes, las cepas AA24, B18 y
S$124, mostraron morfologfa bacilar. Las células cocoides A172, P20 y X13 aparecfanen las
preparaciones formando pares y tétradas, mientras que las cepas P13 y T136 formaban pares y
cadenas. En la cepa G18 se observaron células aisladas y algo mayores, que nunca aparecian
formando parejas o tétradas. Las cepas de morfologia bacilar se visualizaban generalmente como
células aisladas o formando cadenas cortas, en el caso de las cepas B18 y S124, o muy cortas,
en la cepa AA24.

IV.5.2. Actividad catalisica

Las 12 cepas analizadas fueron catalasa-negativas (Tabla I'V.5).

IV.5.3. Crecimiento en presencia/ausencia de oxigeno

Todas las cepas seleccionadas se desarrollaron en caldo MRS tanto en condiciones de
aerobiosis como de anaerobiosis estricta, no detectindose diferencias significativas en el
crecimiento tras su incubaci6n a 32°C durante 16 horas.

IV.5.4. Determinacion del pH final de los cultivos

Los resultados obtenidos tras determinar el pH de los cultivos en fase estacionaria
desarrollados en caldo MRS a 32°C se muestran en la TablaIV.5. Todas las cepas acidificaron el
medio en el que se desarrollaron, haciendo disminuir su pH desde 6,2 a valores entre 4,1 y 4,6.

IV.5.5. Produccion de gas a partir de la glucosa

Ninguna de las cepas seleccionadas produjo CO, a partir de 1a glucosa (Tabla IV.5).

IV.5.6. Produccion de acido y diacetilo a partir de la glucosa

Todas las cepas ensayadas resultaron positivas a la prueba del Rojo de metilo, lo que no
resulta sorprendente pues todas ellas acidifican el medio de cultivo en el que se desarrollan. En lo
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Tabla IV.5. Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de las 12 bacterias licticas seleccionadas

- DUDTR— —
Cepa

Caracteristica Al72 AAl3 Gl6 G18 P13 P20 P21 T136 X13 AAM B18 5124
Morfologia €OCo €OCo oco COC0 COCO 0000 COCO COCO €OCo bacilo bacilo  bacilo
Tincién de Gram + + + + + + + + + + + +
Formaci6n de tétradas + - - - - + - - + - - .
Catalasa - - - - - - - - - - - -
pH2 43 4,2 4,5 4,5 4,3 4,6 4,1 4,4 4,4 4,6 4.5 4,5
Produccién de gasb - - - - - - - - - - - -
Rojo de metilo + + + + + + + + + + + +
Voges-Proskauer - - d - + - - + - - + -
Hidrolisis de la arginina + + + + + + + + + - + +
Produccitn de SH, . . ) . } ) i X i A ) i
Isémero del Acido l4ctico ND L L ND L ND L L ND ND ND ND
Crecimiento en:

6,5% NaCl + + + - + + + + + + + +

10,0% NaCl + d - - - + - - + - d
Crecimiento g:

pH 4,5 + + + - + + + + + +

pH 5,0,9,0 vy 9,6 + + + + + + + + +

8°C ND ND ND ND + ND ND + ND + + +

10y 37°C + + + + + + + +

45°C + + + - + + + -

50°C - - - - - - - - - - - -

_—— - B

3pH se refiere al pH de los cultivos en fase estacionaria, desarrollados en caldo MRS a32°C; bProduccion de (0, a partir de la glucosa. Simbolos: +, respuesta positiva o
en su caso crecimiento de los cultivos; -, respuesta negativa o ausencia de crecimiento de los cultivos; d, desarrollo débil de los cultivos; ND, no determinado.
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que respectaa la prueba de Voges-Proskauer (produccion de diacetilo), las cepas de morfologia
cocoide T136 y P13 y el bacilo B18 resultaron positivas, la cepa cocoide G16 mostré una
respuesta débil y el resto de las cepas resultaron negativas (Tabla IV.5).

IV.5.7. Hidrélisis de la arginina
Todas las cepas excepto el bacilo AA24 dieron una respuesta positiva a esta prueba en los
dos sistemas experimentales empleados (Tabla IV.5).

IV.5.8. Produccion de acido sulfhidrico

Ninguna de las cepas produjo 4cido sulfhidrico en las condiciones experimentales
establecidas (Tabla IV.5).

IV.5.9. Tolerancia a distintas concentraciones de cloruro sodico

Las cepas se ensayaron para determinar las mdximas concentraciones de cloruro sédico que
permitian su crecimiento (Tabla IV.5). Todas las cepas excepto el coco G18 crecieron en caldo
MRS suplementado con un 6,5% (p/v) de NaCl. Cuando la concentracién de NaCl se elevé hasta
el 10%, los cocos A172, P20 y X13 y el bacilo AA24 se desarrollaron con normalidad, el coco
AAI13y elbacilo S124 crecieron sélo débilmente y, por iltimo, las restantes cepas no mostraron
crecimiento cuantificable.

IV.5.10. Tolerancia a distintos valores de pH

Todas las bacterias ldcticas seleccionadas se desarrollaron en caldo MRS cuyo pH se habia
ajustadoa valores de 5,0; 9,0 y 9,6; cuando el pH se ajust6 a 4,5, la cepa de morfologia cocoide
(G18 fue la tinica que no presenté crecimiento cuantificable (Tabla IV.5).

IV.5.11. Crecimiento a diversas temperaturas

Las 12 cepas analizadas se desarrollarona 10 y a 37°C. Todas excepto el coco G18 y el
bacilo S124 mostraron un crecimiento cuantificable a 45°C, pero ninguna se desarroli6 a 50°C. El
crecimiento a 8°C se determiné dnicamente en el caso de los 3 bacilos y de las cepas de
morfologia cocoide P13 y T136, resultando ser cuantificable ¢n todos ellos (Tabla IV.5).

1V.5.12. Patrones de fermentacion de hidratos de carbono

La capacidad de las 12 cepas seleccionadas de fermentar los hidratos de carbono se muestra
en la Tabla IV.6. A continuacién se indican algunos de los resultados m4s interesantes:

1) Las 12 cepas fermentaron la ribosa, la galactosa, la D-glucosa, la D-fructosa, la D-
manosa, la N-acetil glucosamina, la esculina, la celobiosa, 1a maltosa, la sacarosa y la trehalosa
y, a excepcidén de la cepa G18, la L-arabinosa, la arbutina y la lactosa. Todas las cepas de
morfologfa cocoide fermentaron ademds la amigdalina y la salicina.

2) De las 12 cepas ninguna ferment6 el eritritol, la D-arabinosa, la L-xilosa, la L-sorbosa, el
dulcitol, el inositol, el glucégeno, el xilitol, 1a D-lixosa, el D-arabitol, el L-arabitol, el gluconato,
el adonitol, el B-metil-D-xilosido, el 2-ceto-gluconato, el 5-ceto-gluconato, la D-fucosani la L-
fucosa. Ademds, ninguna de las cepas de morfologia bacilar ferment6 el glicerol, ni la D-xilosa
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Tabla IV.6. Patrones de fermentacion de hidratos de carbono de las 12 bacterias lacticas seleccionadas
w

Hidrato de carbono Al72 AA13 Gle G18 P13 P20 P21 T136 X13 AA B18 S124

Glicerol - - + - + - + ' + - - - -
Eritritol - - - - - - - - - - - .
D-arabinosa
L-arabinosa
Ribosa
D-xilosa
L-xilosa -
Galactosa
D-glucosa
D-fructosa
D-manosa
L-sorbosa
Ramnosa d - - - - - - - d - - -
Dulcitol - - - - - - - - - - - -

t
L)
]
]
L
1
L]
¥
1
[
L)
L]

+ + +
+
+
+

]
]
I
L}
)
1
1
1
]
]
]

+ + + 4+
+ + + 4
+ o+ o+ 4
+ + + o+
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + o+ o+
+ + o+ o+
+ + + +

1
L)
[
[
&
1
]
»
)
]
L)
1

Inositol - - - - - - - - - - - -
Manitol d
Sorbitol -
o-metil-D-mangésido -
a-metil-D-glucdsido
N-acetil glucosarmina
Amigdalina

Arbutina

L
]
]
r
)
+
)
1

1
]
L}
’
1
1
1
4
1
]

[}
+ 4+ + 4+ o+ 4+
L]
1
T
1
[
]

+ + +

+ + o+

+ + +

+ + 4+

+ + + o+
[}

" — - — - _ ]
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Tabla IV.6. (continuacién)
—_ . —— — — —— ———— ___—~ — — ——— ___ —— — —— —— ——— ———— —— ——_——— ____...___—_____ —_____— ______— ____—____— ____ ___________J

Hidrato de carbono Al172 AAI3 Gl6 G118 P13 P20 P21 T136 X13 B1§ 5124

=

Esculina
Salicina
Celobiosa
Maltosa
Lactosa
Melibiosa
Sacarosa
Trehalosa
Inulina

+ 4+ + + + + + o+
+ 4+ + '+ o+ o+ o+
+ + 4+ + F o+ + o+

b+ o+ 4+ o+ 4+
+ o+ + + + o+ o+ 4+
+ + 8+ 4+ + o+ 4+
+ + 4+ + + + + o+
+ o+ 4+ + o+ 4+

+ 4+ + + a + + + +
+ 4+

+ + + + &=+ o+ o+ o+

i
]
f
1
]
t
1
[

Melecitosa
D-rafinosa +
Almidén -
Gluctgeno -
Xilitol -
f-gentibiosa - + - + - - d d - - - +
D-turanosa - + - - - - - R - + - -
D-lixosa - - - - - - - - - - - -
D-tagatosa + - - - - - - + + + - -
D-arabitol - - - - - . - - - - - -
L-arabitol - - - - - - . - - - - .
Gluconato - - - - - - - - - - - -

+ + + + + o+ o+ + o+ o+ o+

1
+

+ 4+ + 4+ + + + + + + + o+
]
t
L]
1}
)
+

]
-+
T
)
]
[]
1
1
'
]

L]
]
1
L}
L]
"
L)
]
1

Simbolos: +, respuesta positiva; -, respuesta negativa; d, respuesta débil. Ninguna delas cepas analizadas ferments los siguientes azicares: adonitol, f-metil xilésido, 2
ceto-gluconato, 5 ceto-gluconato, D-fucosa y L-fucosa.

sopoynsay Al



IV. Resultados

ni la ramnosa.

3) Las cepas de morfologia cocoide variaron en su capacidad de fermentar los siguientes
carbohidratos: glicerol, D-xilosa, ramnosa, manitol, sorbitol, a-metil-D-manésido, a-metil-D-
gluc6sido, melibiosa, inulina, melecitosa, D-rafinosa, almidén, p-gentibiosa, D-turanosa y D-
tagatosa.

Las cepas cepas A172, P20 y X13 fermentaron la D-xilosa pero no fermentaronel glicerol,
el sorbitol, el a-metil-D-mandsido, el a-metil-D-glucésido, la melecitosa, el almidén, la B-
gentibiosa, ni la D-turanosa. Las cepas A172 y X13 fermentaron adem4s la melibiosa, la inulina,
ia D-rafinosa, la D-tagatosa y, débilmente, la ramnosa y el manitol.

Las cepas AA13,G16, P13, P21 y T136 fermentaron el manitol, la melibiosa y, excepto la
cepa AA13, el glicerol. Sin embargo, no fermentaron ni la D-xilosa, ni }Ja ramnosa, ni, excepto la
cepa AA13, el sorbitol, el a-metil-D-glucésido, el a-metil-D-mandésido, 1a inulina, 1a melecitosa,
la D-rafinosa, el almidén y la D-turanosa. La cepa T136 fue la dnica de morfologia cocide que
ferment6 la D-tagatosa.

La cepa G18 fue, junto con la cepa AA13, la dnica que ferment$ el almidén. Asimismo,
fermentd la melibiosa, la p-gentibiosay, débilmente, el manitol y el sorbitol, pero no el glicerol,
la D-xilosa, la ramnosa, el a-metil-D-mandsido, el a-metil-D-glucdsido, 1a inulina, la melecitosa,
la D-turanosa y 1a D-rafinosa.

4) Las cepas de morfologia bacilar variaron en su capacidad de fermentar los siguientes
carbohidratos: manitol, sorbitol, e.-metil-D-manésido, a-metil-D-glucésido, amigdalina, salicina,
inulina, melecitosa, D-rafinosa, B-gentibiosa, D-turanosa y D-tagatosa.

La cepa AA24 ferment6 todos los azdcares indicados anteriormente, excepto la f-gentibiosa.
Por el contrario, las cepas B18 y 5124 no fermentaron ninguno de estos azicares, excepto la D-
rafinosa y, en ¢l caso del bacilo S124, 1a B-gentibiosa.

En el esquema de identificacion rdpida de las bacterias l4cticas procedentes de la carne y de
los productos cérnicos propuesto por Schillinger y Liicke (1987), la respuesta positiva a la
tincién de Gram, una reaccibn catalasa-negativa, la capacidad de producir gas a partir de la
glucosa, la morfologfa, la presencia de tétradas, el crecimientoa 10, 15y 45°C y la tolerancia a
un 6,5% de NaCl constituyen caracterfsticas de gran valor taxonémico. Atendiendo a los
resultados obtenidos tras 1a realizacién de las pruebas indicadas anteriormente y en base a dicho
esquema se asigné tentativamente el género a las 12 bacterias ldcticas aisladas:

1) Las cepas A172, P20 y X13 se clasificaron como Pediococcus spp., debido a su
incapacidad de producir gas a partir de la glucosa, su morfologia cocoide y a la diposicién de sus
células formando tétradas.

2) El coco G18 se clasificé como Lactococcus sp., ya que no produjo gas a partir de la
glucosa, no se observaron tétradas y se desarrollé a 10 pero no a 45°C.

3) Las cepas AA13, G16, P13, P21 y T136 de morfologfa cocoide se clasificaron
tentativamente como Enterococcus spp., debido a la incapacidad de producir gas a partir de la
glucosa, la ausencia de tétradas y a su desarrollo a 10y 45°Cy en presencia de un 6,5% de
NaCl.

4) Los bacilos AA24, B18 y §124 se incluyeronen el grupo II del género Lactobacillus,
{(género Streptobacterium de Orla Jensen o lactobacilos heterofermentativos facultativos), debido
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a su incapacidad de producir gas a partir de la glucosa y a su desarrollo a 15°C.

El esquema de identificaci6én de Schillinger y Liicke (1987) presta una especial atenciéna la
clasificacién de los lactobacilos, basada fundamentalmente en el patrén de fermentacién de
hidratos de carbono, el desarrolio a 8°C y Ia hidr6lisis de Ia arginina; asi, pues, atendiendo a
losresultados obtenidos tras la realizacién de las pruebas indicadas anteriormente y en base a este
esquema, se asigné tentativamente la especie de las 3 cepas de morfologfa bacilar:

4.1) La cepa AA24 se identific6 como Lb. plantarum, ya que ferment$ el manitol, no
hidroliz6 la arginina y ferment$ la ribosa y la rafinosa.

4.2) Las cepas B18 y S124 se identificaron como Lb. bavaricus o Lb. sake, ya que se
desarrollaron a 8°Cy no fermentaron el manitol, pero sf laribosa y la melibiosa. Dado que no se
pudo asignar la especie concreta a estas cepas, en adelante se denominardn Lactobacillus sp.

En el esquema de identificacién de los pediococos sugerido por Weiss (1992), la hidrélisis
de la arginina, la capacidad de desarrollarse a pH 4,5, a 45°Cy en presenciade un 10% de NaCl
y el patrén de fermentacién de la ribosa, la maltosa, el almiddn, la lactosa, la arabinosa y ia
xilosa constituyen caracteristicas de gran valor taxonémico. Empleando este esquema de
identificacién, las cepas A172, P20 y X13 se clasificaron tentativamente como P, acidilactici o
P. pentosaceus, dado que hidrolizaron la arginina, se desarrollaronen presencia de un 10% de
NaCl y a valores de pH de 4,5, crecieron a 45°Cy fermentaron la ribosa, la maltosa, la lactosa,
la L-arabinosa, la D-xilosa pero no el almidén. Hasta que se asigne la especie concreta a estas
cepas éstas se denominarin Pediococcus sp.

En el sistema de clasificacién de los lactococos sugerido por Teuber et al. (1992), Ia
hidrélisis de la arginina, la produccién de diacetilo, la capacidad de desarrollarsea pH 9,0, a 10
y a 45°C y en presencia de un 6,5% de NaCl, asf como la fermentacién de la maltosa y el
almidén son caracteristicas muy importantes para su identificacién. Aplicando este sistema de
clasificacion, la cepa G18 se identificé tentativamente como L. lactis, ya que hidrolizé la
arginina, no produjo diacetiloa partir de 1a glucosa, se desarrolléa 10°C y a un pH de 9,0, pero
no a 45°Cni en presencia de un 6,5% de NaCly ferment6 la maltosa, la galactosa, la melibiosay
la ribosa, pero no la melecitosa ni la D-rafinosa.

IV.5.13. Pruebas complementarias para las bacterias lacticas del género
Enterococcus

Para confirmar la inclusién de las cepas AA13, G16, P13, P21 y T136 en el género
Enterococcus, se realizaron algunas de las pruebas selectivas propuestas por Schleifer y Kilpper-
Bilz (1984) y Devriese et dl. (1993), como la determinacién del tipo de isémero del dcido lictico
producido, ¢l crecimientoen un medio de cultivo selectivo con azida s6dica, 1a toleranciaa las
sales biliares y la capacidad de fermentar €l manitol en presencia de NaCl. Las 5 cepas
produjeron tnicamente el isémero L-4cido l4ctico, se desarrollaron en el medio selectivo de azida
s6dica al 0,04%, toleraron las sales biliares (2%) y fermentaron el manitol en presencia de un
7,5% de NaCl, lo que confirmé su clasificacién dentro del género Enterococcus. Asimismo, la
capacidad de las cepas G16, P13, P21 y T136 de fermentarla L-arabinosa, la melibiosay el
manitol, pero no el sorbitol, la D-rafinosa, la melecitosa, la inulina, el almidén, el 5 ceto-
gluconato, la D-turanosa, el adonitol ni la L-sorbosa permiti6 clasificarlas tentativamente dentro
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del grupo E. faecium. El patrén de fermentaci6n de hidratos de carbono de la cepa AA13 resultd
ser muy diferente al mostrado por las 4 especies del grupo E. faecium. Larespuesta negativaa la
prueba de Voges-Proskauer y la capacidad de fermentar 1a inulina, la melecitosa, la D-rafinosa, el
sorbitol y el a-metil-D-glucésido, pero no el glicerol, permitid clasificar tentativamente la cepa
AA13 como E. saccharolyticus.

Debido a que algunas cepas del género Enterococcus poseen actividad hemolitica y/o
uredsica, las 5 cepas se sembraron en placas de Agar sangre y en tubos con Urea Agar Base, lo
que demostré que ninguna de ellas hemoliza la sangre de carnero ni hidroliza la urea.

IV.6. IDENTIFICACION Y FILIACION TAXONOMICA DE LAS 12
BACTERIAS LACTICAS SELECCIONADAS MEDIANTE EL ANALISIS DESU
PATRON ELECTROFORETICO DE PROTEINAS TOTALES EN GELES DE
POLIACRILAMIDA CON DODECIL SULFATO SODICO (SDS-PAGE)

E] anilisis del patr6n electroforético de proteinas totales obtenido por SDS-PAGE (secci6n
1I1.2.7) permitié establecer taxativamente la filiacién taxonémica de las 12 bacterias ldcticas a
nivel de especie. En la Figura 4.1 se muestran los electroforegramas digitalizados de las
proteinas totales de las 12 bacterias l4cticas seleccionadas en este trabajo y de L. lactis BB24
(Cintas, 1995), P. acidilactici 347 (Moreira, 1993), Lb. sake 148 (Sobrino, 1993) y E. faecium
L50 (Cintas et d., 1995; 1998a, b), asi como de 11 cepas de L. lactis, 9 de L. cremoris, 16 de
P. acidilactici, 13 de P. pentosaceus, 7 de Lb. sake, 8 de Lb. sak-atipico, 8 de Lb. plantarum y
13 de E. faecium. En esta figura se muestra ademds el grado de correlacion y el agrupamiento en
clusters de todas las bacterias ldcticas inciuidas en el andlisis comparativo.

Los patrones electroforéticos obtenidos permitieron establecer la siguiente clasificacién
taxonémica de las 12 bacterias ldcticas seleccionadas:

1) Pediococcus sp. A172, Pediococcus sp. P20 y Pediococcus sp. X13 se clasificaron como
P. acidilactici A172, P. acidilactici P20 y P. acidilactici X 13 .

2) L. lactis G18 se identificé como L. lactis subesp. lactis G18 (L. lactis G18).

3) Las cepas del grupo E. faecium, P13, P21, T136 y G16, se clasificaron como E. faecium
P13, E. faecium P21, E. faecium T136 y E. faecium-atipico G16. La cepa clasificada iniciamente
como E. saccharolyticus se identificé como E. faecium-atipico AA13,

4) Lactobacillus sp. B18 y Lactobacillus sp S124 se identificaron como Lb. sake-atipico B18
y Lb. sake-atipico S124; asimismo, se confirmé la clasificacién de Lb. plantarum AA24 .

En base a la filiacién taxonémica de las 12 bacterias l4cticas y teniendo en cuenta, ademds,
sus espectros de accidén antimicrobiana y los resultados de las pruebas de inmunidad y actividad
inhibidora cruzada, se seleccionaron para posteriores estudios las cepas E. faeciumP13 y E.
SfaeciumT136. Estas cepas muestran un amplio espectro de accién y, de acuerdo con las pruebas
de actividad inhibidora cruzada, producen sustancias antimicrobianas (bacteriocinas) no descritas
hasta la fecha. Por consiguiente, a partir de este momento, el trabajo realizado se cenwrd
exclusivamente en la caracterizacion bioquimica y genética de las sustancias proteicas

(bacteriocinas) responsables de la actividad antimicrobiana de E. faecium P13 y E. faecium
T136.
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IV. Resultados

L. lactis LMG 9429

L. lactis LMG 8631

L lacris LMG 9449

L lactis LMG 9451

L lactis LMQ 9453

L lacrs IMG 9452

L lachis LMG 8495

L. lactis LMQG 9450

L lactis LMG 14208

L Jactis LMQ 14098

L lactis IMG 8527

L lactis BB24

L lactiz G138

L. cremoris LMQ 8478

L cremoriz LMG 8487

L ¢remoris LMG 8479

L cremoris IMQ 8481

L cremoris LMG 8474

L cremoris LMG 8475

L eremoris LMG 8473

L cremoris LMG 9457

L cremoris LMG 9460

P. acidilactici LMG 13491
P. acidilactici LMG 10739
P, acidilactici LMG 6411
P. acidilactici LMG 13360
P. acidilaceici LMG 11384T
P. acidiloctici LMG 13487
P. acidilactici LMG 13490

1 P acidilocrici LMG 13424

P, acidilacrici LMG 13380
P. acidilacrici LMG 13381
P. acidilactici LMG 13369
P. acidilactici LAB 1587
P. acidilactici LMG 10636
P. acidilactici X13

P. acidilactici P20

P. acidilactici LAB 1498

P. acidilactici LAB 1499

P. aciditactici A172

P. acidilactici 347

P. acidilactici LAB 903

P. peniosaceus LMG 13652
P. pentosaceus LMG 13651
P. pentosaceus LMG (0740
P. pentosaceus LMG 13651
P. pentosaceus LMG 13552
P. pemiosacens LMG 16476
P. pentosaceus LAB 1502
P. pentosaceus LMG 13389
P. pentosaceus LMG 13390
P. pentosaceus LMG 13392
P. pentosaceus LMG 13376
P. pemtosaceus LMG 13372
P. pentosacens LMG 13434
Lb. sake LAB 14%0

Lb. sake LAB 1493

Lb. sake 148

Lb. sake LAB 1492

Lb. sake LAB 1491

Ib. sake$124
1b.
Lb,

Lb. sake LAB 647

Lb. soke-atfpico LMG 794111
Lb. sake-atipico LMG 194112
Lb. sake-sifpice LAB 364
Lb. sake-atfpico LAB 365
Lb. sake-atfpico LAB 1506
Lb, sake-silpico LAB 1125
Lb. sake-atipico LAB 1131
1b. sake-stipico LAB 112
Lb. plamtarum LAB 1443
L. plantarum LMG 9208
Lb. plamtarum LMG 8413
Lb. plantarum LMG 12167
Lb. plantarum LAB 282
Lb. plantarum LMG £807T
Lb. plantarum AA24

Lb. plantarum LAB 905t1
Lb. plantarum LAB 744
E. faecium LAB 1405

E. fazcium 1,50

E, faecim LMG 1359912
E, faecium LAB 1496

E. foecium LAB 1345

E. fazcium LMG 16477

E. fascium MG 16478

E. faecium T136

E faccium P21

E. faecium LMG 13598

E. faecium LMQG 14762

E. foecium LMG 16618

E, faecium LMO 16619

E. faecium [ MG 14255

E. faecium MG 14408

E. faecium AA13

E. farcium LAB 1494

E. faecium P13

E faecium Gl6

de las 12 bacterias lacticas seleccionadas en este (rabajo ¥ de L. lactis

sake 148 (Sobrino, 1993 v £,

Saccium L5 (Cintas ot al., 1995, 1998s,b), asi
. take y Lb. plantarum y 13 de E. farcium.



IV. Resultados

IV.7. ESPECTRO DE ACCION DE E. faecium P13 FRENTE A DIVERSOS
MICROORGANISMOS DE INTERES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Una vez confirmada la identificacién taxonémica de la cepa P13 como E. faecium P13, se
examind la actividad antimicrobiana de sus sobrenadantes y sus sobrenadantes concentrados,
mediante la técnica de difusién en agar, frente a un gran nimero de bacterias ldcticas y
microorganismos alterantes y patégenos de interés en la industria alimentaria. De este modo, se
evalué su actividad antimicrobiana frente a 22 bacterias ldcticas y 22 bacterias Gram-positivas, la
mayoria de ellas alterantes y patégenas de los alimentos.

En la Tabla IV.7 se observa que la mayorfa de las bacterias licticas empleadas como
microorganismos indicadores no resultaron inhibidas por el sobrenadante de E. faecium P13.
Asi, pues, de las 11 cepas del género Lactobacillus, solamente Lb. curvatus NCFB2739, Lb.
fermentum CECT9338 y Lb. sake NCFBZ2714 resuitaron inhibidas por el sobrenadante y por el
sobrenadante concentrado y, de las 4 cepas del género Pediococcus, dnicamente fueron sensibles
P. pentosaceus FBB61 y P. pentosaceus FBB63. E. faecalis EF resulté inhibido por el
sobrenadante y por el sobrenadante concentrado, mientras que E. faecium 150 s6lo fue sensible
al sobrenadante concentrado. Sin embargo, ninguno de los sobrenadantes de E. faecium P13
inhibi6 el desarrollo de Lc. cremoris, de las 4 cepas ensayadas del género Lactococcus y de
Micrococcus varians CECT230 (M. varians CECT230).

Por el contrario, los sobrenadantes de E. faecium P13 mostraron un amplio y potente
espectro de accién frente a los microorganismos alterantes y patégenos analizados. El
sobrenadante y el sobrenadante concentrado inhibieron el desarrollo de Ls. innocua BL86/26,
Cl. sporogenes C22/10, St. carnosus MC1 y las 3 cepas analizadas del género
Propionibacterium, pero no fueron activos frente a CL tyrobutyricum NCDO1754. En lo que
respecta al espectro de accion frente a microorganismos patégenos, tanto el sobrenadante como el
sobrenadante concentrado inhibieron fuertemente el desarrollo de todas las cepas analizadas de
Ls. monocytogenes'y St. aureus, a excepciénde St. aureus FRI349. Las especies CL
perfringens y Cl. botulinum solamente fueron inhibidas por el sobrenadante concentrado y
Bacillus cereus ATCC9139 (B. cereus ATCC9139) resulté ser el dnico de los microorganismos
patdgenos resistente a la actividad inhibidora de los sobrenadantes y sobrenadantes concentrados
de E. faecium P13,

IV.8. CONDICIONES EXPERIMENTALES OPTIMAS PARA EL
CRECIMIENTO DE E. faecium P13 Y PARA LA PRODUCCION DE SU
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La influencia de la composicién del medio de cultivo, de la tensién de oxigeno y de la
temperatura de incubacidn en el crecimiento y en la produccién de la actividad antimicrobiana
exocelular de E. faecium P13 se determiné de acuerdo a los procedimientos descritos en la
secciénII1.2.9. En todos los ensayos se evalu6 la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes
y/o sobrenadantes concentrados de E. faecium P13 mediante el método de difusién en agar,
empledndose como microorganismo indicador E. faecium T136.
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e ——  ————  __—— . —— ___— —— ____ — __— — _____——— . ___]
Tabla 1V.7. Espectro de accion de Ia sustancia antimicrobiana exocelular de E. faecium P13
e ——______———— _______— — _____—_ ____ —— ——— — ——______——— _—— ———  —— ———— ]

Inhibicién por®: Inhibicidn por®
Microorganismo indicador  Cepa Origenb SB SC Microorganismo indicador  Cepa Oxigenb SB SC
Lactobacillus acidophilus 4356 ATCC - - Microccocus varians 230 CECT - -
Lactobacillus bulgaricus 11842 ATCC - 10,3 Listeria innocua BL/8626 TNO 12,3 16,3
Lactobacillus casei 334 ATCC - - Clostridium sporogenes C22/10 TNO 15,5 194
Lacrobacillus curvatus 2739 NCFB 10,3 14,2 Clostridium tyrobutyricum  3,5CT TNO - 12,0
Lactobacillus helveticus 15009 ATCC - 10,0 Clostridium tyrobutyricum 1754 NCDO - -
Lactobacillus fermentum 9338 CECT 14,7 19.4 Propionibacterium sp. P4 TNO 12,0 15.0
Lactobacillus plantarum 1193 NCDO - - Propionibacterium sp. P6 TNO 12,0 16,0
Lactobacillus reuteri 20016 DSM - - Prop. acidipropionici 563 NCDO 14,4 17.3
Lactobacillus sake 2714 NCFB 10,7 15.4 Staphylococcus carnosus MC1 TNO 13,3 16,0
Lactobacillus sake 148 FVYM - - Bacillus cereus 9139 ATCC - -
Lactobacillus salivarius 2747 NCFB - - Clostridium perfringens 376 CECT - 9,7
Pediococcus acidilactici 347 FVM - - Clostridium botulinum 551 CECT - 11,5
Pedipcoccus pentosaceus FBEB61 TNO 8.3 13,0 Listeria monocytogenes 7973 NCTC 11,0 16,0
Pediococcus pentosaceus FBB63 TNO. 9,7 15,3 Listeria monocytogenes LI5sv1/2 FVM 13,0 16,0
Pediococcus pentosaceus PC1 TNO - - Listeria monocytogenes 5105 NCTC 12,8 14,6
Leuconostoc cremoris DBI1275 TNO - - Listeria monocytogenes Liisv4 FVM 11,4 15,5
Lactococcus cremorts CNRZI117 INRA - - Listeria monocytogenes ScottA FVM 12,0 15,6
Lactococcus lactis CNRZ148 INRA - - Staphylococcus aureus 137 FRI1 12,4 16,0
Laciococcus lactis CNRZ150 INRA - - Staphylococcus aureus 196E FRI 12,0 16,0
Lactococcus lactis BBA4 FVM - - Staphylococcus aureus 349 FRI - -
Enterococcus faecalis EF TNO 13,0 16,0 Staphylococcus aureus 361 FRI 12,0 16,3
Enterococcus faecium L50 FVM - 11,6 Staphylococcus aureus 472 FRI 12,0 154

3Actividad antimicrobiana evaluada mediante el método de difusién en agar y expresada como el diimetro del halo de inhibicién en mm. $B, sobrenadante libre de
cé€lulas; SC, sobrenadante libre de células concentrado; -, inhibicién no detectada empleando 50 pl de SB o SC. b Abreviaturas como en la Tabla TIL1.

sopolnsay Al
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IV.8.1. Efecto de la composicion del medio de cultivo

Elefecto de la composicién del medio de cultivo en el crecimiento y en la produccién de la
actividad antimicrobiana de E. faecium P13 se¢ determiné tras su incubacién en 4 medios de
cultivo complejos (MRS, APT, BHI y TSB), en un medio sintético o semidefinido (MB), con 0
sin suplementos especificos, y en agua de peptona (seccién III.1.4.5). El procedimiento
empleado para realizar este experimento se detallé en la seccién 111.2.9.1. El caldo MRS se us6
como control al tratarse de un medio de cultivo complejo empleado habitualmente para el
desarrollo de las bacterias licticas.

EnlaTablaIV.8 se indica el crecimiento (log ufc/ml) y el pH final de los cultivos, asi como
1a actividad inhibidora (AI, mm2/ml) y la actividad inhibidora especifica (AIE, mm2/log ufc) que
se détectaron en los sobrenadantes de E. faecium P13 cuando se desarroll6 acrébicamente en los
diversos medios de cultivo a 32°C durante 16 horas. A continuaci6én se muestran los resultados
mds interesantes:

1) E. faecium P13 se desarrollé en los 11 medios de cultivo empleados, si bien el grado de
acidificacién y la actividad inhibidora de los sobrenadantes fueron variables.

2) El minimo crecimiento se obtuvo cuando E. faecium P13 se desarrollé en agua de peptona

(1,4x10% ufc/ml). En este medio no se detect6 descenso significativo del pH ni produccién de
sustancias antimicrobianas.

3) El crecimiento en medio base (MB) fue 3,5 veces superior (5,2x108 ufc/ml) al obtenido en
agua de peptona y, ademds, se detecté un descenso del pH y la presencia de actividad
antimicrobiana en los sobrenadantes. Cuando el MB se suplementé con productos hidrosolubles
procedentes de 1a hidrélisis de proteinas de origen cdmico (peptona y proteasa-peptona), licteo
(triptonay casefnas) 0 mixto (triptosa), no se detectaron modificaciones en el pH de los cultivos
pero, sin embargo, aumentaron los valores de crecimiento y de actividad inhibidora (Aly AIE),
que fueron mdximos cuando ¢l medio base se suplementd con triptona o con cascinas.

4) Los cultivos en APT y MRS mostraron un pH final de 4,4 y 4,3, respectivamente, y
aunque el crecimiento fue superior en APT (1,7x10° ufc/ml frente a 1, 1x10° ufc/ml), la actividad
inhibidora (Al y AIE) del sobrenadante obtenido con MRS fue aproximadamente el doble de la
detectada con el APT.

5) En los medios BHI y TSB, la tasa de crecimiento de E. faecium P13 fue similara la
obtenida cuando este microorganismo se desarrollé en caldo MRS, sin embargo, el pH final fue
igual o superior a 5,5 y no se detectd actividad antimicrobiana en los sobrenadantes.

Los resultados obtenidos demuestran que el caldo MRS es el medio de cultivo 6ptimo para el
crecimiento de E. faecium P13 y para la produccion de su actividad antimicrobiana exocelular.

I1V.8.2. Efecto de la tension de oxigeno

Las bacterias licticas son microorganismos anaerobios facuitativos o microaerofilicos,
siendo por tanto una caracteristica comidn a todas ellas la capacidad de desarrollarse en
condiciones atmosféricas de tensién de oxigeno. Con objeto de determinar el efecto de la
presencia/ausencia de oxfgeno en el crecimiento y en la produccién de la actividad antimicrobiana
de E. faecium P13 se procedié a su incubaciénen caldo MRS en condiciones de aerobiosis y
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Tabla IV.8. Crecimiento y produccién de la actividad antimicrobiana exocelular

de E. faecium P13 en diversos medios de cultivo?

e ———————— ]

Pardmetros
Medio de cultivo log ufc/ml pH Al (mm?2/ml) AIE (mm?/log ufc)
Agua de peptona 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 + Casefnas 8,83 4,3 1.696 192
BHI 9,10 5,7 - -
APT 9,24 4,4 1.166 126
TSB 9,10 5,5 - -
MRS 9,05 4,3 2.512 278

Todos los cultivos se incubaron a 32°C durante 16 koras. Laactividad antimicrobiana delos sobrenadantes se determind
mediante el método de difusién en agar (seccién M1.2.3.2), empleando come microorganismo indicador E. faecium T136.
Simbolos: pH, pH final de los cuitivos; Al, actividad inhibidora; AIE, actividad inhibidora especifica; -, actividad
inhibidora no detectada empleando 50 (i de sobrenadante.

181 Pilar Casaus Lara



IV. Resultados

anaerobiosis estricta durante 16 horas, como se describié en la seccién I11.2.9.2. Resultados que
no se muestran pusieron de manifiesto que la incubacién de E. faecium P13 en aerobiosis o en
anaerobiosis estricta no afecta significativamente a su desarrollo ni a la produccién de suactividad
antimicrobiana exocelular. En base a estos resultados, todas las incubaciones posteriores de E.
faecium P13 se realizaron en condiciones de aerobiosis.

IV.8.3. Efecto de la temperatura

Una vez seleccionado el caldo MRS como medio de cultivo y 1a aerobiosis como condicién
de tensién de oxigeno, se procedié a determinarla influencia de la temperatura de incubacién en
el desarrollo y en la produccién de la actividad antimicrobiana exocelular de E. faecium P13. De
acuerdo con el procedimiento descrito en la seccién I11.2.9.3, se estableci6 su cinética de
crecimiento y de produccidn de actividad antimicrobiana en caldo MRS a 4, 8, 16, 24, 32,37 y
45°C, asf como los pardmetros cinéticos de su crecimiento a estas temperaturas.

I1V.8.3.1. Cinéd

En la Figura 4.2 se muestra la relacién entre el crecimiento (log ufc/ml), el pH del cultivo y
la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes (Al, mmz2/ml) de E. faecium P13 cuando se
desarrolléen caldo MRS a 4, 8, 16, 24, 32, 37 y 45°C durante periodos de tiempo variables. En
la TablaIV.9 se indica, para cada temperatura, el valor correspondiente al pH de los cultivos una
vez finalizada la incubacién, asi como los valores mdximos de actividad antimicrobiana (Al,
mm?2/ml) y de actividad antimicrobiana especifica (AIE, mm?/log ufc) de los sobrenadantes. Los
resultados obtenidos se resumen a continuacién:

1) E. faecium P13 manifesté un crecimiento cuantificable a 4, 8, 16, 24, 32, 37 y 45°C. El

valor mé4ximo de crecimiento (1,9x10° ufc/ml) se obtuvo tras 16 h de incubacién a 37°C. A 16,

24 y 32°C los valores médximos (7,2x10%; 7,5x10% y 9,2x108 ufc/ml) representaron tan solo el
38-48% del crecimiento maximo a 37°C y se alcanzarona las 72, 26 y 24 h de incubacién,
respectivamente. El desarrollo de E. faecium P13 a 45°C fue muy rdpido, y ¢l valor miximo de
crecimiento (4,0x108 ufc/ml) se alcanzé a las 6 h de incubacién; no obstante, este valor
representd dnicamente un 21% del obtenido a 37°C. A 8°C se requirieron 20 dias de incubaci6n
para que el cuitivo alcanzara una poblacién de 3,6x10% ufc/ml, que representa un 19% de la
obtenida a 37°C. El desarrollo a 4°C fue muy lentoy tras 20 dias de incubacién s6lo se alcanzé
una poblacién bacteriana de 1,0x10° ufc/ml, que representa un 0,05% de la poblacién maxima
obtenida a 37°C.

2) El desarrollo de E. faecium P13 a 8, 16, 24, 32, 37 y 45°C provocd un descenso
significativo del pH de los cultivos. A 8, 16, 24 y 32°Cel descenso del pH fue mas acusado
hacia el final de la fase exponencial del desarrollo microbiano, mientras que a 37 y 45°C la
acidificacién del medio comenz6 a detectarse al inicio de la fase exponencial. El pH final de los
cultivos a 16, 24, 32, 37 y 45°C fue inferior a 5,0, detéctindose el minimo valor (4,2) a 32°C.
Finalizada la incubacién a 8°C, el pH descendi6 una unidad con respecto al pH incial (6,2) y a

4°C el pH no descendid significativamente, ni siquiera tras la incubacién del cultivo durante 20
dias.
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1V, Resultados

Tabla IV.9. Parametros cinéticos del crecimiento, pH final y actividad

antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 desarrollado en caldo MRS a
diversas temperaturas

I ——— — —— — — — — — —— — —___— — — _—— — —— —— _—

Temperatura de incubacién (°C)

Pardmetro? 4 8 16 24 32 37 45
B 0,01 002 0,18 0,58 0,85 0,90 1,46
t 69,30 34,65 385 1,19 0,81 0,77 0,47
g/h 0,01 0,03 026 0,84 1,23 1,30 2,12
pH 6.0 5.0 4.7 45 4.2 4.3 4.4
Al 0 0 1,334 1334 1,695 1,334 1,234
AIE 0 0 154 150 190 148 143

31, velocidad especifica de crecimiento (h'!); t4, tiempo de duplicacién (k); g/h, ndmero de generaciones por hora; pH,
pH final delos cultivos: alos 20 dias deincubacitn a4 y 8°C, alas 72 horas a 16°C, alas 48 horas a 24, 32 y 37°Cy tras
24 horas a 45°C; La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes se determind mediante el método de difusién en agar
{seccidn I11.2.3.2), empleande como microorganismo indicador E. faecium T136; Al, actividad antimicrobiana maxima
del sobrenadante (mm2/ml); AIE, actividad antimicrobiana especifica médxima del sobrenadante {mm?2/log ufc).
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3) La actividad antimicrobiana exocelular se detecté a 16, 24, 32, 37 y 45°C, siendo méxima
a 32°C (1.695 mm2/ml). La actividad inhibidora mdxima a 16, 24 y 37°C fue idéntica (1.334
mm?/ml) y representé un 79% del valor mdximo obtenido a 32°C. A 45°C, la
actividadantimicrobiana mdxima fue algo menor (1.234 mm?/mi), lo que representa un 73% de la
detectada a 32°C. A 16°C la actividad inhibidora comenzé a detectarse hacia la mitad de la fase
exponencial; a 24, 32 y 37°C al final de la misma y a 45°C cuando el cultivo habfa entrado en fase
estacionaria. A 16°Cla actividad inhibidora comenzé a detectarse cuando el pH descendi6 a 3,7,
y a 24-32°C y 37-45°C cuando el pH fue inferior a 5,5 y a 5,0, respectivamente.

4) A 16°C la actividad antimicrobiana se mantuvo constante durante las 72 h de incubacién;
sin embargo, a medida que aumentaba la temperatura de incubaci6n se¢ detecté una degradacién
paulatina de la actividad inhibidora. Asi, por ejemplo, tras 30 h de incubacién a 24, 32 y 37°C
los sobrenadantes presentaron, respectivamente, el 85, el 68 y el 65% de su actividad
antimicrobiana médxima: A 45°C la actividad antimicrobiana comenzé a desaparecer muy
rdpidamente -alas 11 h ya se detecté dnicamente €l 35% de la actividad antimicrobiana méxima-
y tras 13 h de incubaci6n no se cuantificé actividad en el sobrenadante.

Teniendo en cuenta estos resultados y los valores de actividad inhibidora especifica que de
ellos se derivan, se establecié que 32°C es la temperatura éptima para el crecimientoy para la
produccién de la actividad antimicrobiana de E. faecium P13.

IV.8.3.2. Pardmetros cinéticos del crecimiento microbiano

A partir de las grificas de crecimiento mostradas en las Figura 4.2, y considerando
dnicamente la fase exponecial del crecimiento, se obtuvieron las correspondientes rectas de
regresién, a partir de las que se determinaron los pardmetros cinéticos del crecimiento
microbiano. En la TablaIV.9 se indican los valores correspondientes a la velocidad especifica de
crecimiento (u), al tiempo de duplicacién (ty) y al nimero de generaciones por hora (g/h) a las
diferentes temperaturas ensayadas. Como puede observarse, a medida que se incrementa la
temperatura de incubacién aumentan la velocidad especifica de crecimiento y el niimero de
generaciones por hora y disminuye, por tanto, el tiempo de duplicacién. Los tiempos de
duplicacién de los cultivos a 24, 32, 37 y 45°C fueron de 1,19; 0,81; 0,77 y 0,47 h,
respectivamente; es decir, a estas temperaturas las velocidades de crecimiento fueron
relativamente altas, mientras que a 4, 8 y 16°C se requirieron 69,30, 34,65 y 3,85 h,
respectivamente, para que se duplicase la masa celular de los cultivos.

IV.9. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA ENTEROCINA P DE E.
Jaecium P13

IV.9.1. Estabilidad fisico-quimica de la sustancia antimicrobiana exocelular de
E. faecium P13 parcialmente purificada

La naturaleza y la estabilidad fisico-quimica de la sustancia antimicrobiana exocelular de E.
faecium P13 se determinaron sometiendo sus sobrenadantes y/o sobrenadantes concentrados a
diversos tratamientos enzimdticos y térmicos, a diferentes valores de pH y a un almacenamiento
prolongado a varias temperaturas, aplicando la metodologia descrita en la seccién HI1.2.10.1.
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Finalizados los tratamientos, se determiné la actividad inhibidora (Al, mm?/ml) de los
sobrenadantes y, en algunos casos, la actividad inhibidora residual (AIR, %), mediante la técnica
de difusién en agar empleando como microorganismo indicador E. faecium T136.

IV.9.1.1. Efecto de diversos enzimas proteoliticos, glucoliticgs y lipoliticos

La sensibilidad enzimdticade la actividad antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 se
determiné tratando alicuotas de sus sobrenadantes con diversos enzimas proteoliticos,
glucoliticos y lipoliticos. Los resultados obtenidos fueron lps siguientes:

1) La actividad antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 desapareci6 por completo de los
sobrenadantes tras su tratamiento con todos los enzimas proteoliticos (tripsina, papaina, pepsina,
proteasa I, proteasa VI y proteasa XIV).

2) Los enzimas lipoliticos (lipasa [ y lipasa VII) y el enzima amilolitico a-amilasa no
modificaron la actividad antimicrobiana exocelular, cuantificdndose halos de inhibicién con un
didmetro igual a los producidos por el sobrenadante al que no se aftadié enzima.

Estos resultados indican que la actividad antimicrobiana de E. faecium P13 se debe a un
compuesto exocelular de naturaleza proteica (bacteriocina P) cuya actividad biolégica no cstd
mediada por componentes lipfdicos ni hidrocarbonados.

1V.9.1.2. Efecto combinado del pH v de ja wemperatura

Elefecto combinado del pH y de la temperaturaen la actividad inhibidorade E. faeciumP13
se determind ajustando el pH de los sobrenadantes a valores entre 2 y 11 y manteniendo las
muestras a 25°C y a 4°C durante 24 h. Una vez determinada la actividad inhibidora (AI) de los
sobrenadantes, se calcularon 10s correspondientes valores de actividad inhibidora residual (AIR,
%) y se confeccioné el histograma que se muestra en la Figura 4.3, en ¢l que se observa lo
siguiente:

1) Independientemente de la temperatura de incubaci6n, la mdxima actividad antimicrobiana
(2.690 mm?/ml a 4°Cy 2.511 mm?2/ml a 25°C ) se detectS a valores de pH de 4 y 4,7.

2) A valores de pH inferiores, la actividad antimicrobiana residual detectada fue similar a
ambas temperaturas y representé el 53-57% (a temperatura de refrigeracidn) y el 56-60% (a
temperatura ambiente) del valor mdximo obtenido a 4°C y pH de 4 6 4,7. Por el contrario, a
valores de pH entre 5 y 11, la actividad antimicrobiana se mantuvo m4s estable a temperatura de
refrigeracién, detectandoseel 70% (1.927 mm?/ml) de la actividad méaxima, frente al 43-54%
(1.164-1474 mm?2/ml) cuando las muestras se incubaron a temperatura ambiente.

De estos resultados se deduce que la sustancia antimicrobiana de E. faecium P13 conservasu
actividad en un amplio rango de pHs, tantoa 4 como a 25°C, st bien, es mds estable cuando el
pH se ajusta a 4 y 4,7 y se mantiene a temperatura de refrigeracién.

IV.9.1.3. Esudi 13 term istencia a pH 4ci neutr

La termorresistencia de la actividad antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 se
determiné exponiendo sus sobrenadantes concentrados, con el pH ajustadoa 4,5 y a 7,0, a
varias temperaturas.

La cinética de termorresistencia de la sustancia antimicrobiana de E. faecium P13 a
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Actividad inhibidora residual (%)

B ey

Figura 4.3. Efecto combinado del pH y de Ia
temperatura (04 y®25°C ) en la actividad antimicrobiana
del sobrenadante libre de células de E. faecium P13.
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80,100,121,135 y 150°C se muestraen la Figura 4.4, Los resultados m4s interesantes se indican
a continuacién:

1) El tratamiento de los sobrenadantes concentrados a 80 y a 100°C durante 60 minutos
linicamente redujo su actividad antimicrobiana un 11-42% (a pH 4,5) y un 7-40% (a pH 7,0).

2) Cuando la temperatura de calentamiento ascendié a 121°C, tras 15 minutos de exposicion
los sobrenadantes concentrados de pH 4,5 mantuvieron adn el 42% de su actividad
antimicrobiana, mientrasque los sobrenadantes concentrados de pH 7,0 mostraron dinicamente
el 16%.

3) Al aumentar la temperatura de calentamientoa 135°C se observd que tras 6 minutos de
tratamiento las actividades antimicrobianas residuales fueron del 45% (a pH 4,5) y de tan sélo el
12% (a pH 7,0). A 150°C, la actividad inhibidora residual de los sobrenadantes concentrados de
pH 4.5 fue del 22% después de 6 min de tratamiento, mientras que en el caso de los
sobrenadantes concentrados de pH 7,0, a los 3,5 minutos no se detect$ actividad inhibidora.

A partir de las graficas de termorresistencia de la actividad antimicrobiana exocelular de E.
Sfaecium P13 se calcularon, asumiendo una cinética de primer orden, los pardmetros cinéticos de
su ipactivacion 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 150°C, respectivamente, para que
disminuyese un 90% la actividad antimicrobiana los sobrenadantes concentrados de pH 4,5; sin
embargo, los valores D de los sobrenadantes concentrados de pH 7,0 fueron considerablemente
inferiores, ya que sélo se necesitaron 16, 7 y 2 minutos a 121, 135 y 150°C, respectivamente,
para que la actividad antimicrobiana se redujera a un 90%. En lo que respecta a los valores Z,
éstos fueron de 30°C en las muestras cuyo pH se habfa ajustado a pH 4,5 y de 23°C a pH 7,0.

En base a estos resultados se puede afirmar que la sustancia antimicrobiana exocelular de E.
faecium P13 posee una elevada termorresistenciaa 80, 100, 121, 135 y 150°Cy 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 antimicrobianaresidual de los sobrenadantes de E. faecium P13 con el pH
ajustado a 4,5 y 7,0 se determiné después de estar almacenadas durante 12 meses a -20°Cy 3
meses a4, § y 25°C. El efecto que el almacenamientoa estas temperaturas ejerci6 en la actividad
antimicrobiana se muestra en la TablaIV.11. Los sobrenadantes mantenidos en congelacién, 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 8°C perdieronséloun 5y un 12%
de su actividad antimicrobiana inicial, respectivamente, mientras que en los sobrenadantes de pH
7,0 la reduccién fue del 12 y del 17%. Por otra parte, el almacenamiento de los sobrenadantes a
temperatura ambiente durante 3 meses provoc6 una pérdida de su actividad antimicrobiana pero,
a pesar de ello, los sobrenadantes de pH 4,5 y pH 7,0 mantuvieronel 68 y el 32% de su
actividad antimicrobiana original, respectivamente, .

Los resultados obtenidos demuestran la estabilidad de la sustancia antimicrobianade E.
Jaecium P13, especialmente a pH 4cido, durante almacenamientos prolongados a temperaturas
de congelacion y de refrigeracién y a temperatura ambiente.
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Tabla [V.10. Parametros cinéticos de termodestruccion de la actividad
antimicrobiana exocelular del sobrenadante concentrado de E. faecium P13

= __—— ___—__ _ — _____—____—-___ - __ —__ . ______— _____— ____—______— ]

pH del sobrenadante
concentrado
Pardmetro? Temperatura (°C) 4,5 7.0
D (min) 100 306 235
121 40 16
135 20 7
150 9 2
t; s, (min) 100 212 163
121 28 11
135 14 5
150 6 1,5

Z(°C) 30 23

4D, tiempo necesario para disminuir en un 90% la actividad antimicrobiana inicial a una temperatura determinada; [,
tiempo necesario para quela actividad antimicrobiana inicial se reduzca en un 50% a una temperatura determinada; Z,
temperatura en °C requerida para disminuir el valor D en un 90%.

Tabla IV.11. Efecto del almacenamiento a diversas temperaturas en la actividad
antimicrobiana exocelular de E. faecium P13?

Actividad antimicrobiana
residual del sobrenadante (%)

Temperatura (°C) 4,5 7,0
-20 98 95

4 95 88

8 88 83

25 68 32

8 aactividad antimicrobiana residuval de los sobrenadantes (AIR, %) se determing después de 3 meses de almacenamiento
a4, 8y 25°C y tras 12 meses a -20°C, mediante el método de difusién en agar, empleando comoe microorganismo
indicador E. facium T136.
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1V.9.2. Modo de accién de la sustancia antimicrobiana exocelular de E. faecium
P13 parcialmente purificada frente a Ls. monocytogenes ScottA

El efecto de la adicién de 0,5 y 1ml de sobrenadante concentrado de E. faecium P13 en el
crecimiento de Ls. monocytogenes ScottA se muestra en la Figura 4.5, en la que también se
muestra, como control, el efecto de la adicién de 1 ml de sobrenadante concentrado de
P.acidilactici 144. El sobrenadante concentrado de P. acidilactici 144 no afect6 la viabilidad del
microorganismo indicador, mientras que la adicién de 0,5 6 1 ml de sobrenadante concentrado de
E. faecium P13 provocé un rdpido descenso del nimero de unidades formadoras de colonias,
reduciendo dristicamente la poblacién bacteriana inicial (3,7x10% ufc/ml) en un 81%, es decir, a

7x104 ufc/ml, cuando tan s6lo habfan transcurrido 45 min de incubacién. A las 4 horas de
incubacién, la poblacién bacteriana residual del cultivo al que se habfan adicionado 0,5 ml de
sobrenadante concentrado era de 1,9x10% ufc/ml, es decir, €15,1% de la poblacién inicial, o que
equivale a una reduccién del 94,9%; sin embargo, 1a poblacién bacteriana residual del cultivo al
que se habfa afiadié 1 ml de sobrenadante concentrado era tan s6lo 7,7x103 ufc/ml, lo que
representael 2,1% de la poblacién inicialy, por tanto, una reduccién de la misma del 97,9%.
Transcurridas 8 horas de incubacién, 1a poblacién residual del cultivo al que se adicionaron 0,3
ml de sobrenadante concentrado (6,9x10# ufc/ml) representaba el 18,6% de la poblacién inicial,
mientras que en el caso de la adicién de 1 ml de sobrenadante concentrado representaba

tinicamente el 3,8% (1,4x10* ufc/ml). Asimismo, finalizado el tratamiento, la poblacién
bacteriana de los cultivos a los que se afadieron 0,5 y 1 ml de sobrenadante concentrado
representé un 0,03 y un 0,007% de la poblacién final de Ls. monocytogenes ScottA en el

cultivo control (2,0x108 ufc/ml).

1V.9.3. Purificacién a homogeneidad de la sustancia antimicrobiana exocelular
de E. faecium P13

La purificacién de la sustancia antimicrobiana se llevé a cabo a partir del sobrenadante libre
de células obtenida por centrifugaciénde 1 litro de cultivo de E. faecium P13 (in6culo del
0,005%) desarrollado en caldo MRS a 32°C durante 16 horas. En primer lugar se precipitaron las
proteinas del sobrenadante con sulfato aménico y, posteriormente, se aplicaron las técnicas
cromatogréficas de filtracién en geles, intercambio catinico, interaccién hidrofébica y
cromatografia de fase reversa (FPLC), segin el protocolo descrito en la secci6n111.2.10.3.2. La
actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas durante el proceso de purificacién se detecto
y se cuantificd mediante un ensayo en placas microtituladoras (seccién I11.2.10.3.4), empleando
como microorganismo indicador E. faecium T136.

El esquema de purificaci6n de la sustancia antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 se
muestra en la Tabla IV.12, en 1la que aparecen, entre otros pardmetros, ¢l incremento de la
actividad antimicrobiana especifica y la recuperacion de la actividad antimicrobiana en cada una
de las etapas del proceso de purificacién. La actividad antimicrobiana inicial detectada en el
sobrenadante libre de células (fraccién I) fue de 455 UB/ml. La precipitacion de 1as protefnas del
sobrenadante con 500 g/l de sulfato aménico permitié concentrar la sustancia antimicrobiana en
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- Log ufc/ml

Figura 4. 5. Efecto de la adicién de 0,5 m} (——a—a-) y 1,0 ml
(#——e—e) de sobrenadante concentrado de E. faecium P13 en
el crecimiento de Ls. monocytogenes Scott A. Desarrollo de

Ls. monocytogenes Scott A (-0—0—0—) tras la adicion de 1ml de
sobrenadante concentrado de P. acidilactici 144,

192 Pilar Casaus Lara



IV. Resultados

un volumen de 120 ml (fraccién II) con una recuperacién del 99% y un incremento de la
actividad antimicrobiana especifica de 8 veces, con respecto a la actividad antimicrobiana del
sobrenadante libre de células. La fraccién II se cromatografié a continuaciénen columnas de
filtracién en geles (Sephadex G-25), pues de otro modo resultaba infructuosa la subsiguiente
cromatograffa de intercambio catiénico. El eluato recogido (fraccién III) mostré unaactividad
antimicrobiana especifica 8 veces superior a la del sobrenadante y una recuperaciéndel 77%. La
fraccién I1I se aplicé a una columna de intercambio catiénico (SP-Sepharose) y tras la elucién
con 50 ml de una solucién 1M de NaCl en tampdn NaP se obtuvo la fraccién IV, la cual presentd
una actividad antimicrobiana especifica 106 veces mayor que la original y una recuperacion del
61%. Esta fraccidn se aplicé a una columna de interaccién hidrofébica (Octyl-Sepharose CL-
4B), eluyéndose con 10 ml de una solucién de alcohol etilico al 70% (v/v) la fraccién V, cuya
actividad antimicrobiana especifica era 3.657 veces la original y cuya actividad antimicrobiana
total representaba el 90% de la detectadaen el sobrenadante. Seguidamente, la fraccion V, eluida
de la columna de interacci6n hidrofébica (PepRPC HR5/5), se aplic6 a una columna de fase
reversa, integrada en un equipo de cromatrografia liquida ripida de proteinas (FPLC). En la
Figura 4.6 se muestra el cromatograma obtenido, en el que se observan al principio de la elucién
unas sustancias que no mostraron actividad antimicrobiana y que, probablemente, corresponden
a componentes del medio de cultivo. Cuando el gradiente de elucién alcanz6 un 35% de 2-
propanol, comenzd a eluir un pico con actividad antimicrobiana, cuya elucion termind cuando la
concentracién de 2-propanol fue de, aproximadamente, un 37%. Las fracciones con actividad
antimicrobiana (fracciones 15 y 16) se mezclaron y se recromatogafiaronen la misma columna
bajo similares condiciones, obteniéndose el cromatograma que se muestra en la Figura4.7, enel
que se observa un tnico pico de absorbancia a 254 nm (fraccién 8), que eluyé a una
concentracién de 2-propanol del 29-30% y que mostré una actividad antimicrobiana total de
129.162 UB. La actividad antimicrobiana especifica de esta fraccién (fracciéon VI, Tabla IV.12)
fue de 1.845.171 UB, es decir, 115.323 veces superior a la del sobrenadante libre de células, y
representd una recuperacion del 28% de la actividad antimicrobiana original.

A juzgar los cromatograma obtenidos, la protefna con actividad antimicrobiana (bacteriocina
P) producida por E. faecium P13 estaba purificada a homogeneidad, por lo que se procedi6 a
determinar la concentracién de proteina de la muestra purificada (fraccién VI, Tabla IV.12),
segun el procedimiento descrito en la seccién I111,2.10.3.5. La concentracién de bacteriocina P en
la muestra fue de 26,4 pg/ml y, por tanto, la cantidad total de bacteriocina obtenida tras el
proceso de purificacién fue de 26,4 pg.

IV.9.4. Composicién aminoacidica de la bacteriocina P

El andlisis comparativo de los cromatogramas de los hidrolizados 4cidos de la muestra de
bacteriocina P de E. faecium P13 purificada a homogeneidad (Fraccidn VI, Tabla VI.12) y de los
aminodcidos patrén, ambos obtenidos mediante cromatografia de intercambio catiénico (HPLC),
permitié determinar la composicién aminoacidica de la bacteriocina P que se muestraen la Tabla
IV.13. Debido a la hidrélisis 4cida a la que se somete la muestra, el triptéfano no se puede
detectar ya que se destruye y, por otra parte, la asparragina y la glutamina se hidrolizan,
origindndose 4cido aspartico y 4dcido glutdmico, respectivamente, por lo que no se puede

193 Pilar Casaus Lara



el

pAL] SNDSDT) DT

b ——— ——— — ____——_____ _—— |

Tabla IV.12. Purificacion de la sustancia antimicrobiana exocelular producida por E. faecium P13

Actividad Incremento
Volumen  Absorbancia total Actividad enlaactividad  Recuperacitn

(ml) total 55,2 (UB) espectficaC especificad (%)
Sobrenadante 1.000 27.500 455.593 16 1 100
(Fraccion I)
Precipitaci6n con sulfato aménico 120 3.324 451.914 137 8 99
{Fraccién 1)
Cromatografia de filtracién en geles 230 2.739 352.000 130 8 77
(Fracci6n III)
Cromatograffa de intercambio catiénico 50 160 276.114 1.726 106 61
(Fraccién IV)
Cromatograffa de interaccién hidrof6bica . 10 7 409.600 58.514 3.657 90
(Fraccion V)
Cromatograffa de fase reversa 1 0,07 129.162 1.845.171 115.323 28
(Fracci6n V1)

3Absorbancia total; 54, absorbancia a 254 nm multiplicada por el volumen en mililitros. bActividad antimicrobiana total (UB), reciproco dela dilucién queinhibe en

un 50% el desarrollo de E. faecium T136, multiplicado por el volumen en mililitros. Actividad antimicrobiana especifica, actividad antimicrobiana total (UB)dividida

por la A total 354 dAclividad antimjcrobiana especifica de la fraccién correspondiente dividida por la del sobrenadante.
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Figura 4.6. Purificacién de la sustancia antimicrobiana exocelular de E.
faecium P13 por cromatografia de fase reversa (FPLC) de Ia fraccién
procedente de la columna de interaccion hidrofébica (fraccion 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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Figura 4.7. Purificacién de la sustancia antimicrobiana exocelular de E.
faecium P13 por cromatografia de fase reversa (FPLC) de las fracciones
con actividad inhibidora de la Figura 4.6.
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determinar con certeza el niimero total de residuos polares sin carga neta @ con carga neta
negativa. Los resultados més interesantes se indican a continuacion:

1) Se reconoce la existencia de una molécula proteica (bacteriocina P) de 37-41 residuos
aminoacidicos, de 1os cuales 6 residuos, es decir el 15-16%, son glicina, 12-15 residuos, esdecir
el 32-36% de la molécula, corresponden a aminodcidos apolares y 19-20 residuos corresponden
a aminodcidos polares (49-51%).

2) En cuanto a los aminodcidos apolares, se¢ detecta la presencia de los aminodcidos
aliffticosalanina (4), isoleucina (2), leucina (2), valina (2) y prolina (0-1); asimismo, s posible
que la molécula contenga el aminodcido sulfurado metionina (0-1) y los aminoécidos aromdticos
fenilalanina (0-1) y tirosina (2).

3) Dentro de los aminodcidos polares se encuentran 3 6 4 residuos con carga neta positiva a
pH 6,0-7,0, entre los que se incluyen la arginina (1 residuo), la lisina (2) y, probablemente, la
histidina (1) y, al menos, § residuos sin carga neta a pH 6,0-7,0. Los restantes 8 residuos
corresponden a aminodcidos con carga neta negativa o sin carga (4 residuos de Asx {Asp/Asn]y
4 residuos de Gix [Glu/Gin}).

IV.9.5. Secuencia aminoacidica de la bacteriocina P

La degradacién directa de Edman permiti6 determinarla secuencia de 43 aminodcidos del
extremo N-terminal de la bacteriocina P purificada a homogeneidad (Figura 4.8). La molécula
presenta la secuencia Tyr-Gly-Asn-Gly-Val, entre las posiciones 5 y 9, que es idéntica a la
secuencia consenso caracteristicade las bacteriocinas de la clase II del tipo pediocina (seccitn
I1.4.1). Los aminodcidos correspondientes a las posiciones 15, 17, 34 y 36 no pudieron
determinarse con certeza, aunque probablemente corresponden a lisina (Lys13), triptéfano
(Trpl7), glicina (Gly34) y alanina (Ala36). Asimismo, no pudo identificarse el aminoédcido
correspondiente a la posicién 1 (Xaal). Aunque no se pudo establecer con certeza, es posible
que la moléculacontenga un iltimo residuo en posicidn 44, que corresponderia al aminodcido
histidina (His44).

A partir de estos resultados se obtuvo lacomposicién amincacidicade la bacteriocina P que
se muestraen la Tabla IV.13. Con respecto a los 8 residuos sin carga neta o con carga neta
negativa (4 Asx y 4 Glx) detectados por hidrélisis 4cida, la degradacién de Edman mostrd que la
bacteriocina posee 2 residuos de dcido glutdmico (Glu22 y Giu25) y 5 residuos de asparragina
(Asn7, Asnl2, Asnl3, Asnl9 y Asn26), pero que carece de dcido aspérticoy de glutamina.
Teniendo en cuenta la presencia del residuo de histidina en el extremo C-terminal, la bacteriocina
P estaria constituida por 44 aminodcidos, 1o cual concuerda con ¢l nimero de residuos deducido
de la composién aminoacidica obtenida por hidrdlisis dcida (41 residuos), si a este valor se e
suman los tres residuos de triptéfano obtenidos por degradacién de Edman. El andlisis de varias
muestras de bacteriocina P, mediante espectrometria de masas, no permitié determinar su masa
molecular.

La secuencia aminoacidica del fragmento N-terminal de la bacteriocina P, producida por E.
faecium P13, se compar6 con las secuencias de otras bacteriocinas de los bancos de datos
SWISS-PROT, SWISS-NEW, TREMBLNEW, PDB-PROTEIN y PIR, no encontrdndose
identidad con ninguna de elias. Asi, pues, la bacteriocina P, producida por E. faecium P13, es
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Tabla 1V.13, Composicion aminoacidica de la enterocina P de

E. faecium P13

Nimero de residuos
Aminodcido  Contenido (pmol)  Por hidrdlisis® Por secuencia® Por genética®
Asx 1.345,2 4 5 5
Ala 1.245.,6 4 4 5
Arg 339,0 1 1 1
Cys 631,7 2 2 2
Gly 1.987,3 6 8 8
Glx 1.340,8 4 2 2
His 285,4 0-1 0-1 1
lle 541,1 2 3 3
Teu 606,1 1 1
Lys 650,6 2 2 2
Met 65,2 0-1 1 1
Phe 244.8 0-1 0 0
Pro 3076 0-1 0 0
Ser 1.240,0 4 4 4
Thr 600,8 2 1 1
Trp ND ND 3 3
Tyr 698.5 2 2 2
Val 598.5 2 3 3
Xan ND ND 1 0
Total 3741 4344 44

8Nidmero més probable de residuos aminoacidicos por molécula asemiendo que la enterocina P
contiene 1 residuo de arginina.

bNtmero de residuos aminoacidicos de la enterocina P a partir de la secuencia proteica obtenida
mediante degradacién de Edman.

“Nimero deresiduos aminoacidicos de la enterocina P a partir de la secuencia proteica obtenida
mediante la secuenciacién de su correspondiente gen estructural.

Cédigo trisilabe de los aminodcidos: Ala, Alanina; Arg, Arginina; Asn, Asparragina; Asp,
Acido aspdrtico; Cys, Cisteina; Gln, Glutamina; Glu, Acido glutdmico; Gly, Glicina; His,
Histidina; Ile, Isoleucina; Leu, Leucina; Lys, Lisina; Met, Metionina; Phe, Fenilalanina; Pro,
Prolina; Ser, Serina; Thr, Treonina: Trp, Triptéfano; Tyr. Tirosina; Val, Valina. Asx,
Asparragina o Acido aspartico; Glx Glutamina o Acido glutémico.

Simbolos: Xaa, residuc aminoacidico no identificado; ND, no determinado.
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Figura 4.8. Secuencia aminoacidica de la enterocina P de E. faecium P13
obtenida por degradacién de Edman

1 5 10 15*
N Xaa-Thr-arg-Ser-Tyr-Gly-Agn-Glv-Val-Tyr-Cys-Asn-Asn-Ser-Lys
X T R 5 Y G N G Vi Y C N N S K

* 20 25 a0
Cys-Trp~Val-Asn-Trp-Gly-Glu-Ala-Lys-Glu-Asn-Ile-Ala-Gly-Ile
C W Vv N W G E A K E N I A G I

* 35 * 40
Val-Tle-Ser-Gly-Trp-Ala-Ser-Gly-Leu-Ala-Gly-Met-Gly-? C
v I s G W A S G L A G M G

Cedigo trisilabo de los aminodcidos como en la Tabla IV.13.

Cédigo monosilabo de los amino4cidos: A, Alanina; R, Arginina; N, Asparragina; D, Acido aspartico; C, Cisteina; Q,
Glutamina; E, Acido glutdmico; G, Glicina; H, Histidina; 1, Isoleucina; L, Leucina; K, Lisina; M, Metionina; F,
Fenilalanina; P, Prolina; S, Serina; T, Treonins; W, Triptéfano; Y, Tirosina; V, Valina,

Simbolos: Xaa (X), residuo aminoacidico no identificado. Los asteriscos indican queel residuo amincacidice no se pudo
determinar con certeza. La interrogacién seiiala que posiblemente existe un residuo de histidina en la posicién 44.

Se ha subrayado la secuencia consenso que presentan las bacteriocinas del tipo pediocina.
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una nueva bacteriocina y se denomind enterocina P.

1V.9.6. Efecto del ditriotitol (DTT) en la actividad antimicrobiana de la
enterocina P

La muestra de enterocina P purificada a homogeneidad se traté con el agente reductor DTT, a
una concentracién de 10mM, durante 12-14 h a 30°C (seccién I11.2.10.7). Una vez excluido el
efecto inhibidor del DTT en el desarrollo del microorganismo indicador (E. faecium T136) se
determind el porcentaje de reduccién de la actividad antimicrobiana de la bacteriocina tratada con
este agente reductor. La actividad antimicrobiana residual de la enterocina P fue de 16.383
UB/ml, frente a las 35.431 UB/ml cuantificadas en el correspondiente control, 1o que supone
una reduccién en su actividad biolégica del 54%.

IV.9.7. Concentracion inhibidora minima (CIM) de la enterocina P frente a
diversos microorganismos de interés en la industria alimentaria

La concentracién inhibidora minima (CIM) de la enterocina P purificada a homogeneidad se
determiné, mediante un ensayo en placas microtituladoras, frente a un gran mimero de bacterias
l4cticas y microorganismos alterantes y patdgenos de interés en la industria alimentaria, segin el
procedimiento descrito en la seccién 111.2.10.8. En la Tabla IV.14 se muestran las
concentraciones de enterocina P que fueron necesarias para inhibir en un 50% el desarrollo de
cada microorganismo indicador. De las 22 bacterias ldcticas analizadas solamente 8 resultaron
inhibidas por la enterocina P purificada a homogeneidad, obteniéndose CIMs muy bajas (1-22
ng/ml) frente a Lb. curvatus NCFB2739, Lb. fermentum CECT9338, P. pentosaceus FBB63 y
L. lactis BB24; sin embargo, se requirieron 69-238 ng/mi para inhibir en un 50% el desarrollo de
Lb. sake NCFB2714, P. pentosaceus FBB61, E. faecium L50 y E. faecalis EF. Empleando una
concentracion mixima de bacteriocinade 1,25 pg/ml no se inhibid el desarrollo de M. varians
CECT230.

La enterocina P purificada a homogeneidad resulté muy efectiva frente a todos los
microorganismos alterantes analizados. Asf, pues, se requirieron tan sélo entre 4 y 37 ng/ml de
bacteriocina para inhibir en un 50% el desarrollo de ClL sporogenes C22/10 y de las dos cepas
analizadas del género Propionibacterium, mientras que para inhibir el crecimientode Ls. innocua
BL/8626, St. carnosus MCly las 2 cepas analizadas de Cl. tyrobutyricum fueron necesarios
139-559 ng/ml de enterocina P.

Asimismo, la enterocina P resulté ser un potente inhibidor del desarrolio de todos los
microorganismos patégenos empleados como indicadores, siendo destacables las bajas CIMs
requeridas para inhibirel desarrollo de Cl. perfringens CECT376 (4 ng/ml) y de 4 de las cepas
analizadas de Ls. monocytogenes (18-39 ng/ml). Por otra parte, concentraciones de enterocina P
entre 125 y 294 ng/ml fueron suficientes para inhibir el crecimiento de Cl. botulinum CECTS551,
B. cereus ATCC9139 y 4 de las cepas analizadas de St. aureus.

Los resultados obtenidos demuestran que la enterocina P purificada a homogeneidad
mantiene su amplio y potente espectro de accién y que sélo se requieren pequefias
concentraciones de bacteriocina -entre 4 y 294 ng/mi- para inhibir en un 50% el crecimiento de la
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Tabla 1V.14, Concentraciéon inhibidora minima (CIM) de la enterocina P de E. faecium P13?
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CIM CiM
Microorganismo indicador Cepa Origen® (ng/m}) Microorganismo indicador Cepa OrigenP (ng/ml)
Lactobacillus acidophilus 4356 ATCC - Micrococcus varians 230 CECT -
Lactobacillus bulgaricus 11842 ATCC - Listeria innocua BL/8626 TNO 395
Lactobacillus casei 334 ATCC - Clostridium sporogenes C22/10 TNO 4
Lactobacillus curvatus 2739 NCFB 17 Clostridium tyrobutyricum 3,5CT TNO 559
Lactobacillus helveticus 15009 ATCC - Clostridium tyrobutyricum 1754 NCDO 412
Lactobacillus fermentum 9338 CECT i Propionibacterium sp. P4 TNO 37
Lactobacillus plantarum 1193 NCDO - Propionibacterium sp. P6 TNO 26
Lactobacillus reuteri 20016 DSM , - Prop. acidipropionici 563 NCDO ND
Lactobacillus sake 2714 NCFB 144 Staphylococcus carnosus MC1 TNO 139
Lactobacillus sake 148 FVM - Bacillus cereus 9139 ATCC 286
Lactobacillus salivarius 2747 NCFB - Clostridium perfringens 376 CECT 4
Pediococcus acidilactici 347 FVM - Clostridium botulinum 551 CECT 259
Pediococcus pentosaceus FBB61 TNO 136 Listeria monocytogenes 7973 NCTC 35
Pediococcus pentosaceus FBB&3 TNO 18 Listeria monocytogenes LiSsvl/2 FVM 33
Pediococcus pentosaceus PC1 TNO - Listeria monocytogenes 5105 NCTC 18
Leuconostoc cremoris DBI1275 TNO - Listeria monocytogenes Llisv4 FVM 39
Lactococcus cremoris CNRZ117 INRA - Listeria monocytogenes ScottA FVM 125
Lactococcus lactis CNRZ148 INRA - Staphylococcus aureus 137 FRI 190
Lactococcus lactis CNRZ150 INRA - Staphylococcus aureus 196E FRI 407
Lactococcus lactis BB24 FVM 22 Staphylococcus aureus 349 FRI 221
Enterococcus faecalis EF TNO 238 Staphylococcus aureus 361 FRI 294
Enterococcus faecium L50 FVYM 69 Staphylococcus aureus 472 FRI 269

— /Y
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.a CIM de la enterocina P purificada se determiné mediante un ensayc en placas microtituladoras (seccién II1.2.10.8). bAbreviaturas como en la Tabla IIL.1.
Simbolos: -, inhibicién no detectada empleando 1,25 pg/ml de enterocina P, ND, no determinado.
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mayoria de los microorganismos alterantes y patégenos, incluidas bacterias de gran importancia
higiénico-sanitariacomo Ls. monocytogenes, B. cereus, St. aureus, Cl. perfringensy Cl
botulinum.

IV.10. CARACTERIZACION GENETICA DE LA ENTEROCINA P DE E.
faecium P13

IV.10.1. Obtencién de mutantes de E. faecium P13 deficientes en la produccion
de enterocina P y en su inmunidad

Alfcuotas de un cultivo puro de E. faecium P13 con fenotipos Ent+ (capacidad de producir
enterocinaP) e Inm+ (inmunidad a esta bacteriocina) se incubaron a 32°C durante 72 horas en
caldo MRS con distintas concentraciones de novobiocina (seccién I11.2.11.1). La concentracién
de novobiocina de 1ug/m! permitié un crecimiento normal de E. faecium P13, obteniéndose

recuentos de 6,5x108 ufc/m); sin embargo, empleando 2,5 pg/ml de novobiocina la poblacién se
mantuvo en los niveles iniciales (1x10° ufc/ml) y cuando se aumenté la concentracién de

novobiocina a 5,0 y a 7,5 pg/mi los recuentos obtenidos fueron de 1,4x10* y de 3x10? ufc/mli,
respectivamente. De los cultivos con 1,0; 2,5 y 5,0 pg/ml de novobiocina se seleccionaron al
azar 48 colonias y se determiné su capacidad de producir enterocina P mediante 1a técnica de
inhibicién por siembra en picadura, empleando E. faecium T136 como microorganismo
indicador. La concentracién de novobiocina de lpug/ml no indujo la aparicién de colonias con
fenotipo distinto al salvaje (Ent+); sin embargo, empleando 2,5 y 5,0 pug/ml de novobiocina se
obtuvieron, respectivamente, 5 y 20 colonias con fenotipo Ent. Diez de estas colonias se
inocularon en caldo MRS y se incubaron a 32°C durante 16 horas para, posteriormente,
confirmar su fenotipo Ent- y determinar su inmunidad a la enterocina P mediante la técnica de
difusién en agar. Ninguno de los sobrenadantes obtenidos mostr6 actividad antimicrobiana frente
a E. faecium T136 y, por otra parte, todos los cultivos fueron sensibles (Inm-) al scbrenadante de
un cultivo de E. faecium P13 con fenotipo Ent+. La estabilidad de los fenotipos EntInm- se
confirm¢é mediante un ensayo en placas microtituladoras después de realizarse 3 transferencias
consecutivas de 10s cultivos en caldo MRS

A continuacidn, se seleccionaron las cepas PM5, PM10, PM18 y PM20, de fenotipos Ent-
Inm-, para intentar asociar los nuevos fenotipos a la curacién de algin pldsmido especifico.

IV.10,2. Aislamiento y visualizacion del ADN total de E. faecium P13 y de los
mutantes seleccionados

El ADN cromosémico y plasmidico de E. faecium P13 y de los mutantes PM5, PM10,
PM18 y PM20 se aislé a partir de 10 ml de sus cultivos en caldo MRS, segin el método de lisis
alcalina descrito por Anderson y McKay (1983), con las modificaciones indicadas en la seccién
I1.2.11.2. Los resultados obtenidos tras realizar la electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%
(p/v) se muestran en la Figura 4.9. E1 ADN cromosoémico de E. faecium P13 y de los mutantes
seleccionados se visualiz6 como una mancha nucleotidica nica en la porcién superior del gel. En
lo que respecta al ADN plasmidico, tanto E. faecium P13 como los 4 mutantes seleccionados
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1 2 3 4 85 6 7 8

Figura 4.9. Electroforesis en gel de agarosa del ADN
cromosémico y plasmidico de E. faecium P13 (2), de los
mutantes PM5 (3), PM10 (4), PM18 (5) y PM20 (6) y de E.
Jaecium T136 (7). En las columnas 1 y 8 se muestran los
marcadores del tamano molecular del ADN plasmidico y del
ADN lineal, respectivamente.
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mostraron un solo pldsmido de elevado tamafio molecular, posiblemente mayor de 60Kb,
localizado encima de la banda cromosémica. Dado que la cepa de fenotipos Ent+Inm+ y las de
fenotipos EntInm- mostraron el mismo perfil plasmidico resulté imposible determinar ia
localizacién plasmidica o cromosGmica de los determinantes genéticos que codifican la
produccién de enterocina P y su inmunidad.

IV.10.3. Secuenciacién del gen estructural de la enterocina P y de su hipotético
gen de inmunidad

La secuencia nucleotidica del fragmento de 995 pb del ADN de E. faecium P13 que contiene
el gen estructural de la enterocina P (entP) y su hipotético gen de inmunidad (entiP) se determiné
secuenciando diversos fragmentos de PCR mediante el método enzimético de Sanger o método
didesoxi de finalizacién de cadena, como se describi6 en la seccidn [11.2.11.10. Lasecuenciay
la direcci6n de los oligonucledtidos sintéticos utilizados como cebadores en los experimentos de
PCR o de secuenciacién, su temperatura de fusién y su localizacion con respecto a la secuencia
aminoacfidica de Ia enterocina P y/o ala de su hipotética proteina de inmunidad s¢ muestran en la
Tabla IV.15. La orientacién y la posicidn relativa de los oligonucleétidos sintéticos en el
fragmento secuenciado de 995 pb se muestra en la Figura 4.14.

1V.10.3.1, Obtencién de la primera secuencia nucleotidica

A partir de la secuencia aminoacfdica de la enterocina P, obtenida mediante degradacién de
Edman (Figura 4.8), se diseiid el oligonucle6tido degenerado ENTP1, seleccionando para elio
una zona de la secuenciaque indujera la minima degeneracidn del cédigo genético. El fragmento
seleccionado correspondid a los residuos aminoacidicos comprendidos entre las posiciones 16 y
23 (Figura 4.10). A partir de esta secuencia aminoacidica se dedujo la secuencia del ARN
mensajero correspondiente y la del ADN que en él se transcribe. Esta secuencia de ADN
mostraba tres tripletes de doble ambigiiedad y dos de cuddruple, por lo que el nidmero de
secuencias posibles era de 128. Con el objeto de disminuirel grado de degeneracién del cebador
ENTP1 se decidié introducir la base neutra inosina (I) -que se aparea de forma estable con las
cuatro bases nitrogenadas (Ohtsuka et al., 1985)- en las posiciones de cuddruple ambigiiedad,
por lo que el nimero de secuencias posibles se redujo a 8. A continuacién, se realizaron tres
PCRs hemiespecificos (seccidn 111.2.11.6.3) empleando como ADN molde muestras que
contenfan fragmentos del ADN total de E. faeciumP13 digerido con los enzimas de restriccién
Dral, Rsal o Sspl (seccion 111.2.11.3) y ligados en el vector fagémido pBluescript II SK+
(seccidén 111.2.11.5), previamente tratado con Hincll (mezclas de ligacién Dral, Rsal y Sspl)
(seccién 111.2.11.4.2) y, como cebadores, el oligonucleétido degenerado ENTP1 y el
oligonucleétido SK2 (especifico del vector) biotinizado en su extremo 5°. La etapa de hibridacién
se realizé a 55°C durante 30 seg y la polimerizaciénse efectué a 72°C durante 2 min. La
electroforesis de los productos de PCR en un gel de agarosa al 0,8% (p/v) revelé un fragmento
mayoritariode 0,7 Kb empleando la mezcla de ligacién Dral y uno de 0,5 Kb con la ligacién
Rsal. El fragmento 0,5 Kb-Rsal se extrajo del gel de agarosa y, a continuacion, se purifico para
eliminar productos que pudieran interferir en las reacciones de secuenciacion posteriores
(secciones 1I1.2.11.7 y 111.2.11.8). A continuacidn, se separaron las dos hebras de ADN del
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Tabla IV.15. Oligonucledtidos sintéticos empleados en las experiencias de PCR
y de secuenciacion del gen estructural de la enterocina P de E. faecium P13 y de
su hipotético gen de inmunidad

] ]
Nombre  Empleo  Secuencia nucleot{dica (5'- 3") Tm ()2 Loc®  Dir¢
ENTP1 () PCRH TGY TGG GTI AAY TGG GGI GAR GC 60,7 1623 5-%
SEQ

ENTP2 PCRy v GAT TTATTA CTT TTC ATA GTA TTA ATG TCC 54,5 43¢ 3-5
SEQ

ENTP3 PCR y n CCAGCATTTACTATTATTACAATAAACACCATTACC 60,8 6-17 3-5
SEQ

ENTP4 SEQ  CTCATTTGTATTCTTCGGGGAATTAATTCATTCC 61,7 * 3-5

ENTPS PCRy CTTTCAACAAAGTTCTAGAATTAACTGAAACAGC 605 (617 5-%

SEQ
THS PCR, CTC ACT AAA GGG AAC AAA AGC TGG AG 60,7 -y
SEQ
SK2 (bio) PCRy y CCG CTC TAG AAC TAG TGG ATC 54,2 -5y
SEQ

&Tm (°C), temperatura de fusién del ADN,

bLoc, localizacién de los oligonucledtidos en la secuencia aminoacidica de la enterocina P o ¢n la de su hipotética
proteina de inmunidad (mimeros con subindice i); *, el cebador ENTP4 se localiza a 12 pb upstream de la secuencia
repetida inversa izquierda (SRIi) mostrada en la Figura 4.14; -, los cebadores TH8 y SK2 se localizan en el vector
comercial pBluescript IT SK +.

“Dir, se refiere ala direccién delos oligonucledtidos con respecto ala hebra codificante; es decir, hacia su extremo 3' &
downstream (5'- 3') o hacia su extremo 5°6 upstream (3'- 5°),

Los paréntesis indican: (d), oligonucledtide degenerado; (bio), oligonucledtide biotinizado. PCR, reaccién en cadenade
la polimerasa; la modalidad de PCR se indica con los subindices: H, hemiespecifico; N, anidado. SEQ, reacciones de
secuenciacién.

Los desoxirribonuclestidos con las diferentes bases nitrogenadas del ADNse indican como: A, adenina; C, citosina; G,
guanina; T, timina; Y (C/T); R (A/G); 1, base universal inosina

Los oligonucle6tidos utilizados fueron disefiados por la auiora, a excepcidn de TH8 y SK2, cuyas secuencias son
especificas del vector comercial pBluescript II SK +.
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Figura 4.10. Diseiio del cebador degenerado ENTP1 a partir de la secuencia aminoacidica de la enterocina P

obtenida por degradacion de Edman
- /]  —— . —— . — —  — ———  — — — ——  ———_———— _______—~ —________————— ]
1 5 10 15* * 20
N Xaa-Thr-Arg-Ser-Tyr-Gly-Asn-Gly-val-Tyr-Cys-Asn-Asn-Ser-Lys-Cys-Trp-Val-Asn-Trp-
X T R S Y G N G Vv Y C N N S K C W v N W

25 30 * 35 * 40

Gly-Glu-Ala-Lys-Glu-Asn-Ile-Ala-Gly-Ile-Val-Ile-Ser-Gly-Trp-Ala-Ser-Gly-Leu-Ala-
G E A K E N I A G I Vv I S G W A S G L A

Gly-Met-Gly - ? C

G M G
16 23
Fragmento seleccionado -Cys-Trp-Val-Asn-Trp-Gly-Glu-Ala-
ARNm 5 UGC UGG GUA AAC UGG GGA GAA GC 3’
U c u c G
G G
U U
ADNc 3/ ACG ACC CAT TTG ACC CCT CTT CG 5°
A G A G C
C C
A B
Cebador ENTP1 5 TGY TGG GTI ARY TGG GGI GAR GC 3¢

Cédigo trisilabo delos aminodcidos como en la TablaIV.13; c6digo monosilabo de los aminoécidos y simbolos como en la Figura 4.8. Los desoxirribonucledtidos se
indican como en la Tabla IV.15.
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fragmento, graciasa la especificidad del cebador SK2 marcado con biotina por la estreptavidina
(seccién 111.2.11.10.2), y se secuenciaron las hebras positiva (biotinizada) y negativa,
empleando como cebadores de secuenciacién ENTP1 y SK2, respectivamente. Tras la
autorradiograffa correspondiente se pudieron leer con claridad un total de 134 pb (Figura 4.11A).
A partir de esta secuencia nucleotidica se dedujeron las posibles secuencias aminoacidicas y, tras
compararlas con la de la enterocinaP, se confirmé que la hebra 5°-3° (hebra codificante) del
fragmento secuenciado contenfa el extremo 3’ del gen estructural de la enterocina P (entP), que
codifica su extremo C-terminal, entre los amino4cidos 29 y 44 (Figura 4.11B), obteniéndose de
este modo la primera pauta especifica de secuenciacién.

A partir de la secuencia nucleotidica de 134 pb obtenida con ENTP1 y SK2 se disefié el
cebador especifico ENTPS y, a continuacién, se realizé un PCR anidado hemiespecifico
empleando, como ADN molde, el fragmento 0,7 Kb-Dmal obtenido anteriormente con ENTP1 y
SK2 y, como cebadores, SK2 y ENTPS (interno con respecto a ENTP1). La etapa de
hibridacién se realizd a 55°C durante 30 seg y la polimerizacién se efectué a 72°C durante 45 seg.
Finalizada la electroforesis de los productos de PCR en un gel de agarosa al 0,8 (p/v) se
visualiz6 una inica banda de 590 pb. El fragmento 590 pb-Dral se purificé directamente del
producto de PCR y, acontinuacién, se obtuvieron los correspondientes fragmentos de ADN de
cadena sencilla y se secuencié la hebra positiva, empleando ENTP5 como cebador de
secuenciacién. Tras la autorradiografia correspondiente se empezé a leer, con la carrera
electroforética corta, a una distancia de 12 pb del cebador ENTPS, lo que permitié un
solapamiento de 15 pb con respecto a la secuencia de 134 pb obtenida con ENTP1 y SK2.
Solapando las secuencias obtenidas con las dos carreras electroforéticas se determiné una
secuencia de 301 pb.

Iv.10.3.3.

A partir de la secuencia nucleotidicade 134 pb obtenida con ENTP1 y SK2 se disefio el
cebador especifico ENTP2. A continuacidn, se realizaron tres PCRs hemiespecificos empleando,
como ADN molde, las mezclas de ligacién Dral, Rsal y Sspl y, como cebadores, el
oligonucleétido especifico ENTP2 y SK2 biotinizado. La etapa de hibridacién se realiz6 a 55°C
durante 30 seg y la polimerizacién se efectud a 72°C durante 2,5 min. Tras realizar la
electroforesis del producto de PCR correspondiente a la ligacién Sspl se visualizaron numerosos
fragmentos de intensidad débil, en el obtenido empleando la ligacién Drul se visualizaron 2
fragmentos de tamaiio similar (750 y 800 pb) y en el correspondiente a la ligacién Rsal se
visualizé un unico fragmento de 250 pb, el cual se seleccioné para llevar a cabo su
secuenciacion. La visualizacién de una tnica banda permitié 1a purificacién del fragmento 250
pb-Rsal directamente a partir del producto de PCR. A continuacién, el fragmento se convirtié a
cadena sencilla y se secuenci6 la hebra positiva, empleando ENTP2 como cebador de
secuenciacion. Con la carrera electroforética corta se empezé a leer a una distancia de 4 pb del
cebador ENTP2, lo que permiti6 confirmar las 40 pb correspondientes al principio de la
secuencia de 134 pb obtenida con ENTP1 y SK2. Solapando las secuencias obtenidas con las
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Figura 4.11. Secuencia nucleotidica de 134 pbdel fragmento 0,5 Kb-Rsal de E. faecium P13 amplificado por
PCR empleando los cebadores ENTP1 y SK2 (A) y secuencia aminoacidica del extremo C-terminal de la

enterocina P codificado por la cadena en direccion 5’-3’ (B)?

1
5% CAGGAATCGTTATTAGTGGCTGGGCTTCTGGTTTGGCAGGTATGGGACATTAATACTATGAAAAGTAATAAATCTTTCAACA

3> GTCCTTAGCAATAATCACCGACCCGAAGACCAAACCGTCCATACCCTGTAATTATGATACTTTTCATTATTTAGAAAGAAGT

134

AAGTTCTAGAATTAACTGAAACAGCATTAGCCACCCCAGAAATTAAAAAAGA 3’
TTCAAGATCTTAATTGACTTTGTGCTAATCGGAGGGGTCTTTAATTTTTTCT 5’

(B)
1 52

5’ CA GGA ATC GTT ATT AGT GGC TGG GCT TCT GGT TTG GCA GGT ATG GGA CAT TAA ...3’
G I v I S G W A S G L A G M G H *

3La secuencia amincacidica codificada por 1a cadena 5°-3° corresponde ala region entre los aminoécidos 29 y 43 dela secuencia peptidica dela enterocina P obtenida
por degradacién de Edman. El residuo aminoacidico en cursiva corresponde al aminodcido de la posicién 44, que no fuéidentificade con certeza mediante degradacidn de
Edman. Las posiciones correspondientes a los cebadores ENTP2 y ENTPS aparecen subrayadas en las cadenas 3°- 5" y 5°- 3', respectivamente, en la figura (A).

Los desoximibonucleétidos se indican como en la Tabla IV.15. Cédige monosilabo de los aminoécidos como en la Figura 4.8. El asterisco indica el codon de

terminacién de la traduccién (UAA).
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dos carreras electroforéticas se obtuvo la secuencia de 137 pb desde el final de entP hacia su
extremo 5.

I1V,10.3.4. Secuenciacién desde la mitad del gen estructural hacia su ¢xtremo 5°

A partir de la secuencia nucleotidicade 137 pb obtenida con ENTP2 se disefié un nuevo
cebador especifico, ENTP3, para continuar la secuenciacién desde 1a mitad de entP hacia su
extremo 5°. Empleando como ADN molde las ligaciones Dml y Sspl y como cebadores ENTP3
y SK2, se realizaron dos PCRs hemiespecificos con una temperaturade hibridacién de 55°C
durante 30 seg y un tiempo de polimerizaciéna 72°C de 1 min. Tras realizarla electroforesis de
los productos de PCR, en el correspondiente a la ligacién Sspl se visualizaron numerosos
fragmentos de intensidad débil y en el obtenido empleando la ligacion Dral se visualizaron 2
fragmentos muy préximos, de 645 y 695 pb, que no se pudieron extraer del gel por separado.
Por este motivo, se decidi6 realizarun PCR anidado hemiespecifico sobre 1a mezclade ligacién
Dral bajo condiciones similares, pero empleando la pareja de cebadores ENTP2 (cebador externo
a ENTP3) y THS8 (cebador externo a SK2) y, a continuacién, efectuar una electroforesis del
producto de PCR en un gel de agarosa al 2% (p/v) para incrementar el poder de resolucién de
fragmentos de tamafio similar. Finalizada la electroforesis, se visualizaron nuevamente 2
fragmentos, de 793 y 843 pb aproximadamente, pero esta vez lo suficientemente separados como
para permitir su extracccion del gel de forma independiente. A continuacién, para elucidar cual de
los dos fragmentos era el positivo, se realizaron dos PCRs anidados hemiespecificos empleando,
como ADN molde, una muestra con el fragmento pequefio (793 pb-Dral-ENTP2-THS) y otra
con el fragmento grande (843 pb-Dral-ENTP2-THS) y, como cebadores internos, SK2 y
ENTP3. Con el PCR del fragmento pequefio se consiguid amplificar un dnico fragmento de 640
pb (640 pb-Dral-ENTP3-SK2). La visualizacién de una dnica banda en el gel de agarosa
permitié la purificacién del fragmento 640 pb-Dral-ENTP3-SK2 directamente del producto de
PCR. El fragmento purificado se convirti6 a cadena sencilla y se secuencié la hebra positiva
empleando ENTP3 como cebador de secuenciacién. Con la carrera electroforética corta se
empez6 a leer a una distancia de 16 pb del cebador ENTP3, lo que permitié un solapamiento de
14 pb con respecto a la secuenciade 137 pb obtenida con ENTP2. Solapando las secuencias
obtenidas con las dos carreras electroforéticas se obtuvo una secuencia total de 296 pb, que
permiti$ finalizar la secuenciacion del gen estructural de la enterocina P y del correspondiente a
su hipotética protefna de inmunidad y avanzar hacia el extremo 5°.

IV.10.3.5. Av 1 nciacién hacia el extrem

A partir de la secuencia nucleotidica de 296 pb obtenida con ENTP3 se diseiié el cebador
ENTP4, que se utilizé como cebador interno para secuenciar nuevamente la hebra positiva del
fragmento 640 pb-Dral-ENTP3-SK2. Tras la autorradiografia correspondiente, se ley6 con la
carrera electroforética corta a una distancia de 11 pb de la secuencia del cebador ENTP4, lo que
permiti6 confirmar las 51 pb del principio de la secuencia de 296 pb obtenida anteriormente.
Solapando las secuencias obtenidas con las dos carreras electroforéticas se determiné una
secuencia de 247 pb hacia el extremo 57,

Laintegracidn de los resultados anteriores permiti6 obtener Ia secuencia de 995 nucledtidos
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contiguos del ADN de E. faecium P13 que se muestra en la Figura 4.12.

IV.10.4. Anilisis del gen estructural de la enterocina P, de su hipotético gen de
inmunidad y de las regiones adyacentes. Identificacion de las regiones
nucleotidicas relacionadas con el inicio de la transcripcién y de la traduccién

El andlisis informdtico de la secuencia nucleotfdica de 995 pb del ADN de E. faecium P13
obtenida mediante 1a secuenciacién de varios productos de PCR revel§ que contiene tres marcos
de lectura abiertos (ORF) con la misma polaridad (hebra 5°-3”), denominados orfX, entPy entiP
(Figuras 4.12 y 4.14).

El ORF central, denominado entP, corresponde al gen estructural de Ia bacteriocina y
codificaun péptidode 71 aminodcidos con un tamafic molecular teérico de 7.552 ddltones (Da).
Mediante la comparaci6n de esta secuencia aminoacidica con la obtenida para la enterocina P por
degradacién de Edman, se deduce que esta bacteriocina se sintetiza como un precursor o
prepéptido (pre-enterocina P) que contiene una extensién N-terminal de 27 amino4cidos con un
tamafio molecular te6rico de 2.940 Da (Figura 4.13; TablaIV.16). El punto de procesamiento de
la bacteriocina se sitiia inmediatamente después de los residuos Val-Asp-Ala (posiciones-3 a -1)
de 1a extensién N-terminal, lo que da fugar a un péptido de 44 amino4cidos (enterocina P) con un
tamaiio molecular te6rico de 4.630 Da (Figura 4.13; Tabla IV.16).

La expresion génica en los procariotas, al igual que en los eucariotas, se rige por los
procesos de transcripcién y traduccién. La clave de la iniciacién de 1a transcripcin es 1a unién de
1a ARN polimerasa a una regién del ADN denominada promotory la conversidn de aquélla a un
estado activo, con lo que comienza la sintesis del ARN mensajero (ARNm) correspondiente. El
estudio de la estructura de numerosos promotores de la ARN polimerasa de E. coli y de algunas
bacterias Gram-positivas, como Bacillus subtilis, Cl. pasteurianum y Lactococcus spp., ha
permitido definir un promotor consenso para e€ste enzima (Rosenberg y Court, 1979; Moran er
al., 1982; Hawley etal., 1983; Graves et al., 1986; Van Der Vossen et al., 1987, Koivula eral.,
1991). En este promotor, localizado delante (upstream) del gen correspondiente, se distinguen
dos regiones hexaméricas: una en posicion -10 -con respecto al punto de iniciacién de la
transcripcion- fuertemente conservada y rica en A+T, denominada secuencia TATA o de
Pribnow (Pribnow box, secuenciaconsenso: TATAAT) (Pribnow, 1975), y otra en posicion -
35, menos conservada, cuya secuencia consenso es TTGACA. El espacio entre estas dos
secuencias tiene gran importancia para el correcto funcionamiento del promotor y es
genei"almente de 17 + 1 nucleétidos. En este contexto, el anilisis de la regién nucleotidica
localizada delante del gen estructural de la enterocinaP (entP) permiti6 identificar dos secuencias
hexaméricas, separadas por 19 nucleétidos, correspondientes a las regiones -10 y -35 de su
hipotético promotor (Figura 4.12). La secuencia de la regién -10 (TATAAT) coincide
completamente con la secuencia consenso y la secuencia de la regién -35 (TTATCA) difiere
dnicamente en los dos nucledtidos internos. En la regién del promotor de entP se identificaron,
ademds, dos juegos de secuencias repetidas directas (SRD1 y SRD2) y uno de secuencias
repetidas inversas (SRT). Las SRD! consisten en dos secuencias de 9 pb (TTATG[A/C]T[A/T]T)
separadas por una regién de 12 pb ricaen Ay T. La secuencia TTATGATAT, localizada 2 pb
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W

Figura 4.12. Secuencia nucleotidica del gen estructural de la enterocina P (entP)
de E. faecium P13, de su hipotético gen de inmunidad (entiP) y de las regiones
adyacentes. Identificacién de las regiones relacionadas con el inicio de la
transcripcién y de la traduccion

P e e

1  CTCAGTATTTGTCACACAAAMRATTCGAAAAATATTCTATAGCTTTATAGAAGGGCCAACA

61 ACTTTTAAGGTTTTGATCCTGTTTTAATTTCTCATTTCAGCGTTCTTTCAATAGTTCACT

-35
5.0,
121 TAATTAAGTTCAGATAGATATARAATTAGATCTCAATAGGGTATACTCCAGAAATGGAAG
-10 orfX M E E

181 AATATGAAAATCAAGTAGCAAAATATTTGAGAAAAGTAGGAAATTATGCGCGTTATTGTG
Y EN Q V A K Y L R KV GGNUYAURYCYV

241 TGACACACGATTTTCTAGGGAATGAATTAATTCCCCGAAGAATACAAATGAGATTAGTTT

T H p F L G NELI PRU ERTIGQMZBRULUVIL
SRDZ2i

SRIi SRD1i SRD1d
301 TAACAATGATTTTTTATTGCCATTATGCTTTCAAAACAACTGTTTATGATATAATTATCA
T M I F Y C HY A F K TTUV Y DI I I3%

§RI4 ~ _SRB2d 5.D.
361 AATTTTTCTAAAAATCATITATAATTATTTTAGAAAAAGGAGGTATTGATTTATGAGAAA
F F * -10 entP M R K

421 AAAATTATTTAGTTTAGCTCTTATTGGAATATTTGGGTTAGTTGTGACAAATTTTGGTAC
XK L F $ L AL I 66 I F GL VV TWNTF FG T

481 AAAAGTTGATGCAGCTACGCGTTCATATGGTAATGGTGTTTATTGTAATAATAGTAAATG
KVDAfATRSYGNGVYCNNSKC

541 CTGGGTTAACTGGGGAGAAGCTAAAGAGAATATTGCAGGAATCGTTATTAGTGGCTGGGC
W vV N WG EAEKEDNTIOA AGTI VI S G W A

$.D.
601 TTICTGGTTTGGCAGGTATGGGACATTAATACTATGAAAAGTAATAAATCTTICAACAAAG
S 6 L A G M G H *entiPM K 5 N K 8§ F N K V

661 TTCTAGAATTAACTGAAACAGCATTAGCCACCCCAGAAATTAAAAAAGATARAAATCTAT
L EL TE T AULATUPETIIZ KIE KUDI XNILLC

721 GTGAAATTTTAGAAAAAGTAAAAGCTAGTGCTGCTARAGGTGAATTTTATTATGATTACA
E T L E K V KA S A AKGEVFY Y DY K

781 AGAAAGAATTTCAACCTGCAATTAGTGGATTCACTATTAGARACGGCTTTTCCACACCGA
K E F ¢ P A I 8 G F T I URDNSGUF S T P K

841 AGGTTTTATTGCGAGTTGCTTGCTGAAGTAAAAACTCCCARAGCATGGTCGGGACTTTGAG
vV L L EL L A E YV KT P K A W S G L *

901 TTATGATAAGTGCCATTCTATTTTTTGTAAGAGTATCTAATTGAGTTTTAAGGAACATAT
961 GGAATATAGAAATTAAAATCTTACAATATATITGG 985

e e e e —————
Cédigo monosilabo delos amonodcidos como en la Figura 4.8. Los dexosirribonucleétidos se indican como en la Tabla
IV.15. Los numéros indican la posicién de las bases nitrogenadas en pares de bases. ATG: codon de iniciacidn de Ia
traduccién correspondiente al aminodcido metionina; *, codones de terminacidn de la traduccién (UAA, UGA). Las
regiones -35 y -10 de los hipotdticos promotores y las secuencias Shine-Dalgarno (S.D.) se han subrayado. Los 2 juegos
de secuencias repetidas directas( SRD\, izquierda; SRDd, derecha) se han suprarayado y las secuencias repetidas inversas
(SRIi y SRid ) se muestran en cursiva. El punto de procesamiento de la bacteriocina estd seiialado con una fiecha vertical.
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Figura 4.13. Secuencia aminoacidica de la enterocina P de E. faecium P13 obtenida por degradacion de Edman y por

secuenciacién genética

+1 +44

Degradacién de Edman XTRSYGNGVYCNNSKCWVNWGEAKENIAGIVISGWASGLAGMG ?

-27 -1 +44

+1
Secuenciacidn genética MRKKLFSLALIGIFGLVVTNFGTKVDA } ATRSYGNGVYCNNSKCWVNWGEAKENIAGIVISGWASGLAGMGH

Cédigo monosilabo de los aminodcidos y simbolos como en }a Figura 4.8. Los amincécidos en cursiva no se pudieron determinar por degradacién de Edman o su identificacién
no coincidi6é con la deducidade la secuencia genética. El punto de procesamiento de la preproenterocina P se indica con una flecha vertical. Los nimeros negativos indican los
limites de la extensién N-terminal de la preproenterocina P y los ndmeros positivos corresponden a la bacteriocina. La secuencia consenso de las bacteriocinas del tipo

pediocina se ha subrayado.
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delante de la regi6n -35, se denominé SRD1 derecha (SRD1d), mientras que la secuencia
TTATGCTTT, localizada 12 pb delante de la SRD1d, se denominé SRD1 izquierda (SRD1i). El
segundo juego de SRD (SRD2) consiste en dos secuencias idénticas de 9 pb (TATAATTAT),
separadas por una regién de 21 pb rica en A+T. Las SRD2 se solapan parcialmente con las
regiones -10 y -35 del promotor. La SRD2 derecha (SRD2d) incluye el hexdmero
correspondiente a la regién -10 y los tres nucledtidos posteriores (TATAATTAT) y la SRD2
izquierda (SRD21i), localizada 21 pb delante de la SRD2d, incluye 4 nucleétidos del extremo 5’
de la regién -35 y los 5 nucledtidos anteriores(TATAATTAT). Las secuencias repetidas inversas
(SRI) consisten en dos secuenciasde 10 pb ricasen A+T. La SRI derecha (SRId), de secuencia
AAAAATCATT, se localiza inmediatamente delante de 1a regién -10 del promotor de entP. La
SRI izquierda (SRIi), de secuenciaAATGATTTTT, se localiza 55 pb delante de la SRId. En
los procariotas, inmediatamente después de la transcripcién acontece la traduccién en los
ribosomas del ARNm recién transcrito. En la regiéon del ARNm que se encuentra entre su
extremo 5’ y el triplete o codon de iniciacién de la traduccién (AUG, UUG o GUG), conocida
como regién 5’ no traducida, se localiza la secuencia de unidn al ribosoma (RBS, del inglés
Ribosome Binding Site) o secuencia Shine-Dalgarno (S.D.). La secuencia S.D. consiste en un
nanémero rico en purinas cuya secuencia consenso (5'-UAAGGAGGU-3’, el caso de E. coli) es
complementaria al extremo 3’ del ARNr-16S (3’-AUUCCUCCA-5’) (Shine y Dalgarno, 1974).
La secuencia S.D y el codon de iniciacién de la traduccién estdn separados por una regién de 2-
10 pb (consideradas desde el nicleo AGGA de la secuencia S. D. hasta el primer nucleétido del
codon de iniciacién). En este contexto, €l andlisis de la regién nucleotidica localizada delante de
entP permitié identificar una secuencia S. D. altamente conservada (AAGGAGGU), que se
encuentra a una distancia 6ptima de 11 pb del codon de iniciacion de 1a traduccidén (AUG) de 1a
pre-enterocina P .

E1 ORF localizado en el extremo 3’ del fragmento secuenciado de 955 pb se denominé entiP
(Figuras 4.12 y 4.14). El codon de iniciacién (AUG) de entiP se encuentra s6lo 4 nucleétidos
detrds (downstream) del codon de terminacién (UAA) del gen estructural de la enterocina P y,
por otra parte, a la distancia 6ptima de 10 pb del codon de iniciaciénde entiP se localizauna
posible secuencia §.D. (GGGA). EntiP codifica presumiblemente una proteina (ENTIP) de 88
aminodcidos con un tamafio molecular tedrico de 9.886 Da (TablaIV.16). La comparacién de la
secuencia aminoacidica de esta proteina con las de los bancos de datos SWISS-PROT, SWISS-
NEW, TREMBLNEW, PDB-PROTEIN y PIR revelé que se trataba de una nueva proteina y
permitié hipotetizar que es la proteina responsable de la inmunidad de E. faecium P13 a la
enterocina P.

E1 ORF localizado en el extremo 5’ del fragmento secuenciado de 955 pb se denominé orfX
y su codon de iniciacién (AUG) se encuentra a 41 pb del codon de iniciacién del gen estructural
de la enterocina P, solapando parcialmentecon la regién -35 de su promotor (Figuras 4.12 y
4.14). El andlisis de la regién nucleotidica localizada delante de orfX permitié localizar una
posible secuencia S.D. (AGGG), situada a una distancia éptima de 12 pb del codon de iniciacién
de orfX. Asimismo, se identificaron, separadas por una distancia 6ptima de 18 pb, las
secuencias -10 (TATAAA) y -35 (TTCACT) del hipotético promotor de orfX. OrfX codifica
presumiblemente una protefna (ORFX) de 65 aminodcidos con un tamafio molecular teérico de
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7.978 Da (Tabla IV.16). El andlisis informdtico de esta proteina con el programa PHYSCHEM
revel6 que se trataba de una proteina estable, catiénica (carga neta 3, a pH 7,0), con un elevado
pI (9,2) e hidr6foba (Indice GRAVY de -0,04). De acuerdo con el programa SOAP (Klein et al.,
1985) se trata de una proteina periférica que carece de segmentos transmembrana; no obstante, el
programa HELIXMEN (Eisenberg et al., 1984) predijo una posible hélice o transmembrana
(PTH) de 21 residuos, entre las posiciones 42 (Val) y 62 (Ile). La comparacién de la secuencia
aminoacfdica de ORFX con las de otras proteinas de las bases de datos indicadas anteriormente
no permitié encontrar ninguna homologfa significativa.

En la Figura 4.14 se muestra la organizacién genéticay el mapa parcial de restriccion del
fragmento de 995 pb del ADN de E. faecium P13 que contiene el gen estructural de la enterocina
P (entP), el gen correspondiente a su hipotética proteina de inmunidad, ENTIP, (ensiP) y el
orfX.

La secuencia nucleotidica del gen estructural de la enterocina P, de su hipotético gen de
inmunidad y de las regiones adyacentes se encuentra registrada en la base de datos GENBANK
con el nimero de acceso AF005726.

1V.10.5. Analisis de la secuencia aminoacidica de la enterocina P, de su
extension N-terminal y de su hipotética proteina de inmunidad. Parametros
fisico-quimicos

La secuencia aminoacidica de la enterocina P deducida de la secuencia genética de su
correspondiente gen estructural coincide con la obtenida por degradacién de Edman, y permite
determinar la presencia del aminodcido alaninaen su extremo N-terminal (Alal)y, asimismo,
confirmar la existencia de un residuo de histidina en su extremo C-terminal (His44), por lo que la
enterocina P madura contiene 44 residuos aminoacidicos (Figura 4.13). El andlisis de su
secuencia aminoacidica revel6 que esta bacteriocina contiene en su extremo N-terminal, entre las
posiciones 5 y 9, la secuencia consenso YGNGYV caracteristica de las bacteriocinas de la clase IT
del tipo pediocina (secciénI1.4.1). Los principales pardmetros ffsico-quimicos de la enterocina P
se muestran en la Tabla IV.16, en la que se observa que la molécula contiene un 18% de residuos
de glicina, un 41% de amino4cidos apolares (de los cualesel 11% son residuos aromdticos), un
27% de aminodcidos polares neutros y el 5 y el 9% restante lo constituyen aminodcidos dcidos y
bésicos, respectivamente. La enterocina P es una protefna estable, periférica, catiénica (carga
neta 1, a pH 7,0), de elevado pl (8,3), hidréfoba (indice GRAVY de -1,50) y con un tamafio
molecular tedrico de 4.630 Da. El extremo N-terminal (hasta el residuo 22) es poco hidréfobo
(indice GRAVY de -8,46), mientras que la regién C-terminal de 1a moléculaes muy hidréfoba
(indice GRAVY de +5,45) y, segiin el programa HELIXMEN (Eisenberg er al., 1984), contiene
una posible hélice a transmembrana (PTH) de 21 amino4cidos, entre los residuos 23 (Ala)y 43
(Gly) (indice GRAVY de +7,23).

El andlisis de 1a extensién N-terminal de 27 aminoécidos de la enterocina P (Figura 4.13)
permitié identificar las siguientes regiones: (i) tres residuos aminoacidicos con carga neta positiva
inmediatamente después del extremo N-terminal, en las posiciones -26 (R), -25 (K) y -24 (K),
los cuales conforman la regién hidrofilica (indice GRAVY de -41) denominada “dominic N”; a
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Figura 4.14, Organizacion genética y mapa parcial de restricccion del fragmento de 995 nucledtidos del ADN de E. faecium P13 que contiene

el gen estructural de la enterocina P (entP), su hipotético gen de inmunidad (entiP) y el orfX.

La linea superior muestra la escala en Kb empleada en la realizacion de esta figura y la localizacién en el fragmento de dianas de diversos enzimas de restricein. La parte central de la figura
representa la localizacion de una regién de 1.875 pb que contiene el fragmento secuenciado en el vector de ligacién pBluescript II SK + (pBIISK+). Ei vector se muestra como regiones rectangulares
blancas en las que se indica la posicién relativa de los promotores T3 y T7 (rectangulos blancos verticales) y de los cebadores SK2 y TH8 especificos del vector (flechas negras orientadas en direccidn
3"). La regi6n secuenciada se representa como una linea en la que entP, entiP y orfX aparecen como flechas rayadas orientadas en direccién 3'. Las regiones rectangulares sombreadas adyacentes al 'E
fragmento de 395 pb representan ADN de E. faecium P13 no secuenciado. La parte inferior de a figura representa una ampliacion del fragmento secuenciado en la que s¢ muestran las hipotéticas &
secuencias Shine-Dalgarno (S.D.) (6valos negros), las secuencias -35 y -10 de los hipotéticos promotores de entP y entiP (tridngulos punteados) y la localizacién y orientacién de los cebadores £

S

=3

empleados durante su secuenciacion (flechas negras). §
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Tabla IV.16. Parametros fisico-quimicos de la enterocina P de E. faecium P13, de su extensién N-terminal
(péptido seiial), de su hipotética proteina de inmunidad (ENTIP) y de ORFX

% de aminodcidos
apolares polares

Pm Ne Carga fodice N2

Da) ;M Gly Af Ar Nt Ac  Bs Aminodcidos ausentes ned pl  GRAVY PTHs
ENTEROCINA P 4.630 44 18 30 11 27 5 g P,F,QD 1 8.3 -1,50 1
PEPTIDO SENAL 2.940 27 11 4 11 15 4 15 PWYQCEH 3 11,1 +8,92 1
ENTIP 9 886 88 5 35 10 20 13 17 H 4 9.8 -3.56 0
ORFX 7.978 65 3 35 19 17 9 17 W, S 3 92 -0,04 1

aCarga neta apH 7.0, Simbolos y abreviaturas: N& aa, mimero de aminodcidos; Ar, residuos apolares arométicos; Af, residuos apolares alifdticos; Sf, residuos apolares
sulfurados; Nt, residuos polares neutros; Ac, residuos polares 4cidos; Bs, residuos polares bésicos; pl, punlo isveléctrico; Indice GRAVY, valor promedio

hidropdtico; N2 PTH, ndmero de posibles hélices « transmembrana. Cédigo monosilabo de los aminodcidos como en la Figura 4.8.
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continuacién, (ii) una regién, desde L (-23) hasta F (-7), ambos inclusive, constituida por 12
aminodcidos hidréfobos, 3 residuos polares sin carganetay 2 glicinas, que conforman el niicleo
hidrofébico (indice GRAVY de +21,29) o “dominio H”, en el que se encuentra una posible
hélice o transmembrana (PTH) y, por iltimo, (iii) una regién menos hidréfoba (indice GRAVY
de -4,2), denominada “dominio C”, formada por 6 aminoicidos (desde G-6 hasta A-1, ambos
inclusive), de los que destacan 2 residuos hidréfobos, no aromdticos y de pequefio tamafio
molecularen las posiciones -3 (Val-3)y -1 (Ala-1), con respecto al punto de procesarniento de la
preproenterocina P, Estas caracteristicas de la extensién N-terminal de la enterocina P
concuerdan con la “regladel -3-1” y con los demds criterios establecidos por Von Heijne (1983,
1986) (seccién 11.4.6) para los péptidos sefial que dirigen la secrecién de proteinas a través de la
Ruta General de Secrecién (GSP) dependiente del peptido sefial (sistema sec-dependiente), en la
que intervienen los productos de los genes sec y las peptidasas de sefial (Gierasch, 1989;
Wandersman, 1992; Pugsley, 1993). Los pardmetros ffsico-quimicos m4s relevantes del péptido
sefial de la enterocina P se muestran en la Tabla IV.16, en la que se observaque el 11% de la
moléculaesta constituido por residuos de glicina, el 55% corresponde a amino4cidos apolares
(de los cualesel 11% son residuos aromdticos), el 15% a aminoécidos polares neutros y el 19%
restante contiene aminodcidos polares cargados (4% 4cidos y 15% bdsicos). La molécula es
estable, catiénica (carga neta 3, a pH 7,0), deelevadopl (11,1), muy hidréfoba (indice GRAVY
de +8,92) y con un tamafio molecular teérico de 2.940 Da. De acuerdo con el programa SOAP
(Klein et al., 1985) se trata de una proteina integral y, al igual que predice el programa
HELIXMEN (Eisenberg et al., 1984), posee una hélice a transmembrana (PTH) de 17
aminodcidos, entre los residuos aminoacidicos correspondientes a las posiciones -23 (Leu)y -7
(Phe).

Teniendo en cuenta todos estos resultados se puede concluir que la enterocina P de E.
faecium P13 es una nueva bacteriocina sec-dependiente del tipo pediocina, es decir, una
sustancia antimicrobianaque se sintetiza en los ribosomas en forma de un prepropéptido o
precursor inactivo (preproenterocina P) que contiene un péptido sefial que lo dirije a la membrana
plasmdtica y que se procesa concomitantemente con la secrecién del péptido activo o maduro
{enterocina P), que contiene la secuencia consenso YGNGYV, a través de la Ruta General de
Secreci6én (GSP).

La hipotética proteina de inmunidad de la enterocina P contiene 88 amino4cidos y un tamafio
molecular teérico de 9.886 Da. Del andlisis de su secuencia aminoacfdica (Figura 4.12) se
desprende que esta proteina carece de una extensién N-terminal (secuencia lider o péptido sefial)
lo que la diferencia de la enterocina P y de la mayorfa de las bacteriocinas descritas. Los
pardmetros fisico-quimicos de la hipotética protefna de inmunidad de la enterocina P se muestran
en la TablaIV.16, de la que se deduce que el 5% lo constituyen residuos de glicina, el 45% son
aminodcidos apolares (10% residuos aromdticos), €l 20% son residuos polares neutros y el 30%
restante lo constituyen residuos polares cargados (13% de residuos aminoacidicos dcidos y 17%
de residuos aminoacidicos bdsicos). La molécula es periférica, estable, catibnica (carganeta 4, a
pH 7,0), de elevado pI (9,8) ¢ hidréfoba (indice GRAVY de -3,56). De acuerdo con los
programas HELIXMEN (Eisenberg et al., 1984) y SOAP (Klein et al., 1985), la hipotética
proteina de inmunidad de la enterocina P no contiene segmentos transmembrana.
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IV.11. CARACTERIZACION BIOQUIMICA PARCIAL DE LA ENTEROCINA B
DE E. faecium T136

I1V.11.1. Purificacion a homogeneidad y determinacion de la secuencia
aminoacidica parcial de las sustancias antimicrobianas exocelulares de E.

Jaecium T136

La purificacién de las sustancias antimicrobianas se levé a cabo a partir del sobrenadante
libre de células obtenido por centrifugacién de dos cultivos de E. faecium T136 (in6culo del
0,01%) desarrolladosen frascos con 500 ml de caldo MRS a 32°C durante 16 horas. En primer
lugar se precipitaron las proteinas del sobrenadante con sulfato aménico y, posteriormente, se
aplicaron las técnicas cromatogréficas de intercambio catiénico, interaccién hidrofébica y fase
reversa segin el protocolo descrito en la seccién 111.2.10.3.3. La actividad antimicrobiana de las
fracciones obtenidas durante el proceso de purificacién se detect y cuantificé mediante un
ensayo en placas microtituladoras (seccién 111.2.10.3.4), empleando como microorganismo
indicador E. faecium P13.

Los resultados globales de la purificacién de las sustancias antimicrobianasde E. faecium
T136 se muestran en la Tabla IV.17, en la que aparecen, entre otros pardmetros, €l incremento de
la actividad antimicrobiana especifica y la recuperacién de la actividad antimicrobiana en cada una
de las etapas del proceso de purificacién. La actividad antimicrobiana inicial detectada en el
sobrenadante libre de células (fraccién ) fue de 555 UB/ml. La precipitacién de las proteinas del
sobrenadante con sulfato aménico (500 g/1) permitié concentrar las sustancias antimicrobianasen
un volumen de 200 ml (fraccién II) con una recuperacién del 77% y con un incremento de la
actividad antimicrobiana especifica de 6 veces. La fraccién II se aplicé a una columna de
intercambio catiénico (SP-Sepharose), eluyéndose la fraccién III, que mostré un incremento de
actividad antimicrobiana especifica de 471 veces y una recuperaciéndel 31%. Esta fraccién se
aplicé a una columna de interaccién hidrofébica (Octyl-Sepharose CL4B), eluyéndose con una
solucién de alcohol etilico al 70% (v/v) la fraccién IV, cuya actividad antimicrobiana
representaba el 30% de la del sobrenadante y cuya actividad antimicrobiana especifica fue 1.323
veces superior a la inicial. La fraccién IV eluida de 1a columa de interaccién hidrofébica se aplicd
a una columna de fase reversa (PepRPC HRS/S) integrada en un equipo de cromatografia liquida
rdpida de proteinas (FPLC) obteniéndose el cromatograma de 1a Figura 4.15. Como se observa
en esta figura, al principio de la cromatografia eluyeron unas sustancias que no mostraron
actividad antimicrobiana y cuando el gradiente de 2-propanol fue de un 28-34% se obtuvieron
dos fracciones con actividad antimicrobiana (fracciones 7 y 8). Las fracciones que eluyeron a
continuacion carecieron de actividad inhibidora y cuando el gradiente de 2-propanol alcanzé el
40% aparecié un pico de absorbancia, correspondiente a la fraccidn 11, que volvié a mostrar
actividad antimicrobiana. En base a estos resultados, la mezcla de las fracciones7 y 8 y Ia
fraccion 11 se recromatografiaron independientemente en la misma columna bajo condiciones
similares, pero empleando un gradiente de elucién ms lento para lograr asf una mejor separacién
de las sustancias proteicas.

Tras la cromatografia de fase reversa de las fracciones 7 y 8 se obtuvo el cromatogramade la
Figura 4.16, en el que se observa nuevamente la presencia de dos picos de actividad
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Tabla IV.17. Purificacién de las sustancias antimicrobianas exocelulares producidas por E. faecium T136

— -

Actividad Incremento
Volumen Absorbancia total Actividad enlaactividad  Recuperacion
(ml) total 55,2 (UB)Y especifica® especificad (%)

Sobrenadante 1.000 33.400 555.800 16 1 100
(Fraccién I)
Precipitacion con sulfato aménico 200 4.340 429.640 99 6 77
(Fraccidn II)
Cromatografia de intercambio catiénico 50 23 173.315 7.535 471 31
(Fraccion 1)
Cromatograffa de interaccién hidrofdbica 10 8 169.353 21.169 1.323 30
(Fraccién IV)
Cromatografia de fase reversa .

Fraccitn Al 0.9 0,041 4942 120.536 7.533 0.8

Fraccién A2 1,1 0,058 10.734 185.069 11.567 2

Fraccién A3 1,8 0,123 2.723 22.138 1.384 0,4

3Absorbancia total, g, absorbancia a 254 nm multiplicada por el velamen en mililitros. b Actividad antimicrobiana total (UB), reciproco dela dilucién queinhibe en

unt 50% el desarrollo de E. faecium P13, multiplicado por el volumen en mililitros. €Actividad antimicrobiana especifica, actividad antimicrobiana total (UB)dividida
por la A total 444 dActividad antimicrobiana especifica de la fraccidn correspondiente  dividida por la del sobrenadante,
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antimicrobiana. El primer pico corresponde a las fracciones 5, 6 y 7 y el segundo coincide con el
pico de absorbancia de la fraccién 11. Las fracciones 5, 6 y 7 se mezclarony se
recromatografiaron de nuevo, obteniéndose el cromatograma de la Figura 4.17, en el que se
observa que a una una concentracién de 2-propanol del 26% eluy6 un pico de absorbancia
mayoritario (fraccién 10) que mostré actividad antimicrobiana. La actividad antimicrobiana de
esta fraccidn (fraccién Al, Tabla IV.17) represent$ una recuperacién del 0,8% y su actividad
antimicrobiana especifica fue 7.533 veces superior a la del sobrenadante. Asimismo, la fraccién
11 (Figura 4.16) se recromatografi6 y se obtuvo el cromatograma que se muestra en la Figura
4.18, en el que se observa que a una concentracién de 2-propanol del 27% eluy6 un pico de
absorbancia mayoritario {fraccién 11) que mostré actividad antimicrobiana. La actividad
antimicrobiana de esta fraccién (fraccién A2, Tabla IV.17) represent6 una recuperacidn del 2% y
su actividad antimicrobiana especifica fue 11.567 veces superior a la del sobrenadante.

Finalmente, se cromatografié de nuevo la fraccién 11 (Figura 4.15), obteniéndose el
cromatograma que se muestra en la Figura 4.19. Como puede observarse, ¢l pico de actividad
antimicrobiana coincidié con el pico de absorbancia mayoritario (fraccién 3), que eluy6 a un 40%
de 2-propanol. La actividad antimicrobiana de esta fraccién (fraccién A3, Tabla IV.17)
represent6 un 0,4% con respecto a la del sobrenadante y su actividad antimicrobiana especifica
fue 1.384 veces superior a la inicial.

La concentracién de proteina de las muestras purificadas se determind segin el
procedimiento descrito en la seccidn I11.2.10.3.5, resultando que las fracciones Al, A2y A3
tenfan una concentracién de proteina de 40, 15 y 11 pg/ml, respectivamente. Por lo tanto, la
cantidad total de protefna A1, A2y A3 obtenida tras el proceso de purificacién fue de 36; 16,5 y
19,8 pg, respectivamente.

Para determinar si las tres fracciones obtenidas contenfan bacteriocinas diferentes o si, por el
contrario, eran distintas formas moleculares de la misma sustancia proteica, se determiné su
secuencia aminoacidica mediante degradacién de Edman (seccién 111.2.10.5). Los resultados
obtenidos fueron los siguientes:

1) La fraccion Al contenfa una dnica proteina, de la que s6lo se pudieron determinar los
primeros 18 residuos de su extremo N terminal (Xaa-Thr-His-Ser-Gly-Lys-Tyr-Tyr-Gly-Asn-
Gly-Val-Tyr-Xaa-Thr-Lys-Asn-Lys; donde Xaa representa un residuo aminoacidico no
identificado). Esta secuencia aminoacidica se compar6 con las de los bancos de datos SWISS-
PROT, SWISS-NEW, TREMBLNEW, PDB-PROTEIN y PIR y result ser idéntica al extremo
N-terminal de 1a enterocina A producida por E. faecium CTC492 (Aymerich, 1996; Aymerich et
d., 1996).

2) La fraccién A2 contenia una mezcla de las fracciones Al y A3.

3) La fraccién A3 estaba constituida por una tnica proteina, de la que sélo se pudieron
determinar los primeros 19 residuos de su extremo N-terminal (Xaa-Asn-Xaa-His-Xaa-Met-
Pro-Asn-Glu-Leu-Asn-Arg-Pro-Asn-Asn-Leu-Ser-Lys-Gly). Esta secuencia aminoacidica se
compard con las secuencias de otras bacteriocinas de los bancos de datos indicados
anteriormente, no encontrandose identidad con ninguna de ellas. Asi, pues, se trata de una nueva
bacteriocina producida por E. faecium T136, que se denominé enterocina B.

Con el objeto de disponer de una mayor cantidad de enterocina B para poder determinar su
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Figura 4.15. Purificacién de las sustancias antimicrobianas exocelulares de
E. faecium T136 por cromatografia de fase reversa (FPLC) de la fraccion
procedente de la columna de interaccion hidrofébica (fraccién IV; Tabla
IV.17). Las fracciones con actividad inhibidora (fracciones 7 y 8 y fraccién
11) se recromatografiaron bajo condiciones similares.
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Figura 4.16. Purificacion de las sustancias antimicrobianas exocelulares de
E. faecium T136 por cromatografia 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 fraccién 11) se recromatografiaron bajo condiciones

similares.
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Figura 4.17. Purificacién de las sustancias antimicrobianas exocelulares de
E. faecium TI136 por cromatografia de fase reversa (FPLC) de las

fracciones 5, 6 y 7 de la Figura 4.16.
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Figura 4.18. Purificacion de las sustancias antimicrobianas exocelulares de

E. faecium T136 por cromatografia de fase reversa de la fraccién 11 con

actividad inhibidora de la Figura 4.16.
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Figura 4.19. Purificaciéon de las sustancias antimicrobianas exocelulares de
E. faecium T136 por cromatografia de fase reversa (FPLC) de la fraccién

11 de la Figura 4.15.
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composicién y su secuencia aminoacidica completa, asi como su masa molecular por espectro
metria de masas, se procedié a optimizar la produccitn de las enterocinas By A de E. faecium
T136.

IV.11.2. Optimizacion de la produccion y purificacién a homogeneidad de la
enterocina B y de la enterocina A

Como paso previo a la optimizacién de la producciény a la purificacién a homogeneidad de
las enterocinas B y A de E. faecium T136, se seleccionaron microorganismos sensibles a cada
una de ellas para, de este modo, poder cuantificar la actividad antimicrobiana de cada bacteriocina
independientemente mediante un ensayo en placas microtituladoras (seccidn HI1.2.1(0.3.4).

En primer lugar se seleccionaron E. faecium P13, Lb. sake 148 y P. pentosaceus FBB61, ya
que eran sensibles a la actividad antimicrobiana del sobrenadante de E. faecium T136 (Tablas
V.2, IV.3 y IV.4), es decir, sensibles a la enterocina B y/o a laenterocina A. A continuacién, se
determiné su sensibilidad a 1a enterocina B y a la enterocina A purificadas a homogeneidad. Los
resultados obtenidos permitieron seleccionar a Lb. sake 148 como un microorganismo indicador
idéneo para detectar la presencia de la enterocina B, ya que resulté muy sensible a esta
bacteriocinay, por el contrario, fue resistente a la enterocina A. Asimismo, se seleccionéa P.
pentosaceus FBB61 como microrganismo indicador para detectar la presencia de la enterocina A,
pues era inhibido por esta bacteriocina pero no por la enterocina B (seccion IV.11.7).

1V.11.2.1. Optimnizacion de la produccion de la enierocina B laen

Para optimizar la produccitn de las enterocinas B y A, E. faecium T136 (indculo del0,1%)
se desarroll6 anaerébicamenteen caldo MRS a 30°C con agitacién constante (50rpm) en un
fermentador, manteniendo constante el pH del medio de cultivo (6,2; 5,7 y 5,2), durante 24 6 63
h (seccidén 111.2.10.4.1). Durante la incubacién de tos cultivos se monitorizd el consumo de
glucosa y se tomaron muestras periédicamente para determinar su absorbanciaa 620 nmy la
actividad antimicrobiana de los sobrenadantes correspondientes. La produccién de enterocina B y
de enterocina A durante las fermentaciones controladas se determiné de forma indirecta,
evaluando la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes frente a Lb. sake 148 y P.
pentosaceus FBB61 mediante un ensayo en placas microtituladoras.

En la Figura 4.20 se muestran las cinéticas del crecimiento y de la produccidn de enterocinas
B y A, asi como el consumo de glucosa, cuando E. faecium T136 se desarrollé en el fermentador
con el pH constante a 6,2 y 5,7 durante 24 h y con el pH constante a 5,2 durante 63 h.

A pH 6,2 (Figura 4.20A), la cinética de produccidn de las enterocinas B y A fue similar,
comenzando a detectarse la actividad antimicrobiana al inicio de la fase exponencial de
crecimiento (tras 5 horas de incubacin en el caso de la enterocina A y después de 6 horas enel
caso de laenterocina B). Lamdxima actividad antimicrobiana de la enterocina A se alcanz6 hacia
la mitad de la fase exponencial (12 horas), mientras que en ¢l caso de la enterocina B se detecté al
final de la misma (15 horas). La actividad antimicrobiana mdxima de la enterocina A (1.822.000
UB totales) representd inicamente un 25% de la cuantificada para la enterocina B (7.208.000
UB totales). La actividad antimicrobiana de las dos bacteriocinas disminuy§$ progresivamente
durante la incubacién, detectdndose al final de la fase estacionaria 325.000 UB totales de
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enterocina A y 1.201.400 UB totales de enterocina B, lo que representa un 17 y un 18%,
respectivamente, de la actividad antimicrobiana mdxima. En lo que respecta al consumo de
glucosa durante el desarrollo de E. faecium T136, en las 12 primeras horas de incubacion se
metabolizé el 51% de la glucosa (41 g) y alas 15 h -final de la fase exponencial del crecimiento-
ya se habia metabolizado el 86% (69,1 g). Durante las dltimas 9 h de incubacién sélo se
fermentaron 2,9 g de glucosa, lo que significa que finalizada la incubacién se habia metabolizado
el 90% de la glucosa (72 g).

A pH 5,7 (Figura 4,20B), la produccién de enterocinas B y A mostr6 una cinética similar a
la descritaen el caso anterior, comenzindose también a detectar la actividad antimicrobiana al
inicio de la fase exponencial de crecimiento (tras 6 horas de incubacién en el caso de la enterocina
A y después de 7 horas en el caso de la enterocina B). Asimismo, los valores maximos de
actividad antimicrobiana de la enterocina A y de la enterocina B se alcanzaron hacia la mitad de la
fase exponencial {14 horas) y en el final de la misma (20 horas), respectivamente. La actividad
antimicrobiana médxima de la enterocina A fue de 2.228.000 UB totales, es decir, un 29% de la
detectada para laenterocina B (7.716.000 UB totales). Asi, pues, manteniendo el pH del cultivo
a 5,7 aumentd la produccién de enterocina B en un 7%, con respecto a los valores obtenidos a
pH 6,2, mientras que en el caso de la enterocina A la produccién se aumenté en un 22%.
Asimismo, las dos bacteriocinas fueron mucho m4ds estables a pH 5,7, ya que una vez
alcanzados los valores miximos de produccion, la actividad antimicrobiana se mantuvo constante
durante toda la fase estacionaria, detectindose al final de 1a misma un 99% (7.660.000 UB
totales) de la actividad antimicrobiana méxima de la enterocina B y un 77% (1.722.000 UB
totales) en el caso de la enterocina A, A diferencia de lo que sucedié con la actividad
antimicrobiana, el crecimiento de E. faecium T136 a pH 5,7 fue menor y més lento que a pH
6,2, prolongdndose la fase exponencial de crecimiento hasta las 20 h de incubacién. La tasa de
fermentaci6n de 1a glucosa también disminuy6, ya que se requirieron 15 h de incubacién para
que se metabolizase el 49 % de la glucosa (39g) y 20 h para que se fermentase el 84% (67 g).
Durante las tltimas 4 h de incubacién sélo se fermentaron 3 g de glucosa, lo que significa que
finalizada la incubaci6n se habfa metabolizado el 88% de la giucosa (70 g).

Finalmente, E faecium T136 se desarrolld, aunque lenta y débilmente, cuando el pH del
medio de cultivo se mantuvo a 5,2; sin embargo, no se detect6 actividad antimicrobiana debidaa
1a enterocina B o0 a la enterocina A en el sobrenadante del cultivo (Figura 4.20C).

L.os resultados anteriores demuestran que la mdxima actividad antimicrobiana de la
enterocina B (3.858 UB/ml) y de la enterocina A (1.114 UB/ml) se obtiene cuando E. faecium
T136 se desarrolla anaer6bicamente en un fermentador a 30°C y pH constante de 5,7 durante 20
y 18 h, respectivamente. Con el objeto de cuantificarla optimizacién de 1a produccién de cada
una de las bacteriocinas se determind, mediante un ensayo en placas microtituladoras, la
actividad antimicrobiana del sobrenadante de un cultivo de E. faecium T136 desarroliado
aer6bicamente a 30°C durante 16 horas sin controlar el pH del cultivo, empleando como
microorganismos indicadores Lb. sake 148 y P. pentosaceus FBB61. La actividad
antimicrobiana del sobrenadante debida a la enterocina B fue de 219 UB/ml, mientras que en €l
caso de la enterocina A se detectaron 62 UB/ml. De estos resultados se deduce que el desarrollo
de E. faecium T136 anaer6bicamente en un fermentador a 30°C manteniendo el pH constante a
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Figura 4.20. Cinéticas del crecimiento (—e—e»—e-) y de la produccién de
enterocina B (-0—-0—-03 y de enterocina A (&—4—4) de E. faecium T136
desarrollado a 30°C durante 24 h en un fermentador manteniendo el pH
constante a 6,2 (A) y 5,7 (B) y durante 63 h manteniendo el pH constante a
5,2 (C); (-o—o—0-) consumo de glucosa durante la fermentacion.

228 Pilgr Casaus Lara



IV, Resuitados

5,7 permite incrementar aproximadamente 18 veces la produccién de enterocina B y de
enterocina A.

1V.11.2.2. Purificacién a homogeneidad nterocina e la enterocina A

Una vez optimizada la produccién de las enterocinas B y A se llevéa cabo su purificacién a
homogeneidad, mediante el protocolo descrito en la seccién 111.2.10.4.2, a partir del
sobrenadante obtenido por centrifugacién de 2 | de cultivo de E. faecium T136 (inéculo inicial
del 0,1%) desarrollado anaerébicamente en MRS a 30°Cen el fermentador a pH constante de 5,7
durante 18 horas. La actividad antimicrobiana de las distintas fracciones obtenidas durante la
purificacién se evalué frente a P. pentosaceus FBB61y Lb. sake 148, empleando un ensayo en
placas microtituladoras (seccién 111.2.10.3.4). De estc modo, se realizé un seguimiento del
proceso de purificacion de cada una de las bacteriocinas de forma independiente, como se
muestra en la Tabla IV.18. La actividad antimicrobiana total del sobrenadante libre de células
(fraccién I) debida a la enterocinaB y a la enterocina A fue de 4.599.606 v 1.500.000 UB,
respectivamente. Tras la purificacién de esta fraccién por cromatografia de interaccién
hidrofébica (Amberlite XAD-16) se ¢luy6 la fracciéon 11 de 250 ml que mostré un 95%
(4.374.419 UB) de la actividad antimicrobiana inicial de 1a bacteriocinaB y un 41% (616.000
UB) de la correspondiente a la enterocina A. Esta fraccién se aplicé a una columna de
intercambio catiénico {(SP-Sepharose), eluyéndose después la fraccién III de 50 ml cuya
actividad antimicrobiana debida a las enterocinas B y A fue de 3.662.719 UB y 300.000,
respectivamente. A continuacién, esta fraccién se aplicé a una columna de interaccién
hidrofébica (Octyl-Sepharose CL4B), lo que permitié concentrar ambas bacteriocinas en una
tnica fracciénde 10 mi (fraccién IV) que mostr6 el 44% (2.048.000 UB) de la actividad inicial
de la enterocina B del sobrenadante y el 5,3% (80.110 UB) en el caso de la enterocina A.
Posteriormente, la fraccién IV se aplicé a una columna de fase reversa (PepRPC HRS/5)
integrada en un equipo de FPLC y se realizé la elucién gradual de las diversas sustancias
proteicas contenidas en la misma. Cuando la concentracién de 2-propanol alcanzé un 24%
eluyeron unas fracciones que contenian enterocina A, mientras que las fracciones con enterocina
B no eluyeron hasta que se alcanzé un 28% de 2-propanol (no se muestran los resultados). Las
fracciones que contenfan enterocina B se mezclaron, al igual que las que las que contenian
enterocina A, y se recromatografiaron bajo condiciones similares pero empleando un gradiente de
elucidn isocrdtico del 28%, en el caso de la enterocina B, y del 24% para la enterocina A (Figuras
421 y 422).

En el cromatograma de la Figura 4.21 se observa que al principio de la elucién se detectaron
dos picos de A,g, que no mostraron actividad antimicrobiana frente a Lb. sake 148. A
continuacién eluy6 un pico de absorbancia (fraccién 6) que coincidié con el pico de actividad
antimicrobiana debida a la enterocina B. A juzgar por €l cromatograma obtenido, la enterocina B
habfa sido purificada a homogeneidad y mostré una actividad antimicrobiana total de 753.339
UB, por lo que el rendimiento de su purificacién fue del 16% (fraccién VB; Tabla IV.18).

En lo que respecta al cromatograma de la enterocina A, en la Figura 4.22 se observa que
durante la elucién apareci6 un dnico pico de absorbancia (fraccién 3) que coincidi6 conel de la
actividad antimicrobiana frente a P. pentosaceus FBB61. Esta fraccién, que contenia la
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Tabla IV.18. Purificacion de las enterocinas B y A producidas por E. faecium T136

Enterocina B Enterocina A

Volumen  Actividad total Recuperaciéon ~ Volumen  Actividad total Recuperacion

(i) (UBY? (%) (ml) (UB)Y? (%)
Sobrenadante
(Fraccién I) 2.000 4.599.606 100 2.000 1.500.000 100
Cromatografia de interaccién hidrofébica 250 4.374.419 95 250 616.000 4]
(Fracci6n II)
Cromatografia de intercambio catiénico 50 3.662.719 79 50 300.000 20
(Fraccion III)
Cromatograffa de interaccion hidrofébica 10 2.048.000 44 10 80.110 5,3
(Fracci6n IV)
Cromatografia de fase reversa 1,1 753.339 16 0,9 74.071 5
(Fracciones VB y VA¥*)

2Actividad antimicrobiana total (UB), reciproco dela dilucién gueinhibe en un 50% el desarrolio de Lb, sake 148, en el caso de la enterocina B, y de P. acidilactici
FBBG61, enel caso dela enterocina A, multiplicade por el volumen en mililitros. *Las fracciones VB y VA corresponden, respectivamente, a la enterocina Byala

enterocina A purificadas a homogeneidad,

sopoynsay ‘Al
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Figura 4.21. Purificacién de la enterocina B de E. faecium T136 por

cromatografia de fase reversa (FPLC) de la fraccion procedente de la
columna de interaccién hidrofébica (fraccion IV; Tabla IV.18)
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Figura 4.22. Purificacién de la enterocina A de E. faecium T136 por

cromatografia de fase reversa (FPLC) de la fraccion procedente de la
columna de interaccion hidrofdbica (fraccion IV; Tabla 1V.18)
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enterocina A purificada a homogeneidad, mostré una actividad antimicrobiana total de 74.071
UB, lo que representa una recuperacién del 5% de la actividad antimicrobiana inicial (fraccin
VA; Tabla IV.18).

A partir de este momento, el trabajo se centré fundamentalmente en la caracterizacion
bioquimica y genética de la enterocinaB de E. faeciumT136; no obstante, también se determind
el efecto del ditiotritol en la actividad antimicrobiana de la enterocina A de E. faecium T136, su
CIM frente a diversos microorganismos de interés en la industria alimentariay, asimismo, la
secuencia nucleotfdicadel gen estructural que codifica la produccién de enterocina A en E.
faecium T136.

IV.11.3. Composicion aminoacidica de la enterocina B

En la Tabla1V.19 se muestra la composicién aminoacidica obtenida por hidrélisis 4cidade la
enterocina B de E. faecium T136 purificada a homogeneidad (fraccion VB; Tabla [V.18), de la
que se deduce lo siguiente:

1) La bacteriocina posee 52-54 residuos aminoacidicos, de los cuales 8 residuos, es decir el
15%, son glicina; 23 residuos, es decirel 44 % de la molécula, corresponden a amino4cidos
apolares y 21-23 residuos corresponden a aminoécidos polares (40-42%).

2) En cuanto a los residuos apolares, se detecta la presencia de los aminodcidos alifdticos
alanina (8), isoleucina (2), leucina (5), prolina (4), y valina (1); asimismo, es posible que la
molécula contenga el aminodcido sulfurado metionina (1) y los aminodcidos aromdticos
fenilalanina (1) y tirosina (1).

3) Con respecto a los aminodcidos polares, se encuentran 6 residuos con carga neta positiva
apH 6,0-7,0, entre los que se incluyen la arginina (2 residuos), la histidina (1) y lalisina (3) y,
al menos, 4-5 residuos sin carga neta a pH 6,0-7,0 (2-3 residuos de cisteina y 2 residuos de
serina). Los restantes 11-12 residuos corresponden a aminodcidos con carganeta negativa o sin
carga neta (9 residuos de Asx [Asp/Asn] y 2-3 residuos de Glx [Glu/Gln]).

IV.11.4. Secuencia aminoacidica de la enterocina B

En la Figura 4.23 se muestra la secuencia aminoacidica de los 41 aminodcidos del extremo
N-terminal de la enterocina B, obtenida mediante degradacién directa de Edman. Los 19
primeros residuos aminoacidicos concuerdan con los de la secuencia aminoacidica parcial
obtenida a partir de la fraccién A3 (Tabla IV.17; seccién IV.11.1) y permitieron, ademis,
identificar los residuos de las posiciones 1, 3 y 5 como 4cido glutdmico (Glul), dcido aspdrtico
{Asp3) y arginina (Arg5). El aminodcido correspondiente a la posicién 22 no pudo determinarse
con certeza, aunque posiblemente se trata de un residuo de alanina (Ala 22). Por otra parte,
aunque s6lo se obtuvo la secuencia de los primeros 4] aminodcidos es posible que, de acuerdo
con los resultados de la composicién aminoacidica obtenida por hidrélisis 4cida de la bacteriocina
(Tabla IV.19; seccidén 1V.11.3), la molécula contenga otros 11-13 residuos aminoacidicosen su
extremo C-terminal. La molécula peptidica no presenta la secuencia consenso caracteristica de las
bacteriocinas de la clase II del tipo pediocina.
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Tabla 1V.19. Composicion aminoacidica de la enterocina B de
E. faecium T136

Niimero de residuos
Aminodcido Contenido (pmol) Por hidr6lisis* Por secuencia® Por genética®
Asx 8.866,0 9 6 8
Ala 7.765,9 8 6 8
Arg 2.062,6 2 2 2
Cys 2.643,9 23 - 2
Gly 7.815,0 8 7 8
Glx 2.499.6 23 2 2
His 1.041,0 1 1 1
Ile 2.120.8 2 2 2
Leu 4.854.4 5 4 5
Lys 2.812,5 3 3 4
Met 1.078,8 1 1 1
Phe 1.1543 1 1 1
Pro 4.236,5 4 3 4
Ser 22217 2 1 2
Thr - - - 0
Tmp ND ND 1 1
Tyr 95,0 1 - 1
Val 1.030,1 1 - 1
Xaa ND ND 1 0
Total 52-54 41 53

#Niimero mas probable de residuos aminoacidicos por molécula asumiendo que la enterocina B
contien¢ [ residuc de tirosina.

bNiimero de residuos aminoacidicos de la enterocina B a partir dela secuencia proteica obtenida
mediante degradacién de Edman.

“Nimero deresiduos aminoacidicos dela enterocina B a partir de la secuencia proteica obtenida
mediante ia secuenciacién de su correspondiente gen estructural.
Cddigo trisilabo de los aminoéeidos y simbolos como en la Tabla V.13,
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Figura 4.23. Secuencia aminoacidica de la enterocina B de E. faecium T136

obtenida por degradacién de Edman.

1 5 10 15
N Glu-asn-Asp-His-Arg-Met-Pro-Asn-Glu-Leu-Asn-Arg-Pro-Asn-Asn
E N D H R M P N E L N R P N N

20 * 25 30
Leu-Ser-Lys-Gly-Gly-Ala-Ala~-Lys-Gly-Ala-Ala-Ile-Ala-Gly-Gly
L S K G G A A K G A a I A G G

35 40
Leu-Phe-Gly-Ile-Pro-Lys-Gly-Xaa-Leu-Ala-Trp C
L F G I P K G X L A W

Codigo trisilabo de los aminoédcidos como en la Tabla IV.13. Cédigo monosilabo de los amincdcidos y simbolos
como en la Figura 4.8,
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IV.11.5. Tamaifio molecular de la enterocina B por espectrometria de masas

La enterocina B producida por E. faecium T136 se analiz6 por espectrometria de masas, con
el objeto de determinar su tamafio molecular. El espectro de masas obtenido (Figura 4.24)
muestra los picos correspondientes a las distintas formas ionizadas de la molécula, asi como su
masa molecular aparente. Como se observa, aparecen 4 picos con mdxima intensidad,
corrrespondientes a las formas ionizadas (positivas) mayoritarias de la bacteriocina. A partirde la
masa molecular aparente de cada uno de estos componentes mayoritarios (918,4, 1.096,4,
1.370,2 y 1.828,0 Da, respectivamente), de su intensidad relativa y de su carga eléctrica (+6,
+5, +4 y +3, respectivamente) s¢ calculd, mediante un andlisis matematico, el tamafio molecular
real de cada uno de ellos, que fue de 5.510,4; 5.482,0; 5,480,8 y 5.484,9, respectivamente. El
valor promedio de los resultados generados permitié determinar el tamafio molecular de la

enterocina B como de 5.479,0+ 1,2 Da.

IV.11.6. Efecto del ditiotritol (DTT) en la actividad antimicrobiana de la
enterocina B y de la enterocina A

Las muestras de enterocina B y enterocina A purificadas a homogeneidad se trataron con el
agente reductor DTT, a una concentracién de 10mM, durante 12-14 h a 30°C (seccién
I11.2.10.7). Una vez excluido ¢l efecto inhibidor del DTT en el desarrollo del microorganismo
indicador (E. faecium P13) se determiné el porcentaje de reduccién de la actividad antimicrobiana
de las bacteriocinas tratadas con este agente reductor. La actividad antimicrobiana residual de las
enterocinas B y A fue de 1.132 y 1.420 UB/ml, respectivamente, frente a las 10.752 y 204,000
UB/ml cuantificadasen los correspondientes controles, lo que supone una reduccién en su
actividad biolégica del 90 y 99,3 %, respectivamente.

IV.11.7. Concentracion inhibidora minima (CIM) de la enterocina B y de la
enterocina A frente a diversos microorganismos de interés en la industria
alimentaria

La concentracién inhibidora minima (CIM) de la enterocina B y de la enterocina A de E.
faecium T136 se determind, mediante un ensayo en placas microtituladoras, frente a un gran
nimero de bacterias 1acticas y microorganismos alterantes y patégenos de interés en la industria
alimentaria, segin el procedimiento descrito en la seccién HI1.2.10.8. En la Tabla IV.20 se
muestran las concentraciones de enterocina B y de enterocina A que fueron necesarias para
inhibir en un 50% el desarrollo de cada microorganismo indicador. De los 7 lactobacilos
analizados, s6lamente Lb. fermentum CECT9338 resulté inhibido por ambas bacteriocinas, si
bien la CIM de la enterocina A fue de 810 ng/ml, es decir aproximadamente 24 veces mayor que
la CIM de la enterocina B, y Lb sake 148 fue tnicamente sensible a la enterocina B, con una
CIM de 210 ng/ml. Asimismo, Lb. curvatus NCFB2739 fue solamente sensible a la enterocina
A, con una CIM de 480 ng/ml. Con respecto a los 3 pediococos empleados como indicadores,
P. pentosaceus FBB61 y P. pentosaceus FBB63 resultaron inhibidos tnicamente por la
enterocina A, con CIMs de 373 y 610 ng/ml, respectivamente, y P. pentosaceus PC1 no resulté
inhibido por ninguna de ellas. Por el contrario, las dos especies del género Enterococcus
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Tabla IV.20. Concentracion inhibidora minima (CIM) de las enterocinas B y A de E. faecium T136*

CIM (ng/ml) CIM (ng/ml)
Microorganismo indicador ~ Cepa Origen® B A Microorganismo indicador ~ Cepa Origen® B A
Lactobacillus casei 334 ATCC - - Clostridium sporogenes 22/10 TNO 460 1.000
Lactobacillus curvatus 2739 NCFB - 480 Clostridiym tyrobutyricum  3,5CT TNO 550 1.400
Lactobaciflus helveticus 15009 ATCC - - Clostridium tyrobutyricum 1754 NCDO 140 380
Lactobacillus fermentum 9338 CECT 4 810 Propianibacterium sp. P4 TNO 90 50
Lactobacillus plantarum 1193 NCDO - - Propionibacterium sp. Po TNO 50 40
Lactobacillus sake 2714 NCFB - - Prop. acidipropionici 563 NCDO 20 40
Lactobacillus sake 148 FVM 210 - Staphylococcus carnosus MC1 TNO 410 180
Listeria innocua BL/8626 TNO 430 120
Pediococcus pentosaceus ~ FBB61 TNO - 373
Pediococcus pentasaceus FBBG3 ™O - 610 Bacillus cereus 9139 ATCC - 682
Pediococcus pentosaceus PCi TNO - - Clostridium perfringens 376 CECT - -
Clostridium botulinum 551 CECT - -
Leuconostoc cremoris DB1275 TNO - - Listeria monocytogenes 7973 NCTC 150 40
Listeria monocytogenes Li5svl/2 FVM 440 100
Lactococcus cremoris CNRZ117 INRA - - Listeria monocytogenes 5105 NCTC 200 50
Listeria monocytogenes Lilsvd FVM 160 40
Enterococcus faecium P13 FVM 234 26 Listeria monocytogenes ScottA FVM 140 40
Enterococcus faecalis EF TNO 28 11 Staphylococcus aureus 137 FRI 460 530
Staphylococcus aureus 196E FRI 1.000 580
Micracoccus varians 230 CECT - - Staphylococcus aureus 472 FRI 1.300 770

4la CIM de las enterocinas B y A purificadas se deiermin6 mediante un ensayo en placas microtituladoras (seccitn HI.2.10.8). b Abreviaturas como en la Tabla 1IL1.
Simbolos: -, inhibicién no detectada empleando 5,0 pg/ml de enterocina B ¥ 3,75 pg/m) de enterocina A; ND, no determinado.
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IV. Resultados

analizadas se vieron afectadas por ambas bacteriocinas, si bien en los dos casos, las CIMs de la
enterocina A fueron menores que las CIMs de la enterocina B. El desarrollo de L. cremoris
CNRZ117, Lc. cremoris DB1275 y M. varians 230 no result6 inhibido por ninguna de las dos
bacteriocinas, empleando concentraciones miximas de 5,0 pg/ml de enterocina B y de 3,75

pg/ml de enterocina A.
En cuanto a los microorganismos alterantes empleados como indicadores, todos ellos

resultaron inhibidos por la enterocina B y por la enterocina A purificadas a homogeneidad. Las
CIMs frente a las 3 cepas analizadas del género Propionibacterium fluctuaron entre 40-50 ng/ml
de enterocina A y 50-90 ng/ml de enterocina B. Asimismo, para inhibiren un 50% el desarrollo
de Ls. innocua BL/8626 y St. carnosus MC1 fueron suficientes 120 y 180 ng/ml de enterocina
A, mientras que se requirieron 430 y 410 ng/ml de enterocina B, respectivamente. Las CIMs de
enterocina A frente a las 3 cepas analizadas del género Clostridium fueron aproximadamente 2-3
veces superiores a las obtenidas para la enterocina B, que fueron de 140-550 ng/ml.

Por otra parte, las enterocinas B y A fueron muy efectivas frente a la mayoria de los
microorganismos patégenos analizados, siendo destacables las CIMs de enterocina A (40-100
ng/ml) y de enterocina B (140-440 ng/ml) requeridas para inhibir el desarrollo de las 5 cepas
analizadas de Listeria monocytogenes. Por el contrario, Cl. perfringens CECT376 y CL
botulinum CECTS551 no resultaron inhibidos por ninguna de las dos bacteriocinas. Asimismo, la
enterocina B no fue activa frente a B. cereus ATCC913%9 y se requirieron 682 ng/ml de
enterocina A para inhibiren un 50% su crecimiento. Las 3 cepas analizadas de St. aureus fueron
inhibidas por concentraciones de enterocina A entre 530 y 770 ng/ml. Las CIMs de la enterocina
B frente a St. aureus FRI137 fueron similares (460 ng/ml), pero, sin embargo, se requirieron
1.000 y 1.300 ng/ml de bacteriocina para inhibir el desarrollo de St. aureus FRI196E y St.
aureus FRI472, respectivamente.

De estos resultados se deduce que la enterocina B y la enterocina A purificadas a
homogeneidad poseen actividad antimicrobiana independiente y muestran un amplio espectro de
accion, en el que se incluyen un gran nimero de microorganismos alterantes y patégenos. La
mayorfa de las bacterias licticas analizadas fueron resistentes a ambas bacteriocinas, sin
embargo, pequeilas concentraciones de enterocina B -entre 50 y 550 ng/ml- y de enterocina A-
entre 40 y 580 ng/ml- fueron sufucientes para inhibir en un 50% el crecimiento de la mayoria de
los microorganismos alterantes y patégenos de umportancia higiénico-sanitaria como, entre
otros, CL tyrobutyricum, Propionibacterium spp., Ls. monocytogenes y St. aureus.

[V.12. CARACTERIZACION GENETICA DE LA ENTEROCINA B DE
E. faecium T136
IV.12.1. Aislamiento y visualizacion del ADN total de E. faecium T136

El ADN cromosémico y plasmidico de E. faecium T136 se aislé a partir de 10 ml de un
cultivo en caldo MRS segin el método de lisis alcalina descrito por Anderson y McKay (1983),
con las modificaciones indicadas en la seccién I11.2.11.2. Los resultados obtenidos tras realizar
la electroforesisen un gel de agarosa al 0,8% (p/v) se muestran en la Figura 4.9 (seccién

IV.10.2). El ADN cromosdmico de E. faecium T136 se visualiz6 en la porcién superior del gel
como una tinica mancha nucleotidica, encima de la cual se detect6, al igual que en el caso de E.
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faecium P13, un pldsmido de elevado tamafio molecular, posiblemente mayor de 60 Kb.

I1V.12.2. Secuenciacion del gen estructural de la enterocina B y de las regiones
adyacentes

La secuencia nucleotidica del fragmento de 352 pb del ADN de E. faecium T136 que
contiene el gen estructural de la enterocina B (entB) se determind secuenciando diversos
fragmentos de PCR mediante el método enzimidtico de Sdnger o método didesoxi de finalizacién
de cadena, como se describié en la seccién I11.2.11.10. La secuencia y la direccién de los
oligonucleétidos sintéticos utilizados como cebadores en los experimentos de PCR o de
secuenciacién, su temperatura de fusién y su localizacién con respecto a la secuencia
aminoacidica de la enterocina B se muestran en la Tabla IV .21.

IV.12.2.1. Obtencidn de la primera secuencia nucleotidica

A partir de la secuencia aminoacfdica de la enterocina B, obtenida mediante degradacién de
Edman (Figura 4.23), se disefiaron los oligonucleétidos degenerados ENTB1 y ENTB2,
seleccionando para ello zonas de la secuencia que indujeran la minima degeneracién del cédigo
genético. Los fragmentos seleccionados fueron los correspondientes a los amino4cidos entre las
posiciones 2 y 7, en elcaso del oligonucleétido ENTBI, y entre las posiciones 27 y 32, para el
cebador ENTB2 (Figura 4.25). A partir de la secuencia aminoacidica de ambos fragmentos se
dedujo la secuencia del ARN mensajero correspondiente y la del ADN que en él se transcribe. La
secuencia de ADN del fragmento correspondiente a los amino4cidos entre las posiciones 2 y 7
mostraba cuatro posiciones de doble ambigiiedad y una de cuddruple, por lo que el nimero de
secuencias posibles era de 64. A partir de esta informacién se sintetizd el cebador degenerado
ENTBI1. La secuencia de ADN del fragmento correspondiente a los aminodcidos entre las
posiciones 27 y 32 mostraba una posicion de doble ambigiiedad, una de triple y cuatro de
cuddruple, por lo que el ndmero de secuencias posibles era de 1.536. En base a la informacién
conocida sobre los codones mds frecuentes del género Enterococcus, se escogid el triplete TAG
para ¢l aminodcido isoleucina, con lo que se eliminé la degeneracidn triple originada por la
tercera posicién de este codon (TAT/G/A) y de este modo se redujo el nimero de secuencias
posibles a 512 y se sintetiz6 el cebador degenerado ENTB2. A continuacién, se realizéun PCR
especifico (seccién I11.2.11.6.3) empleando una muestra de ADN total de E. faecium T136y los
cebadores ENTB1 y ENTB2. La etapa de hibridacién se realizé a 50°C durante 30 seg y Ia
polimerizacién se efectu6 a 72°C durante 2 min. Los fragmentos amplificados se visualizaron tras
realizar la electroforesis de la totalidad del producto de PCR en un gel de agarosaal 2% (p/v). El
cdlculo tedrico del tamaiio del fragmento que se amplificaria teniendo en cuenta la posicién de los
cebadores con respecto a la secuencia peptidica permiti6 identificar una banda de 90 pb como la
correspondiente al fragmento positivo. El fragmento se extrajo del gel de agarosa y, a
continuacién, se purificé para eliminar productos que pudieran interferir en las posteriores
reacciones de secuenciacién (secciones I11.2.11.8 y II1.2.11.7). Antes de proceder a la
sccuenciacion del fragmento purificado, éste se traté con en el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa I para convertir sus extremos cohesivos en planos y, de este modo, posibilitar su
insercion en el fagémido pBluescript [I SK+, previamente tratado con el enzima de restriccién
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Tabla IV.21. Oligonucledtidos sintéticos empleados en las experiencias de PCR
y de secuenciacién de los genes estructurales de la enterocina B y de la
enterocina A

Nombre Empleo  Secuencia nucleotfdica (5°- 3°) Tm(C)*  Loc® Dir®

ENTBI1 (@) PCRgy AAY GAY CAY MGN ATG CC 51,0 2-7 5-3
SEQ

ENTB2 (d) PCRg  AAN ARN CCN CCN GCG AT 53,0 2732 3-%

ENTB3 PCRg ; AGA CCT AAC AAC TTA TCT AAA G 50,7 1219 5.3
SEQ

ENTB4 PCRy;  GCG ATT GCA GCA CCA CATTIT G 58,1 2128 3-5

ENTBS5 PCRgy GTT GCA TTT AGA GTA TAC ATT TGC 53,6 46-53 3.5
SEQ

ENTAL PCRgy GAT TAT GAA ACA TTT AAAAATTITGTC 55,0 Lider §5-3

(TH10) SEQ

ENTA2 PCR;  AAA ACC ACC TAT AGA CAT TCC TGC 57,0 3138 3-5%

SK2 (bio) PCRy  CCG CTC TAG AAC TAG TGG ATC 54,2 - 5-3
SEQ

3Tm (°C), temperatura de fusién del ADN.

l"Lc;c, localizacién de los oligonucledtidos en la secuencia aminoacidica de la enterocina B ¢ de la enterocina A; el
cebador TH10 (A1) se localiza entre los aminodcidos correspondientes a las posiciones -11 y -18 dela secuencia lider de
la enterocina A.

CDir, se refiere a la direccién delos oligonucledtidos con respecto a la hebra codificante; es decir, hacia su extremo 3° 6
downstream (5°- 3°) o hacia su extremo 5’ 6 upstream (3'- §°).

Los paréntesis indican: (d), oligonucledtido degenerado; (bio), oligonucleétido biotinizado. PCR, reaccién en cadenade
la polimerasa; la modatidad de PCR se indica con los subindices: E, especifico. H, hemiespecifico. SEQ, reacciones de
secuenciacién,

Los desoxirribonucleétidos con las diferentes bases nitrogenadas del ADNse indican como: A, adenina; C, citosina; G,
guanina; T, timina; Y (C/T); R (A/G); M (C/A); N (A/C/IG/T).

Los oligonucleétidos utilizados fueron disefiados por la autora, a excepcién de ENTA1(TH10) (Aymerich ef al., 1996) y
SK2, cuya secuencia es especifica del vector comercial pBluescript IT SK+.
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Figura 4.25. Diseiio de los cebadores degenerados ENTB1 y ENTB2 a partir de la secuencia aminoacidica de

la enterocina B obtenida por degradacién de Edman
e e e e ——

1 5 10 15 20
N Glu-Asn-Asp-His-Arg-Met-Pro-Asn-Glu-Leu-Asn-Arg-Pro-Asn-Asn-Leu-Ser-Lys-Gly-Gly-
E N D H R M P N E L N R P N N L s K G G

* 25 30 35 40
Ala-Ala-Lys-Gly-Ala-Ala-Ile-Ala-Gly-Gly-Leu-Phe-Gly-Ile-Pro-Lys-Gly-Xaa-Leu-Ala-Trp C
A A K G A A I A G G L F G I P K G X L A W

2 7 27 32
Fragmentos -Asn-Asp-His-Arg-Met-Pro- -Ile-Ala-Gly-Gly-Leu-Phe-
seleccionados
ARNm 57 AAC GAC CAC CGA AUG CC 37 5’ AUA GCA GGBR GGA CUA UU 3~
U U U AC c C C c Uc
G U G G G G
U U U U 1§
ADNc¢ 3 TG CTG GTG GCT TAC GG 57 37 TAT CGT CCT CCT GAT AA 57
A A A TG G G G G AG
C A c C c C
A A A A A
Cebadores FNTB1 5° AAY GAY CAY MGN ATG <C 3" ENTB2 5° AA NARR NCC NCC NGC GAT 3°

Cédigo trisilabo delos aminodcidos como en la Tabla IV.13; cédigo monosilabo delos aminodcidos y simbolos como en la Figura 4.8. Los desoxirribonucledtidos
se indican como en la Tabla IV.21.
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Hincll (secciones [11.2.11.9 y 111.2.11.4.2). A continuacién, empleando como molde de ADN
esta ligacién y como cebadores el oligonucle6tido degenerado ENTB1 y el oligonuclettido SK2
biotinizado en su extremo 5, se realizé un PCR hemiespecifico con una temperatura de
hibridacién de 51°C durante 30 seg y un tiempo de polimerizacién a 72°C de 10 seg. Teniendo en
cuenta el tamafio del inserto ligado y 1a posicién del cebador SK2 y de la diana de restriccion de
HincIl en la secuencia nucleotidica del fagémido pBluescript II SK+, el fragmento positivo que
se amplificarfa tendrfa un tamafio de 154 pb, correspondiente a la suma de las 90 pb del inserto
mds las 21 pb del oligonucledtido SK2 y las 43 pb entre el final de la secuenciade SK2 y la
diana de restriccién para Hincll. Tras realizar la electroforesis del producto de PCR en un gel de
agarosa al 2% (p/v) se visualizé la presencia de una banda mayoritaria correspondiente al
fragmento de 154 pb, que se extrajo del gel de agarosa y se purificé para proceder a su
secuenciacién. En primer lugar, se separaron las dos hebras de ADN del fragmento 154 pb-
Hincll, gracias a la especificidad del cebador SK2 marcado con biotina por la estreptavidina
(seccién I11.2.11.10.2), y se secuenciaron las hebras positiva (biotinizada) y negativa,
empleando como cebadores de secuenciacién el oligonucledtido degenerado ENTB1 y SK2,
respectivamente. Tras la autorradiografia correspondiente se pudieron leer con claridad un total
de 57 pb (Figura 4.26A). A partir de esta secuencia nucleotidicase dedujeron las posibles
secuencias aminoacidicas y, tras compararlas con la de la enterocina B, se confirm6 que la hebra
5’-3’ (hebra codificante) del fragmento secuenciado contenia la regién del gen estructural de la
enterocina B (entB) que codifica la regién de la bacteriocina entre los aminodcidos 12 y 30
(Figura 4.26B), obteniéndose de este modo la primera pauta especifica de su secuenciacion.

1V.12.2.2. Secuenciacitn desde la mitad del gen estructural hacia su extremo 3

A partir de la secuencia nucleotidica parcial del gen estructural de la enterocina B se disefid el
cebador especifico ENTB3 y, a continuacidn, s¢ realizaron cuatro PCRs hemiespecfficos
empleando como ADN molde muestras que contenian fragmentos del ADN total de E. faecium
T136 digerido con Dral, Hincll, Rsal o Sspl y ligados en el fagémido pBluescript II SK+
previamente tratado con Hincll (mezclas de ligacién Dral, Hincll, Rsal y Sspl} y, como
cebadores, ENTB3 y SK2. La hibridacidn se realizé a 55°C durante 30 seg y la polimerizacién se
efectué a 72°C durante 2,5 min. Tras realizar la electroforesis de los productos de PCR en un gel
de agarosa al 0,8% (p/v) se seleccioné un fragmento de 1,2 Kb, correspondiente a la ligacién
Hincll, por ser el de mayor intensidad. Una vez extraido del gel y purificado se convirti6 a
cadena sencilla y se secuencié la hebra positiva, empleando ENTB3 como cebador de
secuenciacién. Tras la autorradiografia correspondiente se empezé a leer, con la carrera
electroforética corta, a una distancia de 23 pb del cebador ENTB3, lo que permiti6 confirmar el
final de la secuencia nucleotidicade 57 pb obtenida con el cebador ENTB1. Solapando las
secuencias obtenidas con las dos carreras electroforéticas se obtuvo la secuencia de 130 pb desde
la mitad del gen estructural de la enterocina B hacia su extremo 3.

IV.12.2.3. Secuenciacin desde ¢l final del gen estructural hacia su extremo 5°

A partir de Ia secuencia nucleotidicade 130 pb obtenida con ENTB3 se disefio el cebador
especifico ENTBS y, a continuacion, se realizaron siete PCRs hemiespecificos empleando como
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Figura 4.26. Secuencia nucleotidica de 57 pbdel fragmento 154 pb-Hincll de E. faecium T136 amplificado por
PCR empleando los cebadores ENTB1 y SK2 (A) y secuencia aminoacidica de la region de la enterocina B

codificada por la cadena en direcciéon 5’- 3’(B)?

(A)

1 57

5’ AGACCTAACAACTTATCTAAAGGTGGAGCAAAATGTGGTGCTGCAATTGCTGGGGGA 37
3’  TCAGGATTGTTCAATAGATTTCCACCAGCTTTTACACCACGACGTTAACGACCCCCT 52

(B)

5° AGA CCT AAC AAC TTA TCT AAA GGT GGA GCA AAA TGT GGT GCT GCA ATT GCT GGG GGA 37

R P N N L S K G G A K C G A A I A G G

e ———— N ——

3] a secuencia aminoacidica codificada por la cadena5’- 3' corresponde ala regién entre los aminodcidos 12 y 30 dela secuencia peptidica dela enterocina B obtenida
por degradacién de Edman. Los residuos aminoacidicos en cursiva, Ky C, en las posiciones 22 y 23, respectivamente, no coinciden con los identificados por

degradacién de Edman (A22 y K23) (seccién IV.11.4).
Los desoxirribonucledtidos se indican como en la Tabla IV.21. C6digo monosilabo de los aminodcidos como en la Figura 4.8.
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ADN molde las mezclas de ligacién Dral, Rsal, Sspl, Fspl, Nael y Stul y, como
cebadores, ENTBS5 y SK2. La hibridacion se realiz6 a 55°C durante 30 seg y la polimerizacion se
efectué a 72°C durante 2,5 min. En los productos de PCR de las ligaciones Fspl, Nael y Stul,
no se visualizé ninguna banda. Empleando las ligaciones Dl y Rsal se obtuvieron varias
bandas, correspondiendo las de mayor intensidad a un fragmento de 280 pb y a uno de 250 pb,
respectivamente. Con la ligacién Sspl se consiguié amplificar, entre otros, un fragmentode 1,4
Kb, que se seleccioné por ser el fragmento mayoritario. Tras la extraccién y purificacién del
fragmento 1,4 Kb-Sspl, se llev6 a cabo su conversién a cadena sencillay, posteriormente, se
secuencié la hebra positiva empleando ENTBS como cebador de secuenciacion. Con la carrera
electroforética corta se empez6 a leer a una distanciade 15 pb del cebador ENTBS, lo que
permiti6 un solapamiento de 42 pb con la secuencia de 130 pb obtenida anteriormente.
Solapando las secuencias obtenidas con las dos carreras electroforéticas se obtuvo una secuencia
de 264 pb que permitié completar la secuencia del gen estructural de la enterocina B y avanzar
hacia el extremo 5’ .

La integracién de los resultados anteriores permitié obtener la secuenciade 352 nucle6tidos
contiguos del ADN de E. faecium T136 que se muestra en la Figura 4.27.

IV.12.3. Analisis del gen estructural de la enterocina B y de las regiones
adyacentes. Identificacion de las regiones nucleotidicas relacionadas con la
transcripcion y con el inicio de la traduccion.

El andlisis informdatico de la secuencia nucleotidica de 352 pb del ADN de E. faecium T136
obtenida mediante la secuenciacion de varios productos de PCR revel6 que contiene un marco de
lectura abierto (ORF), denominado entB (Figura 4.27), que corresponde al gen estructural de la
enterocina B y que codifica un péptido de 71 aminodcidos con un tamafio molecular teérico de
7.482 Da. Mediante la comparacién de esta secuencia aminoacidicacon la obtenida para la
enterocina B por degradacién de Edman, se deduce que esta bacteriocina se sintetiza como un
precursor o prepéptido (preproenterocina B) que contiene una extensién N-terminal de 18
aminoécidos con un tamaiio molecular teérico de 2.034 Da (Figura 4.28; TablaIV.22). El punto
de procesamiento del prepéptido se sitda inmediatamente después de los dos residuos de glicina
consecutivos (posiciones -2 y -1) de la extensién N-terminal, lo que da lugar a un péptido de 53
aminodcidos (enterocina B) con un tamaiio molecular teérico de 5.465 Da (Tabla IV.22).

El andlisis de la secuencia nucleotidica localizada delante del gen estructural de la enterocina
B (entB) permiti6 identificar las secuencias hexaméricas correspondientes a las regiones -10
(TATAGA) y -35 (TTCAGA) del hipotético promotor de su transcripcidn, separadas por una
distancia 6ptimade 16 pb (Figura4.27). Asimismo, 4 pb debajo del codon de terminacién de la
traduccién de la pre-enterocina B (UAA) se identificé una regién palindrémica constituida por
dos secuencias repetidas inversas de 15 pb ricas en A+T (GAAGAGAAAAAACTCy
GAGTTTTTTCTCTTC) separadas por 5 pb y seguidas de una cola de timinas (TTTTTT). El
ARNm transcrito a partir de esta secuencia adoptaria una estructura secundaria en forma de
horquilla seguida de 6 residuos de uracilo. Esta horquilla tiene una energia libre de Gibbs (AG)
de -19,8 Kcal/mol (-82.8 KJ/mol), por lo que estarfa favorecida termodindmicamente y
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Figura 4.27. Secuencia nucleotidica del gen estructural de la
enterocina B (entB) de E. faecium T136. Identificacion de las
regiones relacionadas con el inicio de la transcripcién y de la
traduccion y del hipotético terminador rho-independiente de la
transcripcion

1 TGTTATTCCTCATTCAGAGTTCCCAACTGTTTGCTATAGATATATGTCCCTAGTATCGTA

SRDi
61 ATAAAATACTCTAAAAGGAGCGAGTTTAAATATGCAAAATGTAAAAGAATTAAGTACGAA
S.D emdB M 9 N VvV K E L 8 T K

121 AGAGATGAAACAAATTATCGGTGGAGAAAATGATCACAGAATGCCTAATGAGTTAAATAG
EMKQIIGG?ENDHRMPNELNR

181 ACCTAACAACTTATCTAAAGGTGGAGCAAAATGTGGTGCTGCAATTGCTGGGGGATTATT
P N NL &8 K GGG A K C G A A I A G G L F

SRDd
241 TGGAATCCCAAAAGGACCACTAGCATGGGCTGCTGGGTTAGCAAATGTATACTCTAAATG
G I P K ¢ P L AW A AGUL A NWUVY 8 K C

301 CAACTAAAAAAGAAGAGAAAARACTCATTACGAGTITITTCTCTTCTTTTIT 352
N *

Cddigo monosilabo de los aminodcidos como en la Figura 4.8. Los dexosirribonucledtidos se indican
como en la Tabla IV.21. Los numéros indican la posicidn delas bases nitrogenadas en pares de bases.
ATG: codon de iniciacidn de la traduccidén correspondiente al aminodeido metiorina; *, codon de
terminacion de la traduccion (UAA). Las secuencias -35 y -10 del hipotético promotor y la secuencia
Shine-Dalgarno (S. D.) se han subrayado. Las secuencias repetidas directas (SRDi, izquierda; SRDd,
derecha) se han suprarayado. Las secuencias palindrémicas correspondientes posiblemente a un
terminador simple (rho-independiente) de la transcripeién se indican con flechas horizontales. Elpunto
de procesamiento de la bacteriocina estd sefialado con una flecha vertical.
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constituirfa una estructura estable gque podria servir como un terminador simple (rho-
independiente) de la transcripcién de entB (Platt, 1986; Le6n y Garcfa, 1992).

En las regiones que flanquean el gen estructural de la enterocina B (entB) se identificé un
juego de secuencias repetidas directas (SRD) que consiste en dos secuencias idénticasde 10 pb
(ATACTCTAAA) (Figura 4.27). La SRD izquierda (SRDi) se localizaa 17 pb del codon de
iniciaci6n de la traduccién (AUG) de la pre-enterocina B y la SRD derecha (SRDd) se solapacon
el extremo 3’ del gen estructural, situdndose 7 pb delante del codon de terminacién de su
traduccién (UAA).

El anilisis de la secuencia nucleotidica localizada delante de entB permitid identificar una
secuencia Shine-Dalgarno muy conservada (AAGGAG), que se encuentra a una distancia 6ptima
de 12 pb del codon de iniciacién de la traduccién (AUG) de 1a pre-enterocina B.

La secuencia nucleotidica del gen estructural de la enterocinaB y de las regiones adyacentes
se encuentra registrada en la base de datos GENBANK con el niimero de acceso U87997.

1V.12.4, Analisis de la secuencia aminoacidica de la enterocina B y de su
extension N-terminal. Parametros fisico-quimicos

A partir de la secuencia genéticade la enterocina B se deduce que la bacteriocina madura
contiene 53 aminodcidos, lo que coincide con el valor obtenido por hidrélisis dcida (52-54)
(Tabla IV.19; seccién IV.11.3); sin embargo, mediante degradacion de Edman sélo se pudieron
identificar los primeros 41 residuos aminoacidicos de la regién N-terminal (Figura 4.23). Por
otra parte, de la secuencia genética se deduce que las posiciones 22 y 23 corresponden a los
aminodcidos lisina y cistefna (Lys22 y Cys23), lo cual estd en discordancia con los resultados
obtenidos por degradacién de Edman (Ala22 y Lys23). Asimismo, el residuo aminoacidico de la
posicion 38, que no pudo ser determinado con certeza por degradacién de Edman (Xaa38), se
identificé como prolina (Pro38) (Figura 4.28).

La composicién aminoacidica de la enterocina B deducida de la secuencia genética muestra
una gran similitud con la obtenida por hidrélisis 4cida (Tabla IV.19). Con respecto a los 11-12
residuos polares con carga neta negativa o sin carga neta (9 Asx y 2-3 Glx) detectados por
hidrélisis 4cida, Ia bacteriocina posee inicamente 3 residuos con carga neta negativa (Glul, Glu9
y Asp3) y 7 residuos del aminodcido neutro asparragina. La bacteriocina posee, ademds, otros 5
residuos de aminodcidos neutros, entre los que se incluyen la cisteina (2 residuos), la serina (2) y
latirosina (1). En cuanto a los aminodcidos polares con carga neta positiva, la secuencia genética
permitié identificar un residuo mds de lisina, por lo que en total se incluyen en la molécula4
residuos de lisina, 2 residuos de argininay 1 residuo de histidina. La secuencia genética
confirmd la presencia de los 23 residuos apolares detectados por hidr6lisis 4dcida y permitid,
ademds, identificar un residuo del aminodcido aromdtico triptéfano (Trp41).

El andlisis de la secuencia aminoacidica de la enterocina B madura revelé que esta
bacteriocina no contiene en su extremo N-terminal la secuencia consenso YGNGV caracteristica
de las bacteriocinas de la clase Il del tipo pediocina (secciénIl.4.1). Los principales pardmetros
fisico-quimicos de la enterocina B se muestran en la TablaIV.22, en la que se observa que la
molécula contiene un 15% de residuos de glicina, un 45% de aminodcidos apolares (de los cuales
el 6% son residuos aromdticos), un 21% de aminodcidos polares neutros y €l 6 y el 13% restante
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Figura 4.28. Secuencia aminoacidica de la enterocina B y de la enterocina A de E. faecium T136 obtenidas por

degradacién de Edman y por secuenciacion genética

ENTEROCINAB Degradacion de Edman

+1 +41

_ ENDHRMPNELNRPNNLSKGGAAKGAATAGGLFGI PKGXLAW
Secuenciacion genética

-18 -1 ‘-fl +53

MONVKELSTKEMKQITIGG ' ENDHRMPNELNRPNNLSKGGAKCGAATAGGLFGIPKGPLAWAAGLANVYSKCN

ENTEROCINA A  Degradacion de Edman

+1 +148

) XTHSGKYYGNGVYXTKNK
Secuenciacion genética

-5 -1 +1 +47

LIYGG ' TTHSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATTCTIAGMS IGGFLGGAIPGKC

Cédigo monosilabo delos aminoicidos y simbolos como en la Figura 4.8. Los aminoédcidos en cursiva no se pudieron determinar por degradacidn de Edman o su identificacién no
coincidié con la deducida de 1a secuencia genética. El punto de procesamiento de las preproenterocinas se indica con una flecha vertical. Los nimeros negativos indican los limites
de las extensiones N-terminales delas preproenterocinas y los mimeros positivos corresponden a las bacleriocinas. La secuencia consenso delas bacteriocinas de la clase I del

tipo pediocina se ha subrayado.
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Tabla 1V.22. Parametros fisico-quimicos de la enterocina B y de su extension N-terminal (secuencia lider del
tipo doble glicina) y de la enterocina A y de su extension N-terminal (secuencia lider del tipo doble glicina),

producidas por E. faecium T136

apolares polares
Pm N2 Carga fndice N2
(Da) = Gly Af Ar Nt Ac Bs Aminoécidos ausentes neta® pl  GRAVY PTHs
ENTEROCINA B 5.465 53 15 39 6 21 6 13 QT 3 9,7 -3.8 1
SECUENCIA LIDER 2.034 18 11 33 0 28 11 17 APEWYCDRH 1 9,7 -5.9 0
ENTEROCINA A 4.833 47 19 25 11 30 2 13 Q,E R 4 9,0 0,3 1
SECUENCIA LIDER?  2.073 18 11 39 5 17 6 22 2 10,2 +0,7 0

3Carga neta a pH 7.0.

by os pardmetros fisico-quiinicos dela secuencia lider de la enterocina A se determinaron a partir de la secouencia aminoacidica obtenida por Aymerich ef al. (1996).
Simbolos y abreviaturas como en la Tabla IV.16. Cddigo monosilabo de fos aminogcidos como en ta Figura 4.8.
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lo constituyen aminodcidos dcidos y bésicos, respectivamente. La enterocina B es una proteina
de 53 amino4cidos estable, periférica, catiénica (carganeta 3, a pH 7,0), de elevado pI (9,7),
hidréfoba (Indice GRAVY de -3,8) y con un tamafio molecular teérico de 5.465 Da. El extremo
N-terminal de la bacteriocina (hasta el residuo 24) es muy hidréfilo (indice GRAVY de -16,42),
mientras que la regién C-terminal es muy hidréfoba (indice GRAVY de +6,72) y contiene una
posible hélice @ transmembrana (PTH) de 21 aminodcidos, entre los residuos 25 (Ala) y 45
(Leu) (indice GRAVY de +11,42), segiin el programa HELIXMEN (Eisenberg et al., 1984).

El an4lisis de la extensién N-terminal de 18 aminodcidos de la enterocina B (Figura 4.28)
permiti6 observar que: (i) las posiciones -15, -12, -7 y -4 estdn ocupadas por los residuos
aminoacidicos hidréfobos valina, leucina, metioninae isoleucina (Val-15, Leu-12, Met-7 e Ile-
4), (ii) las posiciones -11, -9 y -8 estdn ocupadas por el residuo polar neutro serina y por los
residuos polares con carga lisina y 4cido glutdmico (Ser-11, Lys-9 y Glu-8) y (iii) las posiciones
-2 y -1 estdn ocupadas por el aminodcido glicina (Gly-2 y Gly-1). Estas caracterfsticas de la
extensién N-terminal de la enterocina B concuerdan con Jos criterios establecidos por Fremaux ef
al. (1993) y Havarstein er al. (1994) (seccién I1.4.6) para las secuencias lider del tipo doble
glicina que contienen las bacteriocinas que se procesan y secretan mediante una ruta de secrecién
independiente de un peptido seiial (sistema sec-independiente) en la que intervienen
transportadores ABC especificosy sus protefnas accesorias (Wandersman, 1992; Fath y Kolter
1993; Havarstein et d., 1995a; Franke et al., 1996) (Figura 2.2; seccién 11.4.7). Los
pardmetros ffsico-quimicos mds relevantes de la secuencia lider del tipo doble glicinade la
enterocina B se muestran en la TablaIV.22, en la que se observa que la molécula contiene un
11% de residuos de glicina, un 33% de amino4cidos apolares, entre los que no se incluye ningin
aminodcido aromdtico, un 28% de aminodcidos polares neutros y el restante 28% estd constituido
por aminodcidos polares con carga neta negativa (11%) o positiva (17%). Esta secuencia lideres
estable, periférica, catiénica(carganeta 1, a pH 7,0), de elevadopI (9,7), presenta un indice
GRAVY de -5,9 y un tamafio molecular teérico de 2.034 Da. De acuerdo con los programas
HELIXMEN (Eisenberg et al., 1984) y SOAP (Klein et al, 1985), la molécula no contiene
segmentos transmembrana.

Teniendo en cuenta todos estos resultados se puede concluir que la enterocina B de E.
faeciumT136 es una nueva bacteriocina sec-independiente que no es del tipo pediocina, es decir,
una sustancia antimicrobiana que se sintetizaen los ribosomas en forma de un prepropéptido o
precursor inactivo (preproenterocina B) que contiene una secuencia lider del tipo doble glicina
que es reconocida por el transportador ABC de la bacteriocina y procesada por éste
concomitantemente con la secrecion de la enterocina B.

IV.12.5. Secuenciacion parcial del gen estructural de la enterocina A

Dado que mediante degradacién de Edman sélo se pudieron identificar los primeros 18
aminodcidos del extremo N-terminal de la enterocina A de E. faecium T136 se procedié a
determinar la secuencia nucleotidica de su gen estructural para confirmar genéticamente la
identidad de esta bacteriocinacon la enterocina A de E. faecium CTC492 (Aymerich, 1996;
Aymerich et al., 1996). La secuencia nucleotidica del fragmento de 187 pb que contiene una
region del gen estructural de la enterocina A (entA) se determiné secuenciando un fragmento de
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PCR mediante el método enzim4tico de Sdnger o método didesoxi de finalizaci6n de cadena,
como se describi6 en la seccién I11.2.11.10. El cebador ENTA1 empleado en las experiencias de
PCR vy de secuenciacién corresponde al cebador THIO (Aymerich et al., 1996), especificode Ia
secuencia lider de la enterocina A de E. faecium CTC4932. La secuencia y la direccidn de
ENTALIL (TH10), su temperatura de fusién y su localizacién con respecto a la secuencia lider de la
bacteriocina se muestra en la Tabla IV .21.

El ADN total de E. faecium T136 se trat6 con el enzima de restriccion EcoRI (seccién
I11.2.11.3) y los fragmentos obtenidos se ligaron en.el fagémido pBluescript II SK+,
previamente tratado con EcoRI (secciones I11.2.11.4.2 y II1.2.11.5). A continuacidn, se
realizaron tres PCRs hemiespecificos (seccién [11.2.11.6.3) empleando como ADN molde esta
mezcla de ligaciény las obtenidas anteriormente (Dral y Hincll) (seccion1V.12.2.2) y, como
cebadores, el oligonucledtido especifico ENTAL y SK2 biotinizado en su extremo 5. La
hibridacién se realizé a 55°C durante 30 seg y la polimerizacién se efectué a 72°C durante 2 min.
Tras realizar la electroforesis de los productos de PCR en un gel de agarosaal 0,8% (p/v), enel
producto correspondiente a la ligacién EcoRI se visualizé un dnico fragmentode 1,8 Kb, lo que
permitié su purificacién directamente a partir del producto de PCR. Posteriormente, el fragmento
se convirtié a cadena sencilla y se secuencid la hebra positivaempleando ENTA1 como cebador
de secuenciacién. Tras realizar la autorradiografia correspondiente, se solaparon las secuencias
obtenidas con las dos carreras electroforéticas y se obtuvo la secuencia de los 187 nucleétidos del
extremo 3’ del gen estructural de la enterocina A que se muestra en la Figura 4.29.

IV.12.6. Analisis del gen estructural de la enterocina A y de la region
adyacente. Parimetros fisico-quimicos de la enterocina A

La secuencia nucleotidicade 187 pb obtenida mediante 1a secuenciacidn del producto de PCR
1,8 Kb-EcoR1 de E. faecium T136 contiene dos marcos de lectura abiertos (ORFs) incompletos
con la misma polaridad (hebra 5’-3’), denominados entA y orf2 (Figura 4.29).

El fragmento secuenciado del gen estructural de 1a enterocina A (entA) codifica una secuencia
de 52 aminodcidos que, al compararse con la obtenida para la bacteriocina por degradacién de
Edman, permite establecer que la enterocina A se sintetiza como un precursor o prepéptido
(preproenterocina A) que contiene un extensién N-terminal, de la que tdnicamente se
determinaron los 5 residuos del extremo C-terminal (Figura 4.28). El punto de procesamiento del
prepéptido se sitia inmediatamente después de los dos residuos de glicina consecutivos
(posiciones -2 y -1) de la extensién N-terminal, lo que da lugar a un péptido de 47 aminodcidos
(enterocina A madura) con un tamafio molecular teérico de 4.833 Da. La secuencia aminoacidica
deducida de la secuencia genética confirmé la secuencia parcial obtenida por degradacién de
Edman y permitié identificar los residuos de las posiciones 1 (Thrl) y 14 (Cys14). La secuencia
aminoacidica de la bacteriocina resulté ser idéntica a la de laenterocina A de E. faecium CTC492
(Aymerich, 1996; Aymerich et al., 1996).

Los pardmetros fisico-quimicos m4ds relevantes de la enterocina A se muestran en la Tabla
IV.22, en laque se observa que la moléculacontiene un 19% de residuos de glicina, un 36% de
aminodcidos apolares (de los cuales el 11% son residuos arométicos), un 30% de aminodcidos
polares neutros y el 2 y el 13% restante lo constituyen residuos aminoacfdicos 4cidos y bdsicos,
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Figura 4.29, Secuencia nucleotidica parcial del gen estructural de la
enterocina A (entA) de E. faecium T136

entA
1 AACTTATCTATGGGGGTACCACTCATAGTGGAAAATATTATGGAAATGCGAGTGTATTGCA
L I ¥ G G ,T T H 5§ G K ¥ ¥ G N G V ¥ C T

61 CTAAAAATAAATGTACGGTCGATTGGGCCRAGGCAACTACTTGTATTGCAGGAATGTCTA
K N K ¢ TV DWAI KW ATTCTIAGMSI

_S.D, orf2
121 TAGGTGGTTTTTTAGCTGGAGCAATTCCAGGGAAGTGCTAAAATGAAAAAAAATGCTAA
G ¢ F L @ G A I P G K C * M KU KNAK

181 GCAAATT 187
Q I

b — e —— ]
Cdédigo monosilabo de los amonoscidos como en la Figura 4.8. Los dexosirribonucledtidos se indican

como en la Tabia IV.21. Los numéros indican la posicion delas bases nitrogenadas en pares debases. *,
codon de terminacién de Ja traduccién (UAA). Lasecuencia Shine-Dalgarno {8.D.) se ha suprayado, El
punto de procesamiento de la bacteriocina estd sefialado con una flecha vertical,
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respectivamente. La enterocina A es una protefna periférica, estabie, catidnica (carganeta4, a pH
7,0), de elevado pl (9,0) e hidréfoba (fndice GRAVY de -0,3). El extremo N-terminal de la
bacteriocina (hasta el residuo 22) es bastante hidréfilo (indice GRAVY de -9,41), mientras que
la regién C-terminal es muy hidréfoba (indice GRAVY de +7,72) y contiene una posible hélice
o transmembrana (PTH) de 21 aminodcidos, entre los residuos 23 (Trp) y 43 (Iie) (indice
GRAVY de +10,8), segin el programa HELIXMEN (Eisenberg et al., 1984).

La extensién N-terminal de la enterocina A de E. faecium T136 no se secuencid
completamente; no obstante, la presenciade dos residuos consecutivos de glicina inmediatamente
antes del punto de procesamiento de la pre-enterocina A (Gly-2 y Gly-1) (Figura 4.29) sugiere
que se trata de una secuencia lider del tipo doble glicina (Fremaux et al., 1993; Havarstein et
d.,1994), como se ha demostrado para la enterocina A de E. faecium CECT492 (Aymerich,
1996; Aymerich et al.,, 1996). Por lo tanto, la enterocina A de E. faecium T136 es una
bacteriocina del tipo pediocina que, al igual que la enterocina B de E. faecium T136, se procesay
secreta mediante una ruta de secrecién independiente de un peptido sefial (sistema sec-
independiente) en la que intervienen transportadores ABC especificosy sus proteinas accesorias
(Figura 2.2; seccién 11.4.7).

Inmediatamente después del codon de terminacidénde la traduccién (UAA) de la enterocina
A, se localizael inicio de un segundo marco de lectura abierto (ORF), denominado orf2, que
codifica los primeros 8 residuos del extremo N-terminal de una cadena peptidica (ORF2). Hl
anélisis de la secuencia nucleotidica localizada delante de orf2 permitio identificar una secuencia
Shine-Dalgarno (AGGG), que s¢ encuentra a una distancia 6ptima de 10 pb del codon de
iniciacién de la traduccién (AUG) de ORF2. La secuencia aminoacidica parcial del ORF2 de E.
Jaecium T136 resulté ser idénticaal extremo N-terminal de la hipotética proteina de inmunidad
(ORF2) de la enterocina A de E. faecium CTC492 (Aymerich, 1996; Aymerich et al., 1996).

IV.12.7. Amplificacion por PCR de los genes estructurales de la enterocina B y
de la enterocina A de E. faecium T136 y E. faecium CTC492

Los resultados anteriores demuestran inequivocamente que E. faecium T136 produce la
enterocina B, una nueva bacteriocina de la clase I no del tipo pediocina y, ademds, la enterocina
A, una bacteriocina de la clase II del tipo pediocina que habfa sido previamente aislada de E.
Sfaecium CTC492 (Aymerich, 1996; Aymerich et al.,, 1996). Con el objeto de visualizar los genes
estructurales de las enterocinas B y A se realizé un PCR especifico empleando como ADN molde
el ADN total de E. faecium T136 y, como cebadores, las parejas ENTAI(THIO/ENTA2 y
ENTB3/ENTBS. La hibridacién se realizé a 55°C durante 30 seg v la polimerizacién a 72°C
durante 45 seg. Los resultados obtenidos tras realizar la electroforesis de los productos de PCR
en un gel de agarosa al 2% (p/v) se muestran en 1a Figura 4.30, en la que se observan dos iinicos
fragmentos de 126 y 171 pb. De acuerdo con la localizacién de los cebadores empleados (Tabla
IV.21), los fragmentos amplificadosde 126 y 171 pb contienen un fragmento del gen estructural
de la enterocina B y de la enterocina A, respectivamente.

Por otra parte, se realiz6 una reaccién de amplificacién similar, empleando como ADN
molde el ADN total de E. faecium CTC492, con el objeto de amplificar el gen estructural de Ia
enterocina A y de determinarsi esta cepa contiene tambi€n el gen estructural de la enterocina B.
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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 tamano molecular de los fragmentos lineales
de ADN.
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Como se observa en la Figura 4.30 se obtuvieron los mismos resultados que cuando se empleo
el ADN total de E. faecium T136. Estos resultados permiten concluir que E. faecium CTC492
posee también el gen estructural de la enterocina B y experiencias bioquimicas realizadas al
margen de ¢ste trabajo demuestran su produccién en esta cepay su liberacién al medio exocelular
(Nilsen et al., 1998).
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V. Discusidn,

V.1. AISLAMIENTO DE BACTERIAS LACTICAS BACTERIOCINOGENICAS
DE EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS ELABORADOS ARTESANALMENTE

Los embutidos crudos curados se seleccionaron como fuente para el aislamiento de bacterias
licticas ya que se trata de un tipo de productos cdrnicos que goza de una calidad higiénica
excepcional y cuya flora predominante esté constituida por estos microorganismos (Liicke, 1987;
Egany Roberts, 1987; Schillinger y Liicke, 1987, 1989; Rodriguez, 1991; Garriga et al., 1993b;
Vignolo et al., 1993; Moreira 1993; Sobrino, 1993; Vaughan et al., 1994; Cintas, 1995).
Asimismo, las bacterias ldcticas procedentes de estos productos estdn mejor adaptadas a la
ecologfa microbiana de la carne y de los derivados cdrnicos que las aisladas de otras fuentes
como, entre otras, la leche, los productos ldcteos y las hortalizas (Schillinger y Liicke, 1989).
Por otra parte, los embutidos crudos curados empleados en este trabajo fueron elaborados de un
modo artesanal, segin las costumbres gastronémicas caracter{sticas del lugar de procedencia,
para evitar aislar bacterias ldcticas empleadas habitualmente en la industria cdmica como cultivos
iniciadores o protectores.

El aislamiento de las bacterias lacticas se realizé empleando el medio selectivo MRS (De Man
et d., 1960), una temperaturay un tiempo de incubacién de 32°Cy 3 dfas, respectivamente, y
condiciones atmosféricas de microaerofilia, ya que todos estos factores favorecen el crecimiento
de las bacterias l4cticas frente al de otros microorganismos presentes potencialmenteen la
microflora de los embutidos (Reuter, 1985).

V.1.1. Actividad antimicrobiana en medio sdlido de las bacterias lacticas
aisladas

El estudio inicial de la actividad antimicrobiana de las bacterias ldcticas se realiza
generalmente en medios de cultivo sélidos o semisélidos, mediante ensayos que se dividen en
directos o simultdneos e indirectos o diferidos (Hoover, 1993). En ambos casos, la actividad
antimicrobiana ejercida por el microorganismo problema (activo) se detecta como una inhibicién
del crecimiento del microorganismo indicador (pasivo) (Tagg et a., 1976). En los ensayos
directos, €l microorganismo problema y el microorganismo indicador se desarrollan
simultineamente bajo las mismas condiciones de incubacién, por 1o que la inhibicion se detectard
tnicamente en el caso de que las sustancias antimicrobianas se sintetizeny se liberen al medio
exocelular durante los primeros estadios del crecimiento del microorganismo problema (Gratia,
1946). En los ensayos indirectos o en diferido, el microorganismo problema se cuitivaen un
medio sélido, durante un periodo de tiempo determinado y, a continuacién, se cubre ¢on una
capa de medio semisélido fundido y atemperado que contiene el microorganismo indicador
(Frederick, 1948). Algunos autores antes de afiadir el microorganismo indicador inactivan las
células del microorganismo problema con calor (Ahn y Stiles, 1990a) o con vapores de
cloroformo (Davey y Richardson, 1981). Otros autores afiaden el cultivo del microorganismo
problema sobre membranas estériles depositadas en una capa de agar estérily, tras un periodo de
incubacién determinado, las retiran y depositan €l microorganismo indicador diluido en un agar
semis6lido fundido y atemperado (Vlaemynck et d., 1994). Los ensayos en diferido son mis
sensibles que los simultdneos y permiten que tanto el microorganismo problema como el
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indicador se desarrollen bajo condiciones 6ptimas de incubaci6n (Tagg etal., 1976).

Entre los métodos mds utilizados se encuentra el método de antagonismo microbiano
indirecto de la *‘gota sobre agar”, descrito por Fleming et al. (1975). Esta prueba consiste en
sembrar una gota del cultivo del microorganismo problema sobre una capa de agar estéril y, una
vez desarrolladas las colonias, depositar el microorganismo indicador diluido en un agar
semisélido fundido y atemperado (Geis et al., 1983; Schillinger y Liicke, 1989; Arihara et al.,
1991; Garriga et al., 1993b; Laukové er dl., 1993; Vignoloet al., 1993; Villanier d, 1993, Ben
Embarek er dl., 1994; Gonzélez et dl., 1994; Aymerich, 1996). Otros investigadores realizan la
variante directa de este método que consiste en sembrar una gota del cultivo del microorganismo
problema sobre una capa de agar en la que previamente se habfa inoculado el microorganismo
indicador e incubar posteriormente las placas (Davey y Richardson, 1981). Una variante de este
método propuesta por Sabine (1963) consiste en realizar pocillos en la capa de agar semisélido
que contiene el microorganismo indicador y, posteriormente, rellenarlos con un determinado
volumen del microorganismo problema en medio liquido o semis6iido (Ben Embarek et d. ,
1994).

Otro de los métodos més empleadoses el método de antagonismo microbiano directo por
siembra en profundidad por picadura, descrito por De Klerk (1967). Barefoot y Klacnhammer
{1983) inoculan el microorganismo problema por siembra en picadura sobre una capa de agar
semisélido en la que previamente se habia sembrado el microorganismo indicador vy,
posteriormente, incuban las placas. Otros investigadores emplean la variante indirecta de este
método, que consiste en incubar durante un tiempo variable el microorganismo problema
sembrado por picadura antes de afiadir el agar semisdlido con el microorganismo indicador
(Davey y Richardson, 1981; Holo et d., 1991; Rodriguez, 1991; Moreira, 1993; Ruiz-Barba et
al., 1994; Vaughan et al., 1994, Cintas, 1995; Cintas et al., 1995; Kelly etral., 1996)

Dentro de los ensayos indirectos destacan el método “‘flip-plating” (Kékessy y Piguet, 1970)
y el método “sandwich” (Mayr-Harting et al, 1972), basados ambos en la difusién
tridimensional de las sustancias antimicrobianas y en la separacién fisica del microorganismo
problema e indicador. En el método ‘flip-plating”, el microorganismo problema se siembra sobre
una placa de agar estéril por alguno de estos procedimientos: (i) depositando una gota del cultivo,
(ii) afiadiendo un medio semisélido que lo contenga a una concentracién que permita visualizar
colonias aisladas o (iii) extendiendo una gota del cultivo siguiendo el didmetro de la placa. Tras
incubar el microorganismo problema se invierte la capade agar y se siembrael microorganismo
indicador, bien afiadiendo una capa de agar semis6lido que lo contenga (i y ii) o bien extendiendo
una gota de cultivo en direcci6n perpendicular a la del microorganismo problema (iii) (Barefoot y
Klaenhammer, 1983). En el método “sandwich” se siembran diluciones adecuadas del
microorganisme problema sobre una capa de agar estéril y, a continuacién, se cubren las placas
con una capa de medio semisdlido y se incuban; una vez desarrolladas las colonias, se afiade una
capa de medio semisélido fundido que contiene el microorganismo indicador (Mortvedty Nes,
1690). Una de las principales ventajas de estos métodos es que en ellos se excluye la actividad
inhibidora debida a los bacteriéfagos ya que éstos no difunden por la capa de agar (Hoover,
1993).

En este trabajo, el estudio inicial de la actividad antimicrobiana en medio sélido de las
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bacterias licticas aisladas de embutidos crudos curados se llevé a cabo mediante un método de
antagonismo microbiano diferido por siembra en picadura (seccién I11.2.3.1). Este método
presenta las ventajas de los ensayos en diferido; es decir, permite que tanto ¢l microorganismo
problema como el indicador se desarrollen bajo condiciones Gptimas de incubacién y que las
colonias del microorganismo problema inicien su crecimientoy la produccién de sustancias
antimicrobianas antes de que empieze a desarrollarse el microorganismo indicador. Por otra
parte, es una técnica mds rdpida que el método de la gota sobre agar, ya que permite establecer
simultdneamente la actividad antimicrobiana de un gran nimero de colonias sin necesidad de
cultivarlas previamente en medio liquido.

De las 768 colonias preeseleccionadas al azar de los 8 embutidos, 46 (28 de morfologia
cocoidey 18 de morfologfa bacilar), es decirel 6%, mostraron halos de actividad antimicrobiana
de didmetro superior a 4 mm frente a uno, al menos, de los microorganismos indicadores
utilizados (P. acidilactici347, Lb. sake 148 y Ls. monocytogenes ScottA) (Tabla IV.1; seccién
IV.1). P. acidilactici 347 y Lb. sake 148 se emplearon como microorganismos indicadores
porqgue producen dos bacteriocinas ampliamente distribuidas entre las bacterias l4cticas: la
pediocina PA-1 (Bhunia et al.,, 1987; Gonzdlez y Kunka,1987; Nieto-Lozano et al., 1992;
Moreira, 1993; Cintas et dl., 1993; Ennahar et al., 1996; Rodriguez er al., 1997a; Cintas, 1995;
Cintas et al., 1998a)y la lactocina S (Mortvedt y Nes, 1990; Sobrino, 1993; Cintas et al., 1993;
Cintas, 1995; Rodriguez et al, 1995b; Cintas et d., 1998a), respectivamente. Ls.
monocytogenes Scott A se empled por tratarse de una bacteria patégena Gram-positiva
responsable de numerosos brotes de toxiinfecciones alimentarias registrados en los tltimos afios
(Farber y Peterkin, 1991; Lepoutre et al., 1992).

Los resultados obtenidos por otros investigadores que han estudiado la actividad inhibidora
de las bacterias ldcticas aisladas de embutidos crudos curados son variables. Asi, por ejemplo,
Schillinger y Liicke (1989) estudiaron 142 cepas de Lb. sake, 4 de Lb. plantarum y 75 de Lb.
curvatus, encontrando que el 13, el 75 y el 1%, respectivamente, inhibian el crecimiento de uno,
al menos, de los 31 microorganismos indicadores utilizados. Garriga et al. (1993b) evaluaron
254 cepas de Lactobacillus spp. aisladas de embutidos crudos curados (Hugas er al., 1993) y
observaron que 55 de ellas mostraban actividad inhibidora frente a, al menos, uno de los 5
microorganismos indicadores utilizados. Gonzdlez er al. (1994) analizaron 75 cepas de
Lactobacillus spp. aisladas de diversos productos fermentados y detectaron que el 13% inhibian
el crecimiento de alguno de los microorganismos indicadores. Cintas (1995) observéd que de 500
colonias aisladas de 5 embutidos crudos curados, ¢l 11% mostraba actividad antimicrobiana
frente a uno, al menos, de los tres microorganismos indicadores empleados. La variabilidad en
los porcentajes globales de incidencia de bacterias l4cticas con actividad antimicrobianaen los
alimentos puede deberse a que los resultados obtenidos dependen: (i) de los microorganismos
indicadores empleados, (ii) de las condiciones experimentales establecidas para evaluar dicha
actividad y (iii} de los criterios adoptados para interpretar 1os resultados.

V.1.2. Identificacion y seleccion de las bacterias lacticas productoras de
bacteriocinas en medio liquido

Las bacterias l4cticas producen numerosos compuestos antimicrobianos (seccién I1.2.4), por
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lo que la identificacién de aquéllas cuya actividad antimicrobianase deba a la produccién y
liberaci6n de bacteriocinas al medio exocelular requiere el empleo de métodos complementarios a
los expuestos anteriormente que excluyan el efecto inhibidor debido a otros compuestos
antimicrobianos (gj. 4cidos orgdnicos y peréxido de hidrégeno), a la depleccién de nutrientes del
medio y/o a la presencia de bacteriéfagos.

Uno de los métodos empleados consiste en desarrollar el microorganismo problema en un
medio liquido bajo condiciones de incubacién adecuadas y, seguidamente, aplicar diversos
procedimientos que permitan obtener un sobrenadante libre de células cuya actividad
antimicrobiana se deba, al menos presumiblemente, a la presencia de bacteriocinas. Entre los
procedimientos empleados para eliminar la presencia de bacteriéfagos y/o de células residuales
destacan la esterilizacién de los sobrenadantes por filtracién con filtros de (0,22 pm de poro (Tagg
et al., 1976; Arihara et al., 1993; Jiménez-Diazer a., 1993: Moreira, 1993; Sobrino, 1993;
Cintas, 1995; Cintas er al.,, 1995; 1998a,b) y lainactivacién de los bacteridfagos exponiendo el
medio de cultivo a luz ultravioleta (Mayr-Harting et @., 1972). La actividad antimicrobiana del
peréxido de hidrégeno se puede eliminar incubando el microorganismo problema en condiciones
de anaerobiosis estricta (Aymerich, 1996), o bien, en un medie de cultivo con efecto cataldsico,
como el MRS (Rodriguez et al.,1997b), o en uno al que se le adiciona catalasa (Geis etdl., 1983;
Vlaemynck et al., 1994; Torri Tarelli eral., 1994). Otros autores afladen la catalasa directamente
a los sobrenadantes libres de células (Ahny Stiles, 1990a; Ariharaet al., 1993; Gonzdlez et dl. ,
1994; Cintas et al., 1998a). El efecto inhibidor debido al descenso del pH del medio de cultivo
se elimina mediante la adici6én de una solucién bésica fuerte (Schillingery Liicke, 1989; Arihara
et d., 1993; Jiménez-Diaz et al., 1993; Ben Embarek et al., 1994; Cintas, 1995; Cintas et al.,
1995; 1998a). La actividad antagonista debida a los dcidos orgénicos y a otros compuestos
antimicrobianos de pequefio tamafio molecular se puede eliminar mediante didlisis del
sobrenadante libre de células frente al polietilenglicol (Daeschelet al., 1990); algunos autores
como paso previo a la didlisis obtienen las proteinas de los sobrenadantes libres de células por
precipitacién con sulfato aménico (Bhunia er al.,, 1987). Alternativamente,la produccién de
dcido se puede minimizar realizando la incubacidn del microorganismo problemaen un medio de
cultivo pobre en hidratos de carbono fermentables (Vaughan et al., 1994). Los sobrenadantes
libres de células tratados con los procedimientos anteriores se pueden concentrar, para aumentar
su actividad antimicrobiana, mediante liofilizacién (Moreira, 1993; Sobrino, 1993; Cintas, 1995;
Cintas et dal., 1995; 1998a), ultrafiltracién (Laukovd er dl., 1993; Olasupo et d., 1994) o
evaporacién a vacio y con calor en rotavapores (Geis etal., 1983).

La evaluacién de la actividad bacteriocinogénica de los sobrenadantes libres de células y/o
sobrenadantes concentrados se lleva a cabo mediante pruebas basadas en la difusién
tridimensional de las bacteriocinasen un medio sélido o semis6lido y en la inhibicién del
crecimiento de los microorganismos indicadores (Hoover, 1993). Las pruebas mds utilizadas son
modificaciones de la técnica de difusién en agar descrita por Schillingery Liicke (1989). Asf,
pues, algunos autores depositan alicuotas de los sobrenadantes a evaluar en pocillos practicados
en una capa de agar semisélido en la que previamente se habia inoculado el microorganismo
indicador y, antes de proceder a la incubacién de las placas, éstas se preincuban a temperaturas
de refrigeracién para permitir la difusién de las bacteriocinas (Gonzilez et dl., 1994; Cintas,
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1995; Cintas erdl., 1995; 1998a). Otros autores practican pocillos en una capa de agar estérily,
tras tapizar su fondo con unas gotas del mismo medio, depositan en ellos las alicuotas de los
sobrenadantes a evaluar; posteriormente, s¢ preincuban las placas para permitir 1a difusién de las
bacteriocinas y, a continuacién, se invierte la capa de agar y se afiade una capa de medio
semisélido que contiene el microorganismo indicador (Ahn y Stiles, 1990a). Por tltimo, algunos
investigadores afiaden las alfcuotas de los sobrenadantes sobre discos de papel de filtro estériles
(Bhunia et dl., 1988; Rodriguez, 1991; Sobrino, 1993) o directamenie sobre el medio semisélido
que contiene ¢l microorganismo indicador (Jiménez-Dfaz eral., 1993; Ruiz-Barba eral., 1994).
En todas las prucbas descritas anteriormente el tamaiio del halo de inhibicién depende de la tasa
de difusién de la bacteriocinay del crecimiento del microorganismo indicador (Linton, 1983).
Estos pardmetros estdn determinados a su vez por ¢l tipo de medio de cultivo, por los tiemposy
temperaturas de preincubacién e incubacién y por las concentraciones empleadas de
microorganismo indicador y bacteriocina (Davidson y Parish, 1989). Debido a la importancia de
todos estos factores es necesario estandarizar las condiciones experimentales para poder asf
comparar la actividad antimicrobiana de diversas bacteriocinas (Cintas, 1995; Cintas et al.,
1998a). ,

La identificaci6n de las bacterias ldcticas productoras de bacteriocinas aisladas en este trabajo
se llevé a cabo empleando una modificacion de la técnica de difusion en agar descrita por
Schillingery Liicke (1989). Mediante esta técnicase evalud la actividad antimicrobiana de los
sobrenadantes libres de células neutralizados y esterilizados por filtracién, asi como de los
sobrenadantes concentrados veinte veces por liofilizacién, frente a diversos microorganismos
indicadores (seccidn III. 2.3.2.). Esta misma metodologia ha sido empleada por otros autores
para detectar la actividad bacteriocinogénica de las bacterias 1icticas (Moreira, 1993; Villani et dl. ,
1993; Ten Brink et ., 1994; Cintas, 1995; Cintas et al,, 1995; 1998a). En las experiencias
realizadas en este trabajo siempre se practicaron pocillos del mismo didmetwro (6 mm) y siempre
se empleé 1a misma cantidad de sobrenadantes y de sobrenadantes concentrados (50 ul)
obtenidos de cultivos en fase estacionaria (16 h a 32°C), la misma densidad inicial de

microorganismos indicadores (1x10° ufc/ml, aproximadamente) y los mismos tiempos y
temperaturas de preincubacién de las sustancias antimicrobianas (2 h a 4°C). Por otra parte, los
microorganismos indicadores se cultivaron siempre durante 24 h en los medios de cultivo
6ptimos y bajo las condiciones més favorables para su crecimiento (Tabla I11.1; seccién [IL1.1).

De las 46 bacterias ldcticas con actividad antimicrobiana en medio sélido, 12 (9 de
morfologia cocoide y 3 de morfologia bacilar), es decir el 26%, mostraron actividad
antimicrobiana en medio liquido frente a uno, al menos, de los tres microorganismos indicadores
empleados (TablaIV.1; seccién IV.1 y TablalV.2; seccién IV.2}). Estos resultados son similares
a los obtenidos por otros investigadores. Asi, pues, Schillinger y Liicke (1989) observaron que
de las 23 cepas de Lactobacillus spp. que mostraban actividad en medio sélido, €l 26% eran
activas cuando se empleaban los correspondientes sobrenadantes. Asimismo, Gonzdlez et al.
(1994) encontraron que €l 30% de las cepas de Lactobacillus spp. con actividad inhibidora en
medio s6lido la mantenfan cuando se desarrollabanen un medio de cultivo liquido. Cintas (1995)
observé que de las 55 cepas que mostraban actividad en medio s6lido, solamente el 22% eran
activas cuando se emplearon sus correspondientes sobrenadantes. Por iltimo, Garriga et al.
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(1993b) obtuvieron porcentajes inferiores, ya que de 55 cepas de Lactobacillus spp. con
actividad antagonista en medio sélido, sélo un 11% mostraban actividad en los sobrenadantes.

El hecho de que las otras 34 bacterias ldcticas aisladas en este trabajo que mostraban
actividad antimicrobiana en medio sélido no la presenten en los sobrenadantes libres de células
neutralizados, ni en los correspondientes sobrenadantes concentrados, puede deberse a que (i) Ia
actividad antimicrobiana detectada en la técnica de antagonismo microbiano por siembra en
picadura sea debida a la deplecci6n de nutrientes y/o al descenso del pH del medio de cultivo, (ii)
a que dnicamente produzcan y/o liberen compuestos antimicrobianos cuando se desarrollanen
medio sélido, (iii) a que los compuestos antimicrobianos producidos en medio liquido no sean
activos a los valores de pH neutros a lo que se ajustaron los sobrenadantes o (iv) a que las
sustancias con actividad antimicrobiana se sintetizen durante la fase exponencial del crecimiento
en medio liguido y se degraden en la fase estacionaria.

V.1.3. Caracterizacién microbioldgica y bioquimica de las 12 bacterias lacticas
seleccionadas. Filiacion taxondomica

Las 12 bacterias ldcticas con actividad bacteriocinogénica seleccionadas en este trabajo se
caracterizaron atendiendo a diversas puebas microbiol6gicas y bioquimicas empleadas
habitualmente para este grupo de microorganismos (Tablas IV.5 y IV.6; seccién IV.5) vy,
posteriormente, s¢ analizd su patrén electroforético de protefnas totales mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) (seccién IV. 6). La comparacion
mediante programas informdticos (Vauterin y Vauterin, 1992) de los patrones de proteinas totales
obtenidos por SDS-PAGE estandarizadas se ha revelado como una estrategia muy eficaz para
establecer el agrupamientoy la clasificacién taxonémica de especies bacterianas relacionadas
filogenéticamente (Kersters y de Ley, 1975; Pot et dl., 1994a; Cintas, 1995; Cintas et al.,
1998a; Devriese et al., 1995; Vandamme ez gl., 1996). Asimismo, se ha demostrado una
estrecha correlacion entre la similitud de estos patrones electroforéticos y los resultados de los
estudios de hibridacién ADN:ADN (Vandamme et al, 1996). No obstante, la principal
desventaja de esta técnica radica en el hecho de que tdnicamente aporta informacién
discriminatoria a los niveles de especie y subespecie, por lo que previamente es necesario
disponer de caracteristicas microbiol6gicas y bioquimicas que permitan establecer una
preidentificacion de la cepa a analizar a nivel de género. En este contexto, los resultados de las
pruebas microbioldgicas y bioquimicas a las que se someticron las 12 bacterias lacticas
seleccionadas permitieron la asignacion del género y, aunque de forma tentativa, de la especie
(seccién IV.5). La comparacién de sus patrones electroforéticos de proteinas totales con los de
las cepas de referencia disponibles en una base de datos de mas de 7.000 bacterias lacticas
permiti$, de acuerdo con las técnicas de Kersters y de Ley (1975) y Pot et al. (1993), asignar
taxativamente su especie. Asi, pues, las 12 bacterias licticas seleccionadas se clasificaron
taxondémicamente como P. acidilactici A172, P. acidilactici P20, P. acidilacticiX13, L. lactis
subesp. lactis G18, E. faecium P13, E. faecium P21, E. faecium T136, E. faecium-atipico
G16, E. faecium-atipico AA13, Lb. sake-atipico B18, Lb. sake-atipico S124 y Lb. plantarum
AA24. Del andlisis del dendograma obtenido (Figura 4.1; seccién IV.6) se desprende que P.
acidilactici A172, P. acidilactici P20 y P. acidilactici X13 muestran una gran similitud en su
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patrén electroforético (91-94%), asf como con la cepa productora de pediocina PA-1 P.
acidilactici 347 (89% de similitud), aislada también de embutidos crudos curados (Moreira,
1993). L. lactis G18 muestra un patrén practicamente igual (98% de similitud) que la cepa L.
lactis BB24 productora de nisina A, aislada de embutidos crudos curados por Cintas (1995). En
lo que respecta a las cinco cepas de E. faecium, se pueden establecer dos grupos de similitud
bien diferenciados: E. faecium P21 y E. faecium T136 muestran una similituddel 93% y FE.
faecium-atipico G16, E. faecium-atipico AA13 y E. faecium P13 manifiestan una similitud del
89%; asimismo, la homologia entre ambos grupos es del 82%. Por otra parte, el grupo E.
faecium P21/E. faecium T136 muestra una simitud del 87% con las cepas E. faecium L50y E.
faecium E27 productoras de enterocinas L50A y L50B, aisladas de embutidos crudos curados
(Cintas 1995; Cintas et al., 1995; 1998b), mientras que en el caso del grupo E. faecium-atipico
G16/E. faecium-atipico AA13/ E. faecium P13 esta similitud disminuye al 82%. En lo que
respecta a los lactobacilos, Lb. sake-atipico S124 y Lb. sake-atipico B18 muestran una
homologia del 87%; asimismo, estos microrganismos muestran una homologiade 97 y del 88%,
respectivamente, con la cepa Lb. sake 148 productora de lactocina S, aislada de embutidos
crudos curados (Sobrino et al., 1992; Sobrino, 1993).

El aislamiento de microorganismos de las especies Lb. plantarum, Lb. sake y P. acidilactici
a partir de embutidos crudos curados elaborados sin adicién de cultivos iniciadores no resulta
sorprendente pues los lactobacilos, y en menor medida los pediococos, constituyen la flora
l4ctica predominante de este tipo de productos debido, entre otras causas, a su adaptacién a los
bajos pHs y a la produccién de sustancias antimicrobianas (Smith y Palumbo, 1981; Bacus y
Brown, 1985; Hammes et al., 1990; Hugas et al., 1993; Flores, 1994; Samelis et al., 1994,
Ordéfiez et al., 1995). En este contexto, algunos autores han llegado a sugerir que Lb. sake
podria llegar a convertirse en la especie predominante a las temperaturas de maduracién
empleadas normalmente en Europa para la elaboracién de embutidos crudos crurados (Liicke,
1987, Liicke y Hechelmann, 1987). Asimismo, nuinerosos trabajos describen el aislamiento de
cepas bacteriocinogénicas de las especies Lb. sake (Schillingery Liicke, 1989; Mortvedty Nes,
1990; Rodr{guez, 1991; Sobrino er al., 1992; Tichaczeck et al., 1992; Garriga et al., 1993b;
Hugas ezal., 1993; Cintas et al., 1993; Moreira, 1993; Sobrino, 1993; Cintas, 1995; Hugas et
d., 1995; Aymerich, 1996; Cintas et al., 1998a), Lb. plantarum (Garriga et al., 1993b; Vignolo
et al., 1993; Atrih et d., 1993) y P. acidilactici (Bhunia et d., 1987; Gonzdlez y Kunka, 1987;
Nieto-Lozano et al., 1992; Cintas et dl., 1993; Moreira, 1993; Schved et al., 1993; Cintas,
1995; Cintas et al., 1998a) a partir de embutidos crudos curados elaborados sin adicién de
cultivos iniciadores.

Por otra parte, el aislamiento de una cepa de L. lactis de embutidos crudos curados es de una
extraordinaria importancia porque tradicionalmente se ha considerado que estos microorganismos
se encuentran asociados a la leche y a los productos ldcteos y vegetales (Hirsch y Grinstead,
1951; Hardie, 1986; Teuber et al., 1992). Hasta la fecha solamente se han aislado dos cepas de
L. lactis, L. lactis FS92 y L. lactis BB24, de productos cdrnicos, concretamente de care de
cerdo fresca (Garver y Muriana, 1993) y de embutidos crudos curados (Cintas, 1995; Cintas et
al., 1998a), respectivamente. La cepa L. lactis G18, al igual que la cepa productora de nisina L.
lactis BB24 (Cintas, 1995) ferment6 la sacarosa, lo que es de una gran importancia pues se ha
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demostrado que los determinantes genéticos que codifican la produccién de nisina y la capacidad
de fermentar dicho azicar se encuentran ligados genéticamente (seccién I1.4.8.1). Por otra parte,
la incapacidad de 1as cepas L. lactis G18 y L. lactis BB24 de fermentar la lactosa puede ser el
resultado de su adaptacién evolutivaa los sustratos cdrnicos, en los que este azdcar se encuentra
tinicamente en concentraciones residuales.

El aislamiento de cepas de E. faecium en este trabajo no resulta sorprendente si se tienen en
cuenta los hébitats caracteristicos de esta especie y la forma de elaboracién de los embutidos
crudos curados empleados. E. faecium forma parte de la flora habitual del tracto intestinal del
hombre y de algunos animales como, por ejemplo, los cerdos y los pollos sanos, junto con E.
faecalis, E. avium y E. hirae, entre otros (Devriese et al., 1992; Devriese y Pot, 1995) (Tabla
I1.4; seccién 11.2.3.2). Por otra parte, aunque para la preparacién de embutidos crudos
comerciales se utilizan generalmente tripas artificiales, todos los embutidos (chorizos) empleados
en este trabajo se prepararon artesanalmente embutiendo carne fresca de cerdo en tripas naturales,
lo que posibilitaria el acceso de E. faecium a la masa cdmica. Asimismo, la toleranciade las
cepas aisladas de E. faecium a los bajos pHs y su capacidad de producir bacteriocinas les
permitiria competir exitosamente con €l resto de la microflora presente en las materias primas y
establecerse en el producto final. El aislamiento de cepas bacteriocinogénicas de esta especie a
partir de chorizos elaborados artesanalmente empleando tripas naturales ha sido descrito también
por Cintas (1995). Por otra parte, muchos autores han aislado cepas bacteriocinogénicas de E.
faecium de diversos tipos de embutidos crudos curados, como el salami y el salchichén
(Genigeorgis et al., 1976; Garriga et al., 1993; Samelis ez al., 1994; Devriese et al., 1995;
Aymerich, 1996).

Las 12 bacterias 14cticas seleccionadas presentan caracteristicas importantes desde el punto
de vista tecnoldgico e higiénico-sanitario. Asi, pues, todas ellas provocan un descenso del pH
del medio de cultivo en el que se desarrollan, son 4cido-tolerantes, crecen en presencia de un
6,5% de cloruro sédico (a excepcién de L. lactis G18) y a 8-10°C, no producen diacetilo (a
excepcién de Lb. sake-atipico B18, E. faecium P13, E. faecium T136 y E. faecium-atipico
(G16), ni di6xido de carbono, ni 4cido sulfhidrico (Tabla IV.5; seccién IV.5). La incapacidad de
L. lactis G18 de crecer en presencia de un 6,5% de cloruro sédico no representa, en principio,
una desventaja tecnol6gica, ya que las concentraciones de sal empleadas generalmente en nuesto
pafs en la elaboracién de embutidos crudos curados oscilanentre un 2 y un 2,5%. Las cepas Lb.
sake-atipico B18, E. faecium P13, E. faecium T136y E. faecium-atipico G16 producen diacetilo
a partir de la glucosa, lo cual es una caracteristica deseable desde el punto de vista tecnolégico e
higiénico-sanitario, ya que el diacetilo contribuye al desarrollo del aroma y sabor de diversos
productos l4cteos fermentadosy posee actividad antimicrobiana (seccién 11.2.4.3); no obstante,
el diacetilo puede originar olores ldcteos que son rechazablesen los embutidos crudos curados
(Berdagué etal., 1992). Por otra parte, es interesante resaltar que ninguna de las 5 cepas aisladas
del género Enterococcus posee actividad hemolitica o uredsica, lo que es de una extraordinaria
importancia para su posible aplicacién como cultivo iniciador y protector en los alimentos. En
este contexto, conviene destacar que E. faecium es una especie catalogada como cultivo iniciador
por la International Dairy Federation (Anon, 1991) y que se ha propuesto como cultivo iniciador
en el queso Cheddar (Battistotti et @., 1977; Tamine, 1990), en ¢l queso Mozarella (Parente et
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d., 1989), en el queso Tallegio (Giraffa et dl., 1994; Giraffa et d., 1995) y en los ensilados
(Lindgren etal., 1985).

V.1.4. Espectro de accién, inmunidad y actividad antimicrobiana cruzada de las

12 bacterias lacticas seleccionadas

Las 12 bacterias licticas seleccionadas en este trabajo producen sustancias antimicrobianas
con amplios espectros de accién, ya que inhiben el desarrollo de otras bacterias licticasy de
microorganismos alterantes y patégenos Gram-positivos como Propionibacterium sp., Prop.
acidipropionici, Cl. perfringens, Cl. botulinum, Ls. monocytogenes y St. aureus; no obstante,
las bacterias ldcticas de morfologia cocotde presentaron, en términos generales, espectros de
accién mds amplios y potentes que los bacilos (TablaIV.3; secciénIV.3). Es interesante destacar
que L. lactis G18 y Lb. plantarum AA24 mostraron los espectros de accién mds amplios; sin
embargo, su actividad anti-Listeria fue mucho mds débil que la de las otras cepas evaluadas (a
excepcion de Lb. sake-atipico S124). El amplio espectro de accién de L. lactis G18 es
comparable al de otras cepas productoras de nisina (Hurst, 1981; Harris et al., 1992) y, en
concreto, al de lacepa de origen cdrnico L. lactis BB24 (Cintas, 1995; Cintas ef al., 1998a). Es
interesante destacar que esta sustancia antimicrobiana, al igual que la nisina producida por otras
cepas (De Vos et d., 1993), no resulté muy efectiva frente a Ls. monocytogenes. Por el
contrario, la sustancia antimicrobiana de L. lactis G18 inhibi6 eficazmente el desarrollo de células
vegetativas de CL perfringens y CL botulinum y, por homologfa con la nisina A producida por
otras cepas de L. lactis (Hurst, 1981; Harris et al., 1992), es posible hipotetizar que inhibirfa
también la germinacién de las esporas clostridiales. E1 amplio espectro de accién de L. lactis G18
contrasta con el de la mayoria de las cepas bacteriocinogénicas de L. lactisno productoras de
nisina caracterizadas hasta la fecha, entre las que se incluyen la lactococcina A/diplococcina
(Holo et al., 1991; Davey, 1994), lalactococcina B (Van Belkum et al., 1992), 1a lactococcina G
(Nissen-Meyer et al., 1992), la lactococcina M (Venema, 1995) y lalacticina 481/ lactococcina
DR (Dufour et al., 1991; Piard et al., 1991). En lo que respecta a los pediococos aislados en este
trabajo, las cepas P. acidilactici A172, P. acidilacticiX13 y P. acidilacticiP20 mostraron un
espectro de accién similar e inhibieron a todos los microorganismos empleados como
indicadores, a excepcién de Lb. casei ATCC334, Lc. cremoris DB1275 y L. cremoris
CNRZ117. Asimismo, es interesante destacar la potente inhibicién que ejercieron frente a
microorganismos patégenos como Cl. perfringens, Cl. botulinum, Ls. monocytogenes y St.
aureus. Un espectro de accién similar se ha observado para otras cepas productoras de pediocina
PA-1/AcH (Bhunia et al., 1987; 1988; Henderson er al., 1992; Moreira, 1993; Cintas, 1995),
que es la finica bacteriocina caracterizada hasta el momento en el género Pediococcus. Por otra
parte, Lb. plantarum AA24 también mostré un amplio espectro de accién, en el que se incluyen
Cl. perfringens, Cl. botulinum, Ls. monocytogenes, St. aureus 'y Prop. acidipropionici, 1o cual
es una caracteristica poco generalizadaen las especies del género Lactobacillus (Cintas, 1995),
gue suelen presentar espectros de accién reducidos (Barefoot y Klaenhammer, 1983; Joerger y
Klenhammer, 1986; Rammelsberg et al., 1990) o intermedios (Tichaczek et al., 1992; Gonzilez
et d., 1994; Jiménez-Diaz er d., 1993). Finalmente, las 5 cepas de E. faecium aisladas se
caracterizaron por ejercer una potente inhibicién del desarrollo de microorganismos alterantes del
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género Propionibacteriumy patégenos diversos como Ls. monocytogenesy St. aureus pero, sin
embargo, resultaron poco efectivas o ineficaces frentc a Cl. perfringens y Cl botulinum, a
excepcién de las cepas E. faecium P21y E. faecium T136.

Ninguna de las bacterias ldcticas aisladas en este trabajo inhibié el desarrollo de las bacterias
Gram-negativas empleadas como indicadores, lo cual es una caracteristicacomuin entre las
bacteriocinas de las bacterias ldcticas caracterizadas hasta el momento (De Vuyst y Vandamme,
1994b). No obstante, es posible sensibilizar las bacterias Gram-negativas a la accidn
antimicrobiana de las bacteriocinas combinando éstas con agentes quelantes, como el 4cido
etilén-diamino-tetraacético (EDTA), y/o surfactantes, como el Triton y el Tween; asi como
mediante choques osméticos que debiliten la pared celular, lo cual ya se ha utilizado con éxito
con la nisina y con la pediocina PA-1/AcH (Stevens et al., 1991; Kalchayanand et al., 1992).

Las 12 bacterias l4cticas seleccionadas fueron inmunes a sus propias sustancias
antimicrobianas exocelulares (Tabla IV.4; seccién IV.4), lo que constituye, junto a la naturaleza
proteica y la actividad inhibidora, una de las caracterfsticas comunes de las bacteriocinas de las
bacterias ldcticas (Jack er al., 1995). Partiendo de la premisa de que las bacterias ldcticas son
inmunes a sus propias bacteriocinas, los resultados de la actividad antimicrobiana cruzada
permiten sugerir la identidad o heterogeneidad de diversas sustancias antimicrobianas incluso
antes de que estas se purifiquen a homogeneidad y se determine su secuencia aminoacidica. En
este contexto, cuando una cepa resulta inhibida por la(s) sustancia(s) antimicrobiana(s) de otra, y
viceversa, se puede especular que ambas producen bacteriocinas diferentes. Asimismo, cuando
dos cepas no se inhiben entre si se puede sugerir que ambas producen la(s) misma(s)
bacteriocina(s) 0 que, por el contrario, producen bacteriocinas distintas pero que cada cepaes
resistente a la bacteriocina heter6loga. Este tipo de experimentos ha sido empleado también por
Cintas (1995), Morgan et al. (1995), Aymerich (1996) y Jiménez-Diaz (comunicacién personal),
entre otros. La inmunidad y la actividad antimicrobiana cruzada de las 12 cepas aisladasen este
trabajoy de P. acidilactici 347, L. lactis BB24, E. faecium .50 y Lb. sake 148 (Tabla1V.4;
secci6én IV 4), junto con su espectro de accién y su identificacién taxondmica, permitié
establecer grupos de homologia entre las sustancias antimicrobianas exocelulares de las cepas
aisladas y la pediocina PA-1, la nisina A, las enterocinas L50A y L50B y la lactocina S.

Las bacteriocinas producidas por P. acidilactici A172, P20 y X13, por L. lactis G18 y por
Lb. sake B18 y S124 son posiblemente Ia pediocina PA-1/AcH, la nisina A y la lactocina S,
respectivamente, y la bacteriocina producida por Lb. plantarum AA24 es distinta a la lactocina S.
Aunque estas bacteriocinas no se han purificado a homogeneidad, experiencias genéticas
realizadas paralelamente a este trabajo, empleando la técnica de PCR, han confirmado estas
hipétesis (Rodriguez et al., 1995a; 1995b; 1997a). A pesar de que Lb. sake-atfpicoB18 y S124
producen lactocina S, estas cepas muestran espectros de accién diferentes entre s{ y mds amplios
que el de la primera cepa productora de lactocina S identificada (Lb. sake L45) (Mortvedtet al,
1991), lo cual podrfa reflejar la existencia de mecanismos de reguiaciéon que permiten una mayor
produccién y/o liberacién exocelular de esta bacteriocinay, por lo tanto, una mayor actividad
antimicrobiana exocelular en las cepas aisladas en este trabajo.

Las bacteriocinas de E. faecium-atipico AA13y E. faecium P13, por una parte, y las de E.
faecium P21 y E. faecium T136, por otra, son iguales entre s y difercntes a 1a pediocina PA-1,
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nisina A y enterocinas L50A y L50B. Asimismo, la bacteriocina de E. faecium-atipico AA13y
E. faecium P13 es distinta a las producidas por E. faecium P21 y E. faecium T136. La
caracterizacién bioquimicay genética de las bacteriocinas de E. faecium P13 y E. faecium T136
realizada en este trabajo ha permitido confirmar que estas cepas producen bacteriocinasnuevas: la
enterocinaP y la enterocina B, respectivamente; la cepa E. faecium T136 produce, ademds, la
enterocina A, una bacteriocina descrita y caracterizada previamente (Aymerich, 1996; Aymerich
etal., 1996).

El aislamiento de cepas de P. acidilactici y Lb. sake productoras de pediocina PA-1 y
lactocina S, respectivamente, a partir de embutidos crudos curados elaborados sin adicién de
cultivos iniciadores se ha descrito previamente en numerosas ocasiones (Mortvedt y Nes, 1990;
Mortvedt et al., 1991; Sobrino et al, 1992; Sobrino, 1993; Moreira, 1993; Cintas, 1995;
Aymerich, 1996; Cintas et al., 1998a), lo que permite sugerir que estas bacteriocinas confieren
ventajas adaptativas a las bacterias ldcticas productoras. Asimismo, el aislamiento de cepas de P.
acidilactici productoras de pediocina PA-1 a partir de embutidos comerciales es bastante frecuente
debido a su empleo como cultivos iniciadores en la industria cdrnica (Bhunia et al., 1987,
Gonzdlez y Kunka, 1987; Nieto-Lozano et al., 1992; Daba etdl., 1994). El que en este trabajo
se haya aislado la cepa L. lactis G18 productora de nisina A de un embutido procedente de
Sevilla y que Cintas (1995) aislase la cepa L. lacris BB24 de uno procedente de Teruel sugiere
que las cepas de L. lactis productoras de esta bacteriocina estdn mas extendidas en los productos
cdrnicos de lo que se habia considerado tradicionalmente. Por otra parte, algunos autores han
caracterizado bacteriocinas producidas por cepas de Lb. plantarum aisladas de embutidos crudos
curados, como, entre otras, la plantaricina SA6 de Lb. plantarum SA6 (Rekhif et al., 1995) y la
plantaricina D de Lb. plantarum CTC305 (Aymerich, 1996). En lo que respecta a las
bacteriocinas del género Enterococcus, se han descritoun gran nimero (Tablas I1.5 y I1.6); no
obstante, las enterocinas L50A y L50B (Cintas, 1995; Cintas et al., 1995; 1998a; 1998b) y la
enterocina A (Aymerich, 1996; Aymericher al, 1996), todas ellas de origen cdrnico, son, hasta
la fecha, las dinicas enterocinas que han sido caracterizadas a nivel bioquimico y genético.

Las caracteristicas microbiolégicas y bioquimicas de las 12 bacterias licticas seleccionadas,
aisladas e identificadas taxon6micamente en este trabajo, junto a su actividad antimicrobiana
frente a microorganismos alterantes y patégenos de interés en la industria alimentaria, las
convierten en candidatos potenciales para ser empleadas como cultivos iniciadores y/o
protectores en la elaboracién de embutidos crudos curados u otros derivados cdrnicos vy,
posiblemente, de otros alimentos. Aunque de forma general las bacterias licticas estdn
reconocidas internacionalmente desde hace mucho tiempo como microorganismos GRAS para el
consumo humano e incluso beneficiosos para la salud de sus consumidores (Adams y Marteau,
19935; Stiles, 1996), antes de proponer la aplicacién de estas cepasen los alimentos es necesario
realizar su caracterizacion toxicol6gica exhaustiva, asf como la de sus bacteriocinas. Asimismo,
se tiene que evaluar la produccién in situ de las bacteriocinas, las interacciones de estos
microorganismos y sus bacteriocinas con otros componentes de los alimentos y el efecto de su
empleo en las propiedades organolépticas e higiénico-sanitarias del producto final.

En base a los resultados expuestos anteriormente se seleccionaron las cepas E. faecium P13
y E. faecium T136 para proceder a la caracterizacion bioquimicay genética de sus bacteriocinas,
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ya que la enterocina P y la enterocina B no se han descrito previamente y poseen un interesante
espectro de acccién antimicrobiana. Asimismo, la caracterizacién de bacteriocinas del género
Enterococcus es muy importante debido a que actualmente se dispone de muy poca informacion
acerca de las mismas, a pesar de los numerosos trabajos en los que se hace referenciaa la
bacteriocinogenicidad de este género (Tablas ILS y IL6; seccién 11.3.2.1).

V.2. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA ENTEROCINA P DE E.
faecium P13 Y DE LA ENTEROCINA B DE E. faecium T136

V.2.1. Condiciones experimentales optimas para el crecimiento de E. faecium
P13 y para la produccion de enterocina P

La composicién del medio de cultivo (nutrientes, agentes tensoactivos de superficie) y las
condiciones de incubacién (tiempo, temperatura, pH, tensién de oxigeno) son factores
importantes en 1o que respecta al crecimiento de las bacterias licticas y a la produccién de sus
bacteriocinas (De Vuyst y Vandamme, 1994b). No obstante, la relacin existente entre 1a cinética
de crecimiento, la produccién de las bacteriocinas y el efecto que ejercen diversos factores
ambientales y nutricionales en ambos pardmetros no se conoce con exactitud; asi, pues, pequefas
variaciones en las condiciones de incubacién (ambientales y/o nutricionales) que aparentemente
no afectan al crecimiento del microorganismo productor pueden ser responsables de la
estimulacidn o represion de los mecanismos implicados en la regulacion de 1a produccién de las
bacteriocinas a nivel genético o posttraduccional (Mortvedt-Abildgaard eral., 1995).

V.2.1.1. Efecto de la composicién del medio de cultivo

Los estudios sobre el efecto de los componentes de los medios de cultivo en la produccién
de bacteriocinas revelan que ésta es maxima en medios de cultivo complejos (Geis et al., 1983;
Biswas et dl., 1991; Parente y Hill, 1992a; Daba et al., 1993; De Vuyst y Vandamme, 1994c;
Torri Tarelliet al., 1994; Cintas, 1995; Cintas et al., 1995; De Vuyst, 1995; De Vuystet dl.,
1996; Franz et d., 1996); no obstante, este tipo de medios contiene cantidades signiﬁcativas de
péptidos de tamafio molecular similar al de [a mayoria de las bacteriocinas activas (3.000-6.000
Da), por lo que su empleo dificulia la posterior purificacién a homogeneidad de estas sustancias
(Carolissen-Mackay et al., 1997). Los medios de cultivo empleados para determinarel efecto de
su composicién en el crecimiento de E. faecium P13 y en la produccion de enterocina P
contenfan una base mineral de composicién quimica indefinida o semidefinida y un azicar
fermentable (glucosa) como fuente de energfa, a excepcién del agua de peptona. Las
incubaciones se llevaron a cabo bajo condiciones de aerobiosis a 32°C durante 16 horas. Los
resultados de la TablaIV.8 (seccion [V.8.1) muestran que E. faecium P13 se desarrollaen todos
los medios de cultivo ensayados (agua de peptona, medio sintético o semidefinido, con ¢ sin
suplementos especificos, y medios complejos) y que su actividad antimicrobiana se detectaen
todos ellos, a excepeibn del agua de peptona y los medios complejos BHI y TSB.

El medio de cultivo 6ptimo para el crecimientode E. faecium P13 y para la produccién de
enterocina P fue el caldo MRS, lo cual no resulta sorprendente si se tiene en cuenta que en su
formulacidn se incluye glucosa (2%), peptona (1%), extracto de levadura (0,4%), extracto de
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carne (0,8%), diversas sales minerales (sulfato magnésico 0,02%, sulfato de de manganeso
0,005%, acetato sédico 0,5%, fosfato potdsico 0,2% y citrato triaménico 0,2%) y Tween 80
(0,1%). El pH inicial del caldo MRS es de 6,2 y, una vez desarrollado E. faecium P13, el pH
final alcanzado fue de 4,3. La idoneidad del caldo MRS como medio de cultivo para la
produccién de enterocinas por diversas especies del género Enterococcus ha sido descrita en
varias ocasiones (Arihara et d., 1993; Vlaemynck et al., 1994; Cintas, 1995; Franz et d., 1996);
no obstante, algunos autores han obtenido mejores rendimientos empleando caldoM17 y GM17
(Torri Tarelli ez al, 1994; Parente y Hill, 1992a).

Cuando E. faecium P13 crecié en caldo BHI o en TSB la biomasa formada fue précticamente
la misma que en caldo MRS pero, sin embargo, el pH final alcanzado fue superior a 3,5 y no se
detecté actividad antimicrobiana. Estos medios de cultivo presentan un contenido de glucosa
inferior al 0,3%, un elevado contenido de hidrolizados proteicos (2,2 y 2%), un pH inicial
elevado (7,4 y 7,0) y carecen de sulfato magnésico, sulfato de manganeso y de agentes
tensoactivos de superficie (Tween 80 y monoleato de sorbitdn). En el caso del agua de peptona,
el desarrollo de E., faecium P13 represent§ el 13% del cuantificado en MRS, no se produjo
descenso del pH y tampoco se detectd actividad antimicrobiana. La ausencia de actividad
antimicrobiana al emplearcaldo BHI, TSB o agua de peptona puede deberse a que: (i) el valor de
pH iniciai del medio de cuitivo es demasiado alto e inhibe ia sintesis de ia bacteriocina, (i} el
elevado pH final de los cultivos interfiere en la excrecion de la bacteriocina y/o provoca su
adsorcién a 1a superficie celular, (iii) la ausencia de agentes tensoactivos en el medio de cultivo
disminuye la absorcién de algiin elemento esencial implicadoen la sintesis y/o excrecién de la
bacteriocina y/o desfavorece la disociacion de posibles agregados inactivos de la misma, (iv) el
contenido de hidrolizados proteicos inhibe [a sintesis y/o excrecién de bacteriocinao la
enmascara en el sobrenadante impidiendo que ejerzasu accién antimicrobiana, (v) estos medios
carecen de sales que aporten los cationes divalentes Mg+2 y Mn+2 y/o (vi) a que estos medios
contienen poca glucosa (concentracién inferior al 0,3%) o carecen de ella (agua de peptona). El
efecto positivo de la presencia de Tween 80 en la produccion de bacteriocinas se ha descrito para
la pediocina PA-1, camnocina LA44A, mesentericina 5, curvaticina FS47 y enterocina 900
{Biswas et al., 1991; Van Laack et dl., 1992; Dabaerdl., 1993; Garver y Muriana, 1994; Franz
et al.,, 1996). Por el contrario, la actividad de la pediocina A no se detectaba cuando la
concentracién de Tween 80 en el medio de cultivo era superior 2 0,01% (Pivay Headon, 1994) y
la de la lactocina S se incrementaba cuando no se adicionaba esta sustancia al medio de cultivo
(Mortvedt et al., 1991). Moreira (1993) y Sobrino (1993) obtuvieron resultados similares a los
de este trabajo, observando que la actividad antimicrobiana de 1a pediocina PA-1 y de la lactocina
S no se detecta en los cultivos de P. acidilactici347 y Lb. sake 148, respectivamente,
desarrollados en el caldo BHI. Por otra parte, Geis etal. (1983) y Daba et al. (1993) compararon
la produccién de las bacteriocinas de diversas cepas de Lactococcus spp. y de la mesentericina 5
de Lc. mesenteroides ULS en diversos caldos de cultivo y observaron que ¢l BHI no era un
medio favorable para su produccién.

Tras el desarrollode E. faecium P13 en el medio APT, la tasa de crecimiento y el valor final
del pH fueron similares a los obtenidos en el caldo MRS pero, sin embargo, la actividad
antimicrobiana detectada fue un 50% menor. El pH inicial del medio APT es 6,7 y en su
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formulaci6n se incluye glucosa (1%), triptona en lugar de peptonacomo fuente de hidrolizados
proteicos (1,25%), extracto de levadura (0,75%), diversas sales minerales (sulfato magnésico
0,08%, cloruro de manganeso 0,014%, cloruro sédico 0,5%, sulfato ferroso 0,004% vy citrato
aménico 0,5%), clorhidrato de tiamina (0,00001%) y monoleato de sorbitan (0,02%). Torri
Tarelli ez al. (1994) obtuvieron resultados similares, ya que observaron que la tasa de crecimiento
de E. faecium 7C5 en caldo APT y M17 era similar pero la actividad antimicrobiana detectadaen
el caldo APT representaba Gnicamente un tercio de la cuantificada en el medio M17. 1a
concentracién de cloruro sédico (0,5%, al igualque en los medios BHI y TSB), el valor de pH
inicial (6,7 frente a un valor de 6,2 en los medios MRS y MB) y/o 1a presencia de monoieato de
sorbitan como agente tensoactivo en lugar de Tween 80 y en una concentracifn cinco veces
menor que en los medios MRS y MB pueden ser las causas de la disminucitn de la actividad
antimicrobiana.

Cuando E. faecium P13 se desarroll$ en el medio semidefinido MB, la tasa de crecimiento
fue inferior a la detectadaen los 4 medios complejos, el valor de pH final de los cultivos fue
similar al observado en los medios MRS y APT y la actividad antimicrobiana cuantificada fue
superior a la del caldo APT. El pH inicial del medio base es 6,2, aligual que en el caldo MRS, y
en su composicién se incluye glucosa (1%), extracto de levadura (0,5%), sales minerales
(sulfato magnésico 0,02%, sulfato de manganeso 0,005%, sulfato ferroso 0,001%, cloruro
sodico ,2% y citrato aménico 0,2%) y Tween 80 (0,1%). La ausencia de hidrolizados
proteicos, de extracto de carne como fuente de factores de crecimiento y/o de clorhidrato de
tiamina pueden ser los factores responsables del menor crecimiento de E. faecium P13. La
presencia de un 0,1% de Tween 80 y de glucosa a una concentracion superior al 0,3% pueden
ser los elementos causantes del incremento detectado en 1a actividad antimicrobiana. Por otra
parte, la suplementacién (1,5%) del medio semidefinido MB con diversos hidrolizados de
proteinas de origen cérnico (peptona y proteasa-peptona), lcteo (triptona y caseinas) y mixto
(triptosa) permitié incrementarla tasa de crecimientoy la productividad de bacteriocina de E.
faecium P13, alcanzdndose los valores médximos en el caso de la suplementacién con triptona y
casefnas. Cintas (1995) también observé que el crecimiento de E. faeciumL.50 y la produccién
de enterocinas L50A y L50B se incrementaba tras la suplementacién del medio base con
proteinas de origen ldcteo. Por el contario, Parente y Hill (1992a) observaron que la adicion de
diversas concentraciones de triptona hasta un 1,2% no modificabala produccién de enterocina
1146 de E. faecium DPC1146 y Sobrino (1993) comprobé que la suplementacién del medio MB
con hidrolizados proteicos ldcteos no permitia detectar la actividad antimicrobiana exocelular
(lactocina S) de Lb. sake 148.

De los resultados obtenidos tras el desarrollo de E. faecium P13 en diversos medios de
cultivo se puede deducir que la produccién de enterocina P requiere, al menos, la presencia de un
hidrato de carbono fermentable (glucosa) a concentraciones superiores al 0,3%, de un agente
tensoactivo (0,1% de Tween 80 6 0,02% de monoleato de sorbitdn) y de cationes divalentes

(Mg*2, Mn*2), asf como que el pH inicial del medio de cultivo oscile entre 6,2 y 6,7 y que el pH
final sea 4,4 6 inferior. Resultados similares a los de este trabajo fueron obtenidos por Biswas et
d. (1991), quienes observaron que la glucosa (1%) era la fuente de carbono mds apropiada para
la produccidén de pediocina PA-1/AcH por P. acidilactici H y que la actividad antimicrobiana
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detectada era mdxima en presencia de Mg*2, Mn*2, Tween 80 (0,2%) y cuando los vaiores
iniciales de pH oscilan entre 6,0 y 6,5. Por otra parte, Franz et al. (1996) observaron que la
adicién de diferentes concentraciones de peptona, extracto de levadura y Tween 80 (0,1%)
estimulaba la produccién de enterocina 900 de E. faecium BFE900 y que el extracto de carne no
influfa en su actividad antimicrobiana. Parente y Hill (1992a) observaron que la produccién
mdxima de enterocina 1146 de E. faecium DPC1146 se obtenia cuando el medio de cultivo
contenia extracto de levadura (0,5%), Tween 80 (concentracién inferior al 0,2%) y valores
iniciales de pH entre 6,5 y 6,75.

V.2.1.2, Efecto de 1a tensién de oxfgeno v de 1a temperatura de incubacién

E. faecium P13 se desarrolla y produce actividad antimicrobiana tanto en condiciones de
aerobiosis como de anaerobiosis estricta, sin detectarse diferencias significativas en estos
pardmetros entre las dos atmdsferas de incubaci6én ensayadas. Asimismo, la produccion de
plantaricina C por Lb. plantarum L1441 y de las enterocinas L30A y L50B por E. faecium L50
tampoco parece estar influida por la presencia/ausencia de oxigeno (Gonzdlez et dal., 1994;
Cintas, 1995). De Vuyst et al. (1996) estudiaron ia influenciade diversas concentraciones de
oxigeno en el crecimiento de Lb. amylovorus DCE471 y en la produccién de amilovorina L471 y
no detectaron diferencias tras su incubacién en anaerobiosis 0 en atmdésferas con un 40% de
oxigeno; sin embargo, cuando los niveles de oxigeno aumentaron al 80% se incrementd
considerablemente la produccién de amilovorina L471. Por el contrario, Joerger y Klaecnhammer
(1986) y Mortvedt-Abildgaard et al. (1995) observaron que la produccién de helveticinal y
lactocina S era médxima cuando Lb. helveticus 481 y Lb. sake L45, respectivamente, se
desarrollaban en una atmésfera de anaerobiosis.

Por otra parte, E. faecium P13 se desarrollaa 4, 8, 16, 24, 32, 37 y 45°C y su actividad
antimicrobiana se detecta a todas estas temperaturas, excepto a 4 y 8°C (Figura 4.2; seccitn
IV.8.3). La produccidn de la actividad antimicrobiana tiene lugar durante la fase exponencial del
desarrollo bacteriano y comienza a detectarse una vez que el pH (pH inicial 6,2) ha descendidoa
5,7 ¢ a valores inferiores, alcanzdndose los valores méximos hacia el final de dicha fase (a 16,
24, 32 y 37°C) o al principio de la fase estacionaria (a 45°C). La actividad antimicrobiana se
mantiene estable durante las 72 horas de incubacién a 16°C; no obstante, a las restantes
temperaturas, tras alcanzarse los valores mdximos de actividad antimicrobiana tiene lugar una
disminucién gradual de la misma que es m4s acentuada conforme aumenta la temperatura de
incubacidn. Los valores maximos de crecimiento de E. faecium P13 se obtienena 37°C pero, sin
embargo, la mdxima actividad antimicrobiana se detecta tras su ¢crecimiento a 32°C. De Vuyst et
al. (1996) obtuvieron resultados similares, ya que observaron que la produccién de amilovorina
L471 por Lb. amylovorus DCE471 era mayor a 30°C que a la temperatura 6ptima para su
crecimiento (37°C); asimismo, estos autores observaron que condiciones de incubacién
desfavorables o estresantes que provocan cinéticas de crecimiento mis lentas que la dptima (ej.
bajas temperaturas, presencia de etanol, cloruro sédico, oxigeno, altas concentraciones de
glucosa o microflora competitiva) estimulaban la produccién de amilovorina L471. Desde un
punto de vista de la ecologfa microbiana es posible sugerir que los niveles de 4dcido 14ctico
producidos bajo estas condiciones no son suficientes para que las bacterias lacticas compitan
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exitosamente con otros microorganismos, por lo que para compensario responden aumentando [a
produccitn de bacteriocinas (Parente et al., 1994; De Vuyst etal., 1996).

La produccién de la mayoria de Ias bacteriocinas, al igual que sucede en el caso de la
enterocina P, es una caracterfstica asociada al crecimiento bacteriano, 10 que permite
considerarlas como metabolitos primarios (De Vuysty Vandamme, 1994b). La consideracién de
las bacteriocinas como metabolitos primarios resulta reforzada por el hecho de que (i) las
bacterias ldcticas requieren elevados niveles de ATP para la biosintesis de las bacteriocinas (De
Vuysty Vandamme, 1993; De Vuyst ez al., 1996) y (ii) la inducci6n de su sintesis no tiene lugar
durante la fase estacionaria de crecimiento (Saucier et al., 1995; Saucier et al., 1997). Biswas et
al. (1991) han observado que la sintesis de pediocina PAI/AcH por P. acidilacticiH se iniciaen
la fase exponencial y, a diferencia de lo descrito para otras bacteriocinas, continda durante fase
estacionaria del desarrollo celular. La produccién de bacteriocinas en las primeras fases del
crecimiento microbiano confiere una ventaja adaptativaa las bacterias ldcticas productoras, io
que, junto a la acidificacién progresiva del medio de cultivo, les permite convertirse en la flora
predominante de una poblacién mixta con microorganismos sensibles (Ahn y Stiles, 1990b).
Desde un punto de vista fisiolégico, la inactivacién de las bacteriocinas en la fase estacionaria se
compensaria por ia produccion constante de 4cido l4ctico, que posee caracteristicas de metabolito
primario y secundario y una marcada actividad antimicrobiana (De Vuyst et al., 1996).

La pérdida de actividad antimicrobiana detectadaen este trabajo una vez alcanzados los
valores mdximos se ha observado también durante la cinética de produccién de numerosas
bacteriocinas del género Enterococcus, entre ellas las enterocinas L50A y L50B (Cintas, 1995;
Cintas et al., 1995), enterocina 900 (Franz et dl., 1996), enterocina 1146 (Parente y Hill, 1992b;
Parente y Ricciardi, 1994), enterocina 226NWC (Villani et dl., 1993) y la bacteriocina producida
por E. faecium 7C5 (Torri Tarelier al., 1994); asi como de otros géneros de bacterias licticas,
como la nisina A (De Vuyst y Vandamme, 1992), lactocina$ (Mortvedt-Abildgaard et al.,
1995), sakacina A (Holck et d., 1992), helveticinaJ (Joerger y Klaenhammer, 1986),
lactococcina 140 (Parente et al., 1994) y amilovorina L471 (De Vuyst et d., 1996). Esta
disminucién de la actividad antimicrobiana podria deberse a una degradacién de las bacteriocinas
por la accién de proteasas exocelulares, a su conversién en otros metabolitos, a su adsorcién a
las ¢células productoras y/o a la formacién de agregados con otros componentes del medio.

El crecimiento y la produccién de bacteriocinas a temperaturas de refrigeracién se ha descrito
en algunas especies de los géneros Enterococcus (Ben Embarek er al., 1994, Cintas, 1995;
Cintas et al., 1995), Pediococcus (Moreira, 1993) y Lactobacillus (Larsen et d., 1993). Sin
embargo, E. faecium P13 se desarrollé muy lentamentea 4°C y no se detectd actividad
antimicrobiana en el medio exocelular. Tras 20 dias de incubacién a esta temperatura sélo se
alcanzé el 0,05% de la poblacién médxima obtenida a 37°C y el pH del medio de cultivo no
descendid significativamente (valor final 6,0). Cintas et al. (1996) sugirieron que la falta de
produccién de enterocinas L50A y L50B cuando E. faecium L50 se desarrollabaa 4°C podria
deberse a los bajos niveles de biomasa formada. Asimismo, el crecimiento de E. faeciumP13 a
8°C fue lento y tras 20 dias de incubacién se alcanzé tnicamente el 19% de la poblacién
bacteriana mdxima obtenida a 37°C. A 8°C, el pH final del cultivo descendié a 5,0 pero la
acidificacién se produjo muy lentamente y, a diferencia de 1o que sucedi6 a las temperaturas en
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las que se detect6 actividad antimicrobiana, el descenso significativo del pH no se produjo
durante la fase exponencial del crecimiento bacteriano, sino una vez que el cultivo habia entrado
en fase estacionaria. Este resultado sugiere la posibilidad de que la produccidn de enterocina P
esté regulada por el pH, siendo necesario que su disminucién (a valores inferiores a 5,7) ocurra
durante la fase exponencial para que se induzcala sintesis, excrecién y/o liberaci6n al medio
exocelular de enterocina P activa.

La capacidad de E. faeciumP13 de desarrollarse y producir niveles similares de enterocina P
en aerobiosis y anaerobiosis, asf como en presencia de hidrolizados proteicos de origen cdmico y
l4cteo, permite sugerir su empleo como cultivo iniciador y protector tanto en productos cérnicos
y ldcteos conservados en atmdsferas de oxigeno como en los envasados a vacio 0 en atmésferas
modificadas o controladas.

V.2.2. Estabilidad fisico-quimica y modo de accién de la enterocina P de E.
Jaecium P13 parcialmente purificada

La actividad antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 se aboli¢ por completo tras
someter sus sobrenadantes libres de células a la accién de enzimas proteoliticos inespecificos
(proteasa VI, proteasa XIV y papaina) y especificos (tripsina y pepsina) pero, por el contrario,
resisti6 la accién de los enzimas lipoliticos (lipasa I y lipasa VII) y glucoliticos {a-amilasa)
(seccién IV.9.1.1). De estos resultados se deduce que la actividad antimicrobiana de E. faecium
P13 se debe a la produccién y liberacién al medio exocelularde un componente de naturaleza
proteica cuya actividad biolégica no estd mediada por componentes lipidicos ni hidrocarbonados.
La inactivacién de las bacteriocinas por enzimas proteoliticos €s una caracteristica generalizada, si
bién el patr6n de sensibilidad a las diferentes proteasas es variable; asi, por ejemplo, la actividad
biolégica de la enterocina 01 es abolida tras el tratamiento de los sobrenadantes de E. faecium
NAOI1 con proteasa K pero no con tripsinay pepsina (Olasupo ef al., 1994); la actividad
antimicrobiana de la enterocina A de E. faecium CTC492 desaparece con tripsinay proteinasa K
y resiste la accién de 1a pepsina (Aymerich, 1996); la actividad biolégica de 1a enterocina 1146 de
E. faecium DPC1146, de las bacteriocinas de E. faecium JBL1061, JBL1083 y JBL1531 y dela
enterocina 900 de E. faecium BFE900 se elimina tras someter los correspondientes
sobrenadantes a la accién de la tripsina, proteinasa K y pepsina (Parente y Hill, 1992b; Arihara
et al, 1993; Franz et al., 1996) y, por dltimo, las enterocinas L50A y L50B de E. faecium L50
se inactivan por tratamientos con tripsina, pepsina, papainay proteasas II, VIy XIV (Cintas,
1995). En labibliografia se han descrito bacteriocinas sensibles, ademds, a la accién de enzimas
glucoliticos (leucocina S y lactocina 27), lipoliticos (lactacina F y mesentericina 52), o de ambos
(fermenticina y plantaricina S), sugiriendo que su actividad bioldgica estaba mediada por
compuestos glucoproteicos, lipoproteicos o glucolipoproteicos (De Klerk y Smith, 1967;
Muriana y Klaenhammer, 1991a; Lewus et d., 1992; Jiménez et al., 1993; Sudirman et al.,
1994; Upreti, 1994). No obstante, en la mayoria de estos casos, una vez realizada la purificacién
a homogeneidad de las bacteriocinas se ha evidenciado que su estructura y actividad biolégicaes
debida dnicamente a una fraccién de naturaleza proteica (Muriana y Klaenhammer, 1991b;
Jiménez-Diaz et al., 1995).

La tnactivacion de la enterocina P por los enzimas proteoliticos, fundamentalmente por los de
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origen pancre4tico (tripsina) y gdstrico (pepsina), permite sugerir que la inclusién de esta
bacteriocina como bioconservante en los alimentos no supondria, al menos potencialmente,
riesgo sanitario alguno para los consumidores ya que serfa degradada en el tracto gastrointestinal.

La actividad antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 es estable en un amplio rango de
pHs (2-11), tanto a 25 como a 4°C, si bien, la méxima estabilidad se detecté a valores de pH de 4
y 4,7 (Figura 4.3; seccién1V.9.1.2). A bajos pHs (2-4,7) la temperatura de almacenamiento no
afecta significativamente a su estabilidad; sin embargo, a medida que aumentael pH, Ia
estabilidad de la actividad antimicrobiana es ligeramente superior a la temperatura de
refrigeracién. Entre las bacteriocinas producidas por bacterias licticas del género Enterococcus
solamente la enterocina 900 (Franz et al., 1996), las enterocinas L5S0A y L30B (Cintas, 1995;
Cintas et al., 1995) y las bacteriocinas producidas por E. faecium JBL1061, JBL1083 y
JBL1531 (Arihara et al., 1993) son estables en un rango de pHs tan amplio (Tablas I1.5 y I1.6).
El resto de las enterocinas, al igual que la mayoria de las bacteriocinas producidas por los otros
géneros de bacterias lcticas, se caracterizan por ser estables a valores de pH 4dcidos o proximos a
la neutralidad (Herndndez er al., 1993; Cintas, 1995). La estabilidad de la enterocinaP ¢n tan
amplio rango de pHs tiene una gran importancia desde el punto de vista tecnoldgico, ya que
pennitih’a su empleo tanto en alimentos 4cidos, como en los enlatados o derivados lacteos. Esta
propiedad la diferencia de otras bacteriocinas como la nisina, cuya solubilidad y actividad
antimicrobiana es mixima a pH 2,0, disminuye al aumentarel pH y desaparece reversiblemente a
pH 7,0 (Hurst, 1981).

La actividad antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 es muy estable a los tratamientos
térmicos a elevadas temperaturas (ej. 60 min a 100°C y 15 min a 121°C), lo cual es una
caracteristica comtn de las bacteriocinas de las bacterias ldcticas, exceptuando las de elevado
tamafio molecular como, entre otras, la helveticinaJ (Joerger y Klaenhammer, 1986) y la
caseicina 80 (Rammelsberg et al., 1990). Por otra parte, la termoestabilidad de la actividad
antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 es pH-dependiente, siendo mayor a valores de pH
icidos (pH 4,5) (Figura 4.4; seccién IV.9.1.3). Esta caracterfstica no es sorprendente ya que se
ha descrito también para otras bacteriocinas del género Enterococcus (Tablas I1.5 y I1.6), parala
mesentericina Y 105 producida por Lc. mesenteroides Y105 (Héchard er dl., 1992) y para la
pediocina SJ1 producida por P. acidilacticiSJ1 (Schvedtet al., 1993). La gran termoestabilidad
de la enterocina P sugiere que se trata de una molécula proteica sencilla, probablemente sin
estructura terciaria compleja, y que permaneceria biol6gicamente activa tras los tratamientos de
pasteurizacion y esterilizacion a los que se someten habitualmente los alimentos.

La actividad antimicrobiana exocelular de E. faecium P13 resiste la liofilizacién y la
congelacion-descongelacién y, ademds, permanece estable después de 12 meses de
almacenamientoa -20°C y tras 3 meses a 4, 8 y 25°C. Asimismo, al iguaI que con los
tratamientos anteriores, la estabilidad mostrada durante el almacenamiento fue mayor a pH 4,5
{Tabla IV.11; seccién IV.9.1.4). La estabilidad de la actividad antimicrobiana de la enterocina P
durante largos periodos de tiempo a temperatura ambiental y a las temperaturas de refrigeracién y
congelaci6n empleadas en el almacenamiento de los alimentoses otra caracteristica tecnolégica
interesante para su posible aplicacién como bioconservante en la industria alimentaria.

En lo que respectaal modo de accién de las bacteriocinas de las bacterias ldcticas, la mayoria
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de ellas actian de forma bactericida frente a los microorganismos sensibles (Cintas, 1995; Jack
et al., 1995), aungue se han descrito algunas bacteriostdticas, como la lactocina 27 (Upreti y
Hinsdill, 1975), la leucocina A-UAL187 (Hastings y Stiles, 1991) y la leucocina S (Lewus et
d., 1992). No obstante, el modo de accién es un pardmetro diffcil de determinar y, sobre todo,
de estandarizar, ya que estd muy influido por el grado de purificaciény la dosis de bacteriocina
empleada, la carga microbiana inicial y la fase del crecimiento del microorganismo indicador, el
tampén o medio de cultivo utilizado y las condiciones y duracién de la incubaci6n. En las
experiencias realizadas en este trabajo, el microorganismo-indicador se desarrollé en el medio de
cultivo y bajo las condiciones de incubacién 6ptimas para su crecimiento. La enterocina P ejerce
un modo de accién bactericida frente a Ls. monocytogenes ScottA, ya que 1a adicion de alicuotas
de sobrenadantes concentrados de E. faecium P13 a cultivos de Ls. monocytogenes ScottA
origina un rdpido y drédstico descenso de la poblacién bacteriana inicial (un 81% durante los
primeros 45 minutos) (Figura 4.5; seccién 1V.9.2). Transcurrido este tiempo, la accién
bactericida de la enterocina P continia durante 4 h y depende de la concentracién de bacteriocina
empleada, ya que la adiciénde 0,5 ml del sobrenadante redujo la poblacién bacteriana inicial en
un 94,9%, mientras que la adicién de 1 ml produjo una reduccién del 97,9%. La tasa de
resistencia espontdnea a la enterocina P fue de 5x10-2 cuando se afiadieron 0,5 ml de

sobrenadante y se redujo en un 50% (hasta 2x10-2) cuando se aumenté su dosis a 1 ml. Este
efecto bactericida dependiente de la dosis de enterocina P sugiere que las tasas de resistencia
podrian reducirse considerablemente empleando concentraciones superiores de bacteriocina. Por
otra parte, es posible que no todas las células viables detectadas tras 4 h de incubacién sean
resistentes a la bacteriocina, sino que se desarrollen porque ésta se empleo a dosis inferiores a las

requeridas para ejercer su efecto bactericida frente a la totalidad de la poblacién de células
sensibles.

¥.2.3. Optimizacién de la produccion de la enterocina B y de la enterocina A de
E. faecium T136

El desarrollo de las bacterias lacticas en fermentadores permite un mayor control de las
condiciones de crecimiento (ej. pH y tensién de oxigeno) por lo que muchos investigadores han
utilizado esta estrategia con el objeto de prolongar la fase exponencial de crecimientoy, por
consiguiente, incrementar la produccion de bacteriocinas como, entre otras, la enterocina 1146
(Parente y Ricciardi, 1994), la lactocina S (Mortvedtet al., 1995), 1alacticina 481 (Piard et dl. ,
1990; Piard, 1994), l1a lactococcina 140 (Parente et dl., 1994), la acidocina A (Kanatanier dl. ,
1995), 1a acidocina B (Ten Brink et dl., 1994), la bavaricina MN (Kaiser y Montville, 1993), la
pediocina AcH (Biswas et al., 1991), la nisina A (Hurst, 1981), la helveticina] (Joerger y
Klaenhammer, 1986), la lactacina B (Barefoot y Klaenhammer, 1984), la mesentericina5 (pH
3,0) (Daba et al., 1993) y las carnobacteriocinas BM1 y B2 (pH 6,2 y 6,0) (Quadri et al, 1994).

El crecimiento de E. faecium T136 y la produccién de enterocinas B y A se estudié
realizando diversas fermentaciones en caldo MRS a una temperatura de incubacién de 30°C, en
condiciones de anaerobiosis y manteniendo el pH constante a valores de 6,2; 5,7 y 5,2 (Figura
4.20; seccién IV.11.2). Para impedir que la falta de glucosa pudiera ser el factor limitante del
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crecimiento y/o de la produccién de las enterocinas, cuando €l cultivo habfa consumido
aproximadamente el 83% de la glucosa del medio se afiadieron nuevamente 40 g de este hidrato
de carbono.

La actividad antimicrobiana médxima de los sobrenadantes de E. faecium T136 se detectd
cuando el pH del medio de cultivo se mantuvo constante a 5,7, cuantificindose valores de 3.858
UB/m! de enterocina B y 1.114 UB/ml de enterocina A (Figura 4.20 B); asimismo, aeste pH la
actividad antimicrobiana resulté ser muy estable detectdndose al final de la incubacién un 99 y un
77% de los valores anteriores, respectivamente. A pH 6,2 los valores mdximos de actividad
antimicrobiana cuantificados fueron similares a los obtenidos a pH 5,7 (3.604 UB/ml de
enterocina B y 911 UB/ml de enterocina A), si bien, una vez alcanzados disminuyeron
drdsticamente, detectdndose al final de la incubacién tnicamente un 18% de los mismos (Figura
4.20A). Cuando E. faecium T136 se desarrollé acrébicamente sin controlarel pH del cultivo, la
actividad antimicrobiana del sobrenadante debida a laenterocina B y a la enterocina A fue de tan
solo 219 UB/ml y 62 UB/ml, respectivamente. La dristica disminucién de la actividad
antimicrobiana de los cultivos desarrrollados a pH 6,2 puede ser debida a: (i) la degradacién
enzimitica por proteasas especificas o inespecificas, (ii) la adsorcién de las bacteriocinas a las
células productoras y/o (iii) la formacién de agregados inactivos de la bacteriocina (Parente y
Ricciardi, 1994; De Vuyst etal., 1996),

La produccién de actividad antimicrobianaa pH 6,2 y 5,7 tiene lugar durante la fase
exponencial del crecimiento de E. faeciumT136, lo que pone de manifiesto que las enterocinas A
y B se sintetizan como metabolitos primarios. No obstante, su cinética de produccién es
diferente, ya que los valores méximos de enterocina A se alcanzan hacia la mitad de la fase
exponencial y los de enterocina B al final de la misma. Respecto al crecimiento de E. faecium
T136, éste fue 6ptimo a pH 6,2 y pH 5,7, aungue a este ultimo valor el desarrollo fue algo
menor y su cinética mds lenta. En la mayorfa de los casos descritos en la literatura, al igual que
sucede con las enterocinas A y B, el valor éptimo de pH para la produccién de bacteriocinas es
inferior al valor 6ptimo de pH para el crecimiento y para la produccién de 4cido lictico (Parente y
Ricciardi, 1994; Parente et al., 1994; Nilsen et al, 1998). Parente y Ricciardi (1994) estudiaron
la influencia del pH en la produccion de la enterocina 1146 y en el crecimientode E. faecium
DPC1146 y obtuvieron resultados similares a los de este trabajo. La producidn de enterocina
1146 fue miximaa pH 5,5 y estuvo asociada a la fase exponencial del crecimiento bacteriano.
Una vez alcanzado el valor mdximo de actividad antimicrobiana al final de la fase exponencial se
detectd una disminucién progresiva de la misma. La produccién de bacteriocinaa pH 6,0 mostré
una cinética similar, si bien la actividad antimicrobiana fue mds inestable, y a pH 5,0 la actividad
antimicrobiana detectada fue mucho menor. Piard et al. (1990) y Kaiser y Montville (1993)
describieron que la produccién de lacticina 481 por L. lactis CNRZA81 y bavaricina MN por Lb.
bavaricus MN es médxima a pH constante de 5.5 y 6,0, respectivamente, y que una vez
alcanzados los valores médximos de actividad antimicrobiana éstos se mantenfan estables durante
un largo periodo de incubacién.

Por otra parte, cuando €l pH del medio de cultivo se mantuvo constante a pH 5,2 no se
detecto la actividad antimicrobiana exocelular de E. faecium T136 (Figura 4.20C; seccién
IV.11.2), lo que puede deberse a alguna de las causas anteriores (i-iii), (iv) a que las enterocinas
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B y A no sean biolégicamente activas a este pH o (v) a que estas bacteriocinas no se sintetizen
y/o transporten al medio exocelular. En este contexto, la importancia del pH en el control de la
expresién génica de diversos metabolitos y proteinas celulares durante las fermentaciones
bacterianas es un hecho ampliamente documentado (para una revisién consultar Olson, 1993).
Regassa y Betley (1992) observaron que €l sistema de autoregulacién de transduccion de sefial
de St. aureus (sistema agr) estd controlado por factores ambientales y nutricionales, concluyendo
que valores de pH alcalinos y/o un exceso de glucosa reprimen la expresién de los genes agr y,
por tanto, disminuyen los niveles de la sintesis de diversas exoproteinas. Asi, pues, se puede
hipotetizar que las enterocinas B y A no se sintetizan en los cultivos desarrollados a pH 5,2 ya
que este pH actda sobre el sistema de regulacién de dos componentes, bien a nivel de la
tanscripcién, reprimiendo la expresidn de los genes del factor de induccidn (FI), de la proteina-
histidina quinasa (PHQ) y del regulador de respuesta (RR), o bien a nivel posttraduccional,
modificando estas proteinas e impidiendo por tanto su funcién biolégica (Figura 2.3; seccién
I1.4.8). Otra posibilidad es que este pH no afecte a la regulacién de la produccién de las
enterocinas B y A sino a su(s) transportador(es) ABC especifico(s), impidiendo de este modo su
procesamiento, translocacién y liberacién al medio exocelular.

El desarrollo de E. faecium T136 mantiendoel pH constantea 35,7 en un fermentador a 30°C
permiti¢ incrementar aproximadamente 18 veces la produccion de enterocina B y de enterocina
A, con respecto a los valores de actividad cuantificados cuando E. faeciim T136 se desarroll6 a
30°C durante 16 horas sin controlar el pH del cultivo. Asimismo, la fermentaciéna pH 6,2
también permitié un incremento considerable de la produccién de enterocinas B y A
(aproximadamente 15 veces); no obstante, a este pH las bacteriocinas son muy inestables y se
degradan rdpidamente por lo que serfa necesario recuperarlas inmediatamente después de su
deteccién empleando, por ejemplo, resinas aniénicas. El desarrollo de Lb. sake L45 y L. lactis
481 manteniendo el pH constante a 5,0 y 5,5, respectivamente, permitié incrementar la
produccién de lactocina 8 y lacticina 481 entre 8-10 y 4 veces, respectivamente, con respectoa la
cuantificada sin control del pH (Piard e af., 1990, Piard, 1994; Mortvedt et al., 1995). Es
interesante destacar que Jiménez-Diaz et al. (1993) observaron que la mdxima produccién de
plantaricina S tiene lugar cuando Lb. plantarum LPCO10 se desarrollaen presenciade un 4% de
NaCl en un fermentador sin regular el pH, mientras que la méxima produccién de la segunda
bactericina (plantaricina T) se detecta cuando el pH se mantiene constante a 5,0 y 6,0. Estudios
realizados por otros autores han permitido elucidar el pH 6ptimo para la produccién de
bacteriocinas como, entre otras, la mesentericina 5 (pH 5,0) (Dabaet al., 1993), la helveticina J
(pH 6,0) (Joerger y Klaenhammer, 1986) y la lactacina B (pH 6,0) (Barefoot y Klaenhammer,
1984), la lactococcina 140 (pH 5,5) (Parente et al., 1994) y las carnobacteriocinas BM1 y B2
(pH 6,2 y 6,0) (Quadri etral, 1994).

V.2.4. Purificacion a homogeneidad de la enterocina P de E. faecium P13 y de

las enterocinas B y A de E. faecium T136

La purificacién a homogeneidad de las bacteriocinas es un requisito indispensable para su
correcta caracterizacion bioquimica, ya que, ademds de confirmar su naturaleza proteica, permite
determinar su tamafio moleculary su composicién y secuencia aminoacidica. Debido a que las
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bacteriocinas de las bacterias licticas constituyen un grupo heterogéneo de sustancias es diffcil
generalizar y establecer un protocolo de purificacién universal, por lo que éste debe determinarse
empiricamente para cada bacteriocina. No obstante, independientemente del protocolo empleado,
es conveniente determinar previamente las condiciones experimentales dptimas para su
produccién (ej. medio de cultivo, pH, temperatura, tiempo de incubacion y tensién de oxigeno) y
de este modo iniciar el proceso de purificacién con una elevada concentracién de bacteriocina.

v.2.4.1. rificacion a homogeneida nterocing P ecium P1

La purificacién de la enterocina P de E. faecium P13 se realizé empleando una modificacién
(Cintas et al., 1995; 1998a) de la metodologia desarrollada por Nissen-Meyer et al. (1992), que
incluye (i) precipitacién de las proteinas con sulfato aménico, (ii) cromatograffa de filtracién en
geles, (iii) cromatografia de intercambio catiénico, (iv) cromatografia de interaccién hidrof6bica
y (v) cromatografia de fase reversa en un sistema de FPLC (seccién 111.10.3.2). Murianay
Klaenhammer (1991b) purificaron la lactacina F con un protocolo similar y observaron que en la
fraccién obtenida tras la precipitacién de las protefnas con sulfato aménico aparecian tres fases:
un precipitado, una pelicula flotante y el sobrenadante. La pelicula flotante contenfa €l 97% de la
actividad antimicrobiana y en el precipitado se detectaba inicamente un 3%. Resultados similares
fueron obtenidos por Mortvedt et d. (1991) durante la purificacién a homogeneidad de Ia
lactocina S de Lb. sake L45. Por otra parte, Van Laack et al. (1992) experimentaban grandes
pérdidas de actividad antimicrobiana durante la purificacién de la carnocina LA44A a causa de
este fendmeno y lo subsanaron cuando eliminaron el Tween de 1la composicion del medio de
cultivo; no obstante, la ausencia de este agente tensoactivo disminufa considerablemente la
produccién de bacteriocina. Durante la purificacién de la enterocina P, tras la precipitacién con
sulfato aménico se recogieron y mezclaron el precipitado y 1a pelicula superficial, 1o que permitié
recuperar el 99% de la actividad antimicrobiana inicial (Tabla IV.12; secci6n I1V.9.3).
Posteriormente, para llevar a cabo con €xito la purificacién de la enterocina P fue necesario
introducir la técnica cromatogrifica de filtracién en geles para eliminar las sales, ya que de otro
modo resultaba infructuosa la posterior cromatografia de imtercambio catiénico. Este mismo
hecho se ha descrito en la purificacién de otras bacteriocinas como la lactocina S (Cintas, 1995;
Cintas et al., 1998a), la plantaricina § (Jiménez-Diazer al., 1995) y la lactacinaF (Murianay
Klaenhammer, 1991a). La presencia de sales (ej. sulfato aménico) interfiere en el proceso de
atraccion electrostética a la matriz de intercambio catidnico, ya que sus cargas positivas compiten
exitosamente por los ligandos aniénicos de la resina y desplazan a las bacteriocinas débilmente
catidénicas, como sucede con la enterocina P (ver seccién V.2.7). La elucién de la enterocina P de
la columna de intercambio catiénico se realizé empleando un tampdn de elevada fuerza iGnica
(tampén NaCl 1M, pH 5.,8), obteniéndose una recuperacién del 61% de la actividad
antimicrobiana inicial y un incremento de la actividad antimicrobiana especifica de 106 veces.
Tras la cromatografia de interacciéon hidrofébica se detectd un incremento considerable de la
actividad antimicrobiana (recuperacién del 90%), que también se ha observado durante la
purificacion de numerosas bacteriocinas, entre ellas, la sakacina P y curvacina A (Tichaczek et
da., 1992), la sakacina A (Holck er al., 1992), las enterocinas L50A y L50B (Cintas et al.,
1995) y lanisina A (Cintas et al., 1998a). Los incrementos en la actividad antimicrobiana durante
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el proceso de purificacién, no sélo tras la cromatograffa de interaccién hidrofébica, sino también
después de la de fase reversa, sugieren la posibilidad de que los medios apolares favorecezcan la
actividad biolégica de las bacteriocinas como consecuencia de un cambio conformacionalen la
molécula (Cintas et o/, 1988a). Muchos autores han obtenido incrementos durante otra(s)
etapa(s) de la purificacién, lo que puede deberse a la disociacién de los agregados de elevado
tamafio molecular de las bacteriocinas en monémeros més activos y/o a la eliminacién de
compuestos que enmascaran su actividad antimicrobiana, como, por ejemplo, inhibidores de la
bacteriocina 0 moléculas que agregan con ellas y forman complejos macromoleculares inactivos
(Tichaczek et dl., 1992; Cintas, 1995; Jiménez et al., 1995; Aymerich et al., 1996; Carolissen-
Mackay et al., 1997; Cintas et al., 1998a). Finalizada la purificacién de la enterocina P se obtuvo
un unico pico de absorbancia a 254 nm con actividad antimicrobiana (fraccién 8; Figura 4.7,
seccién1V.9.3), que mostré un incremento de la actividad antimicrobiana especifica de 115.323
veces y una recuperacion del 28% de la actividad antimicrobiana inicial. Este protocolo s¢ ha
empleado también con éxito para la purificacién de sistemas de dos péptidos (plantaricina S) y
lantibi6ticos (lactocina S). Jiménez-Diaz et . (1995) purificaron la plantaricina S y obtuvieron
un incremento de la actividad antimicrobiana especifica de 352.617 veces y una recuperacién del
91,6% de la actividad antimicrobiana inicial. Por otra parte, Cintas et al. (1988a) purificaron Ia
lactocina S de Lb. sake V18 y obtuvieron un incremento de la actividad antimicrobiana especifica
de 160.000 veces y una recuperacion del 26% de la actividad antimicrobiana inicial.

El protocolo empleado para la purificacién de la enterocina P permiti6 obtener suficiente
bacteriocina purificada a homogeneidad para determinar su composicién aminoacidica (Tabla
IV.13; seccién IV.9.4) y la secuencia, por degradacién de Edman, de los 43 primeros residuos
aminoacidicos de su molécula (Figura 4.8; seccién IV .9.5).

V.2.4.2. Purificacién a homogeneidad de las enterocinas B y A de E. faecium T136

El primer protocolo empleado para la purificacién de las enterocinas B y A de E. faecium
T136 fue similar al descrito por Nissen-Meyer et al. (1992), no siendo necesario en este caso
realizar una cromatograffa de filtracién en geles como paso previo a la cromatografia de
intercambio catiénico (secciénI11.10.3.3). Una metodologia andloga ha sido empleada con éxito
para la purificacién de las enterocinas L50A y L50B (Cintas et al., 1998a,b), asf como de
bacteriocinas del tipo pediocina, como la pediocina PA-1 (Nieto-Lozano et al., 1992; Cintas,
1995; Cintas et al., 1998a) y la bavaricina A (Larsen et al., 1993); sistemas de dos péptidos,
como la lactococcina G (Nissen-Meyer et al., 1992) y lantibi6ticos, como la nisina A (Cintas
1995; Cintas er al., 1998b).

Finalizado el proceso de purificacién se obtuvieron tres cromatogramas, cada uno de ellos
con un pico mayoritario de absorbancia a 254 nm que correspondia a la fraccién que mostraba
actividad inhibidora frente a E. faeciumP13 (Figuras 4.17, 4.18 y 4.19; secci6énIV.11.1). Estas
fracciones (A1, A2 y A3) eluyeron cuando la concentracién de 2-propanol alcanzé el 26, 27 y
40%, respectivamente, mostraron una actividad antimicrobiana especifica7.533, 11.567 y 1.384
veces superior a la del sobrenadante libre de células y representaron, respectivamente, una
recuperacién del ,8; 2 v 0,4% de 1a actividad antimicrobiana original (Tabla IV.17; seccién
IV.11.1). Estos resultados permitieron hipotetizar que E. faecium T136 sintetiza tres
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bacteriocinas diferentes o que, por el contrario, las tres fracciones obtenidas corresponden a una
o dos bacteriocinas que sufren modificaciones enzimdticaso quimicas y por ello eluyen bajo
condiciones diferentes. Worobo et al. (1994) purificaron la sustancia antimicrobiana producida
por C. piscicola LV17A mediante cromatografia de interaccién hidrofébica, cromatografia de
filtracién en geles y cromatografia de fase reversaen un sistema de FPLC y, al final del proceso
de purificacién, obtuvieron un cromatograma con numerosos picos de absorbanciaa 218 nm.
Tres de estos picos de absorbancia correspondian a fracciones que mostraban actividad
antimicrobiana (A1, A2 y A3) y presentaban un 0,2; 2,5y 5,8% de la actividad antimicrobiana
original, respectivamente. Las tres fracciones elufan cuando la concentracién del tampén de
elucién (70% de acetonitriloen un 0,1% de 4cido trifluoroacético) alcanzaba un 46, 55 y 57%,
respectivamente. Posteriormente, la determinacién de su tamafio molecular por espectometria de
masas y de su secuencia aminoacidica parcial mediante degradacién de Edman, asi como la
comprobacién de la existenciay la secuenciacién de un tinico gen estructural asociado a su
produccién, localizado en el pldsmido pCP49 de C. piscicola LV17A, evidencié que las tres
fracciones correspondfan a una tinica bacteriocina, denominada carnobacteriocina A, que posee
53 aay un tamaiio molecular de 5.050,8:0,3 Da. La fraccién A2 (5.067:0,3 Da) correspondiaa
una forma oxidada de la fraccién A3 (5.050=0.3 Da) y la fraccién Al (4.524,7:+ 9,4 Da) contenia
una mezcla inseparable de las dos formas anteriores degradadas proteoliticamente en sus
extremos C-terminales. Asimismo, Quadri et a. (1994) detectaron al final del proceso de
purificacién de las sustancias antimicrobianas de C. piscicola LV17B tres picos de absorbancia
que eluian a diferentes concentraciones del tampén de elucién y que correspondian a fracciones
con actividad antimicrobiana (BM1, B1 y B2). Estos autores, empleando técnicas similares a las
descritas anteriormente, concluyeron que C. piscicola LV17B produce las carnobacteriocinas
BMI1 y B2. La fraccién BM1 contenifa la carnobacteriocina BM1, la fraccién B1 contenia esta
misma sustancia con el residuo de metionina de la posicién 41 oxidado y la fraccién B2 contenia
la carnobacteriocina B2.

Los resultados obtenidos en este trabajo tras la secuenciacién aminoacidica por degradacién
de Edman de los 18-19 residuos aminoacidicos del extremo N-terminal de las muestras Al, A2y
A3, asi como su comparacién con la secuencia de las bacteriocinas descritas hasta el momento,
revelaron que la fraccién Al contenfa la enterocina A, una bacteriocina descrita previamente
producida por E. faecium CTC492 (Aymerich et al., 1996); la fraccién A3 conteniauna nueva
bacteriocina, la enterocina B, y la fracién A2 estaba constituida por una mezclade ambas. La
cantidad de proteina de esta iltima fraccién (16,5 ug) era menor gue la cuantificadaen las
fracciones Al y A3 (36 pug y 19,8 ug, respectivamente) pero, sin embargo, su actividad
antimicrobiana fue mayor, lo que sugiri6é que la enterocina A y la enterocina B podrian actuar de
forma sinérgica (ver seccién V.2.5).

El segundo protocolo empleado para la purificacion de las enterocinas B y A de E. faecium
T136, una vez optimizada su produccién en un fermentador (seccién IV.11.2), se basé en una
modificacién de la metodologia descrita por Havarstein et al. (1994), que incluye (i)
cromatografia de interaccién hidrofébica (Amberlite XAD-16), (ii) cromatografia de intercambio
catiénico, (iii) cromatografia de interaccién hidrof6bica (Octyl Sepharose CLL4B) y (iv)
cromatografia de fase reversa en un sistema de FPLC (seccién I11.10.4.2). La seleccién como
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microorganismos indicadores de P. pentosaceus FBB61 (resistente a la enterocina B y sensible a
la enterocina A) y Lb. sake 148 (resistente a la enterocina A y sensible a la enterocina B) permiti6
el seguimiento del proceso de purificacién de cada bacteriocina y facilité la separacién e
identificacién de los picos de absorbancia correspondientes a cada una de ellas desde la primera
cromatografia de fase reversa (seccién IV.11.2.2). La interaccién hidrof6bica empleando Ia
resina Amberlite XAD-16 es una técnica mds rdpida que la precipitacién de las proteinas con
sulfato aménico y tiene la ventaja de que se eliminael empleo de elevadas concentraciones de
sales que pueden interferir en etapas posteriores; no obstante, esta técnica presenta el
inconveniente de que la elucién se realiza con tampones de pH extremadamente bajo (isopropanol
70%, pH 2), lo que va en detrimento de la especificidad o selectividad de las atracciones
electrostdticas de la posterior cromatografia de intercambio catiénico. En la dltima cromatografia
de fase reversa, las enterocinas B y A se eluyeron con gradientes isocriticos del 28 y 24% de 2-
propanol, respectivamente, con el objeto de lograr una mayor resolucién en su separacién
(Figuras 4.21 y 4.22; secciénIV.11.2.2). Mediante esta metodologia se obtuvieron muestras de
enterocina B y enterocina A purificadas a homogeneidad, que representaron una recuperacion del
16 y del 5%, respectivamente, de la actividad antimicrobiana inicial (Tabla IV.18; seccién
IV.11.2.2). A partir de la primera muestra se determind la composicién aminoacfdicade la
enterocina B (Tabla IV.19; seccién IV.11.3), la secuencia de los 41 primeros residuos
aminoacidicos de su molécula (Figura 4.23; secci6én IV.11.4) y su tamafio molecular (5.479+1,2
Da) mediante espectrometria de masas (Figura 4.24; seccién IV.11.5).

Los resultados obtenidos tras la purificacién de la enterocina P de E. faecium P13 y las
enterocinas B y A de E. faecium T136 demuestran que las técnicas aplicadas en este trabajo
permiten obtener, a partir de medios de cultivo complejos, bacteriocinas purificadas a
homogeneidad y en cantidades suficientes para determinar su composicién y secuencia
aminoacidica y su tamaifio molecular.

V.2.5. Espectro de accion de la enterocina P, enterocina B y enterocina A frente
a diversos microorganismos de interés en la industria alimentaria

La actividad antimicrobiana de la enterocina P de E. faecium P13 y de las enterocinas B y A
de E. faecium T136 permanecié estable durante y tras su proceso de purificacidn, lo que permitié
determinar sus CIMs frente a diversos microrganismos de interésen la industria alimentaria. Es
interesante destacar que el espectro de acci6n antimicrobianade la enterocina P purificadaa
homogeneidad (Tabla IV.14; seccién 1V.9.7) fue similar al obtenido cuando se emplearon los
sobrenadantes y sobrenadantes concentradosde E. faecium P13 (Tabla IV.7; seccién IV.7), lo
que sugiere que la actividad antimicrobiana detectadaes debida a la presencia de una sola
bacteriocina (enterocina P). No obstante, el microorganismo alterante Cl. tyrobutyricum
NCDO1754, asi como B. cereus ATCC9139 y St. aureus FRI349, dos microorganismos
patégenocs asociados frecuentemente a intoxicaciones alimentarias (CDC, 1979; Frazier y
Westhoff, 1985; Doyle, 1988), no resultaron inhibidos por los sobrenadantes de E. faecium P13
pero, sin embargo, fueron sensibles a la enterocina P purificada a homogeneidad. Este fenémeno
puede deberse a las mayores concentraciones de bacteriocina empleadas en los ensayos en placas
microtituladoras, a una mayor actividad biolégica de la enterocina P purificada y/o a una mayor
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sensibilidad de estas cepas cuando se desarrollan en medio liquido. Por el contrario, algunas
bacterias ldcticas (Lb. bulgaricus ATCC11842 y Lb. helveticus ATCC15009) resultaron
inhibidas por los sobrenadantes concentrados pero no por ia enterocina P purificada, lo que
puede deberse a una accién combinada de la bacteriocina y otros componentes de los
sobrenadantes que se retiran durante la purificaci6n y/o al desarrollo de células resistentes en los
ensayos en placas microtituladoras que impedirfan la deteccién de la actividad antimicrobiana.
Por otra parte, el espectro de accién antimicrobiana de los sobrenadantes de E. faeciumT136
mostré algunas diferencias muy interesantes con respecto a Ia actividad por separado de las
enterocinas A y B purificadas, Asi, por ejemplo, CL perfringens CECT376 y Cl. bowdinum
CECT551, dos microrganismos patégenos que han de ser controlados en los alimentos debido a
que producen intoxicaciones alimentarias (Smith y Palumbo, 981; Frazier y Westhoff, 1985),
fueron inhibidos cuando se emplearon los sobrenadantes de E. faecium T136 (Tabla IV.3;
seccién IV.3), pero no cuando se expusieron a cada una de las bacteriocinas purificadas (Tabla
IV.20; seccién IV.11.7). Asimismo, al comparar el espectro antimicrobiano de cada una de las
bacteriocinas se observaron diferencias significativas en su actividad inhibidora intra e
interespecifica. En este contexto, las concentraciones de enterocina A requeridas para inhibir en
un 50% el desarrollo de la mayoria de los microorganismos alterantesy patégenos analizados
fueron significativamente inferiores a los valores cuantificados para la enterocina B. Ademds,
algunos microorganismos fueron sensibles a una sola de estas bacteriocinas, como €s el caso de
Lb. sake 148, inhibido tinicamente por la enterocina B, y de P. pentosaceus FBB61, P.
pentosaceus FBB63, Lb. curvatus NCFB2739 y B. cereus ATCC9139, sensibles solamente a la
enterocina A. Todas estas observaciones demuestran que la enterocina B y la enterocina A
poseen actividad antimicrobianade forma independiente y, ademds, permiten hipotetizar que
ejercen su actividad antimicrobiana mediante mecanismos de accién diferentes y que actian
sinérgicamente. Esta Gltima hipétesis se ha confirmado posteriormente mediante experiencias
realizadas al margen de este trabajo (Casaus et al, 1998). En este estudio se observé que la
enterocina B y la enterocina A ejercen, independientemente, un modo de accién bactericida frente
al desarrollo de E. faecalis EF y Lb. sake NCDO2714. Cuando los ensayos se realizaron con una

sola bacteriocina, 1a tasa de resistencia espontdnea fue de 10-4-10-2 y, tras 24 h de incubacién,

las células resistentes se desarrollaron hasta niveles de 107-10% ufc/ml; sin embargo, cuando los
cultivos se expusieron a la accién simultdnea de las enterocinas A y B, las tasas de resistencia

descendieron a 106 y las células resistentes no se desarrollaron durante las 24 h que se prolongé
su incubacién. Asimismo, en los experimentos realizados con las enterocinas A y B se observé
que las células resistentes a una bacteriocina eran, por el contrario, sensibles a la accién
bactericida de la otra, y viceversa. La capacidad de E. faecium T136 de producir dos
bacteriocinas de amplio espectro de accién que pueden actuar ademds sinérgicamente es de una
extraordinaria importancia desde el punto de vista de su posible aplicacién como cultivo iniciador
y protector en los alimentos, ya que permitirfa reducir la problemdtica de la aparicién de
poblaciones resistentes espontdneas, que es un fenémeno comiin al emplear las bacteriocinas de
las bacterias ldcticas (Rekhif et al, 1984; Harris et al, 1991; Noerlis y Ray, 1994) y que
actualmente constituye una de las preocupaciones mds importantes de las industrias alimentarias e
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instituciones sanitarias. Asimismo, es posible hipotetizar que la capacidad de producir dos
bacteriocinas con caracteristicas fisico-quimicas y modos de accion diferentes confiere a E.
faecium T136 ventajas adaptativas frente a la flora competitiva, 1o que explicaria que también s¢
haya descrito la produccién de enterocinas Ay B en E. faecium CECT492 (secciénIV.12.7;
Nilsen et al., 1998) y en otras bacterias licticas de origen alimentario (Cintas y Nes,
comunicacién personal).

Hasta hace unos afios, el aislamiento de bacterias ldcticas productoras de mds de una
bacteriocina constitufa un hecho aislado; no obstante, actualmente se estd observando que esta
capacidad de las bacterias ldcticas estd mas generalizada de lo que se habia considerado
tradicionalmente (Nes er al., 1996). Asi, pues, se han descrito cepas multiproductoras de
bacteriocinasen L. lactis y L. cremoris (Van-Belkum et al., 1989; Holo et al, 1991), Cb.
piscicola (Ahn y Stiles, 1990a,b; Pilet et al., 1995), Lb. plantarum (Jiménez-Diaz et al., 1993;
Diep et al. 1996; Anderssen et al., 1998), Lc. mesenteroides (Revol-Juvelles er al., 1996) y E.
faecium (Cintas et al., 1998b; Nilsen et al., 1998).

La enterocina P de E. faecium P13 y las enterocinas B y A de E. faecium T136 inhibieronel
crecimiento de las 5 cepas analizadas de Ls. monocytogenes, un microorganismo patégeno
recalcitrante que se asocia frecuentementea brotes de toxiinfecciones alimentarias (Farber y
Peterkin, 1991; Lepoutre et dl., 1992). Asi, por ejemplo, en la década de los 80 se registraron
varios brotes epidemiolégicos de listeriosis en todo el mundo: 20 casos y 3 muertos en Boston
(1979) asociados al consumo de vegetales, 49 casos y 14 muertos en Massachusetts (1983) por
consumo de leche pasteurizada, 122 casos y 31 muertos en Canton de Vaud (Suiza) (1983-1987)
por consumo de queso fresco, 29 casos y 9 muertos en Nueva Zelanda (1980), 41 casos y 17
muertos en las provincias maritimas de Canad4 (1981) por consumo de pescado y marisco y mas
de 300 casos en Reino Unido (1987-1989) por consumo de paté (Farber y Peterkin, 1991). La
extraordinaria capacidad de Ls. monocytogenes de resistir y/o desarrollarse en condiciones
extremas (¢j. temperaturas de refrigeracién y hasta 44°C, pHs entre 4,3 y 9, concentraciones de
NaCl de 10-20%, presencia de nitritos hasta 1.000 pg/ml, desecacién y congelacién), adversas
para la mayoria de los otros microorganismos patégenos, hace posible su presencia en estos
alimentos e incluso en los embutidos crudos curados (Farber y Peterkin, 1991). El cumplimiento
del sistema de dnalisis de riesgos e identificaciény control de puntos criticos (ARICPC) y de
unas buenas précticas de fabricacion (BPF) (American Meat Institute, 1982) constituyen, junto
con los tratamientos fisicos y el empleo de aditivos quimicos, la estrategia actual mds eficaz,
aunque no la panacea, para controlar la presencia de este patégeno en los alimentos (Baird-Parker
y Mayes, 1991). Resultados experimentales (Gould, 1996; McMulleny Stiles, 1996; Muriana,
1996) sugieren que esta estrategia podria complementarse con el empleo de bacterias ldcticas
bacteriocinogénicas y/o sus bacteriocinas, lo que permitirfa, a su vez, reducir los niveles de
aditivos utilizados y suavizar los tratamientos fisicos de los alimentos. En este contexto, resulta
muy interesante destacar que las concentraciones medias de enterocina P y de enterocina A
requeridas para inhibir el crecimiento de Ls. monocytogenes en un 50% fueron de tan solo 50
ng/ml, aproximadamente, lo que representa un valor 4 veces inferior al obtenido para la
enterocina B. La marcada actividad antimicrobiana frente a especies del género Listeria, en
general, y Ls. monocytogenes, en particular, es una de las caracterfsticas representativas de las
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bacteriocinas del tipo pediocina como la pediocina AcH/PA-1, producida por diversas cepas de
P. acidilactici (Bhunia et al., 1987; 1988; Henderson ez d., 1992; Nieto-Lozano et df., 1992;
Schved er al., 1993; Cintas, 1995) y por Lb. plantarum WHES2 (Ennahar et al., 1996); la
enterocina A (Aymerich, 1996), producida por Enterococcus faecium CTC492; 1a leucocina A-
UAL187 (Hasting y Stiles, 1991) y la mesentericina Y105 (Héchard et al., 1992), producidas
por Leuconostoc spp., y, por ultimo, la sakacina A/curvacina A (Schillinger y Liicke, 1989,
Tichaczek er al., 1992; Holck et d., 1992) y la sakacina P/sakacina 674/bavaricina A (Tichaczek
etd., 1992; Larsen y Ngrrung, 1993; Holck er dl., 1994a), producidas por Lactobacillus spp.
Por otra parte, conviene destacar que la enterocina P y la enterocina A no inhiben el desarrollo de
las cepas de L. lactis de origen ldcteo (L. lactis CNRZ148, L. lactis CNRZ150 y L. cremoris
CNRZ117). En este contexto, recientemente se ha descrito 1a resistencia de los lactococos a otras
bacteriocinas del tipo pediocina como la pediocina PA-1 (Cintas et al., 1998a), la sakacina A, la
sakacina P y la enterocina A (Aymerich et al., 1996), por lo que se puede sugerir que este hecho
constituye otra caracteristica tipica del grupo. La ineficacia de las bacteriocinas del tipo pediocina
frente a los lactococos podrfa deberse a que éstos carecen de los receptores especificos; no
obstante, esta hipStesis es poco probable ya que Chen et al. (1997) han demostrado que la
actividad antimicrobiana de 1a pediocina PA-1 (la bacteriocina modelo del grupo) no requiere la
presencia de un receptor proteico especifico. Otra posibilidad es que la resistencia de los
lactococos sea debida a caracteristicas intrinsecas de su membrana citoplasmética (e). fluidezy
composicién y tipo de los fosfolipidos). En este contexto, es interesanie mencionar que L. lactis
BB24 es la unica de las 4 cepas de L. lactis analizadas que fue inhibida por la enterocina P
purificadaa homogeneidad, siendo ademds la dnicade origen cdrnico, lo que permite considerar
que su adaptacién a estos sustratos ha modificado la composicién de su membrana con el
resultado de su mayor sensibilizacion a esta bacteriocina.

Desde un punto de vista aplicado es interesante que la enterocina P y las enterocinas A y B
no inhiban a M. varians, ya que esta especie se emplea habitualmente como cultivo iniciadoren la
elaboracién de embutidos crudos curados porque sus actividades enzimdticas influyen
favorablemente en la calidad higiénicay en las caracteristicas organolépticas de este tipo de
productos (seccién I1.1.3.). Finalmente, el amplio espectro de accién de estas bacteriocinas
frente a microorganismos alterantes y patégenos asociados frecuentemente a brotes de
toxiinfecciones alimentarias, especialmente Ls. monocytogenes, asi como las pequefias
concentraciones requeridas en la mayoria de los casos para su inhibicién, las convierte en
candidatos potenciales para ser empleados como bioconservantes en la industria alimentaria, en
combinacién con el seguimiento del sistema ARICPC y de las BPF y formando parte de un
sistema de barreras miiltiples.

V.2.6. Estudio comparative de la secuencia aminoacidica de la enterocina P,
enterocina B, enterocina A y otras bacteriocinas de la clase 11

La comparacién de las secuencias aminoacfdicas parciales obtenidas mediante degradacién de
Edman de las enterocinas P, B y A purificadas a homogeneidad con las deducidas a partir de las
secuenctas nucleotidicas de sus correspondientes genes estructurales permitié la determinacion de
sus secuencias aminoacidicas completas (Figura 4.13; seccion IV.10.4; Figura 4.28; seccién
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IV.12.3 y secciénIV.12.6). La enterocina P y la enterocina B, producidas respectivamente por
las cepas E. faecium P13 y E. faecium T136 aisladas de embutidos crudos curados en este
trabajo, son dos nuevas bacteriocinas, mientras que la segunda enterocina producida por E.
faecium T136 resulté ser idéntica a la enterocina A producida por E. faecium CECT492 de origen
cérnico, caracterizada previamente a nivel bioquimico y genético por Aymerich ez al. (1996).

La enterocina P, la enterocina A y la enterocina B carecen de aminodcidos modificados
posttraduccionalmente, lo que las diferencia de los lantibiSticos (Sahl ez al., 1995; Nes y Tagg,
1996) y permite su inclusién en la clase II de las bacteriocinas (seccién11.3.3), Laenterocina P
de E. faecium P13 y la enterocina A de E. faecium T136 contienenen su extremo N-terminal la
secuencia consenso YGNGYV caracteristica de las bacteriocinas de 1a clase II del tipo pediocina
(Nieto-Lozano et al., 1992; Nes et al., 1996) (seccién I1.3.3), entre las que también se incluyen
la pediocina PA-1/AcH (Bhunia et al., 1987; 1988; Motlaghetdl., 1992; Henderson et dl., 1992;
Nieto Lozano et d., 1992; Marugg et d., 1992; Cintas, 1995), la leucocina A-UAL187 (Hasting
y Stiles, 1991), la mesentericina Y105 (Héchard et dl., 1992), la sakacina A/curvacina A (Holck
et d., 1992; Tichaczek et d., 1992; Axelsson et d., 1993; Tichaczek et al.,1993), la sakacina
P/674/bavaricina A (Tichaczek etdl., 1992; Larsen et d., 1993; Holck et dl., 1994a; Tichaczek et
d., 1994), la acidocina A (Kanatani et gl., 1995), 1a bavaricina MN (Kaiser y Montville, 1596),
las camobacteriocinas BM1 y B2 (Quadriet dl., 1994), las piscicocinas V1ay V1b, esta ultima
idénticaa la carnobacteriocina BM1 (Bhugaloo-Vial etdl., 1996), la piscicolina 126 (Jack etdl. ,
1996), 1a bacteriocina 31 (Tomita er al., 1996) y la enterocina CRL35 (Farias eral., 1996).

La comparacién de la secuencia aminoacidica de la enterocina P y 1a enterocina A con la de
las bacteriocinas del tipo pediocina mejor caracterizadas hasta el momento se muestra en la Figura
5.1A. Las mayores homologias de la enterocina P de E. faecium P13, expresadas como
porcentajes de residuos aminoacidicos idénticos, se obtuvieron con la sakacina A/curvacina A
(80,5% de identidad) de Lb. sake Lb706 (Holck et al, 1992) y Lb. curvatus LTH1174
(Tichaczek et al., 1992) y con la carnobacteriocina BM1 (74,5% de identidad) de Cb. piscicola
LV17B (Quadri et al., 1994). Las homologias obtenidas con las otras enterocinas del grupo, la
enterocina A de E. faecium T136 y E. faecium CECT492 (Aymerich et al., 1996) y la
bacteriocina 31 de E. faecalis YI17 (Tomita er al, 1996), fueron del 45,5 y 44.2%,
respectivamente. Asimismo, la enterocina P también mostré una homologia muy significativa
con las restantes bacteriocinas del tipo pediocina: leucocina A-UAL187 (48,7%) de Lc. gelidum
A-UALI187 (Hastings er al., 1991); sakacina P/bavaricina A (41,9%) de Lb. sake LTH673
{Tichaczek et al, 1992) y Lb. bavaricus MI401 (Larsen et al., 1993); mesentericina Y105
(40,5%) de Lc. mesenteroides Y105 (Héchard et al., 1992); carnobacteriocina B2 (38,6%) de
Cb. piscicolaLV17 (Quadri et al., 1994) y pediocina PA-1/AcH (36,4%) de P. acidilactici PAC-
1.0 (Henderson et al., 1992). Estas observaciones demuestran que no existe una correlacién
entre la homologia en la estructura primaria de las bacteriocinas del tipo pediocina y las relaciones
filogenéticas de las bacterias lacticas productoras. La homologia entre estas bacteriocinas del tipo
pediocina estd mis acentuadaen sus extremos N-terminales (Figura 5.1A), como ya s¢ habia
observado para otras bacteriocinas del grupo (Nieto-Lozano et al., 1992; Quadri et al., 1994;
Aymerich er al., 1996; Bhugaloo-Vial et al,, 1996). La mayorfa de ellas presentan la secuencia
consenso YGNGYV entre las posiciones 3/5-7/9, si bien, en la enterocina A se encuentra
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Figura 5.1. Comparacién de la secuencia aminoacidica de la enterocina P y la enterocina A con la de otras bacteriocinas de la
clase I1 del tipo pediocina (A) y de la enterocina B con la carnobacteriocina A (B).

Se ha subrayado la posible secuencia consenso comin de las regiones C-terminales de las bacteriocinas de la clase 11 del tipo pediccina y no del tipo pediocina (ver texto; seccién V.2.6). Ala
derecha del extremo C-lerminal de cada secuencia se indica el nimero de aminoscidos de la bacteriocina. Cédigo monosilabo de los aminocidos como en la Figura 4.8.
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ligeramente desplazada hacia la region C-terminal, entre las posiciones 8 y 12. Asimismo, se
observa que otras posiciones de 1a molécula estdn también muy conservadas en este grupo, lo
que permite ampliar la secuencia consenso a “x1 YGNGVx2Cx3K/Nx4x5Cx6V N/DX7x8x9A”;
donde x1 representa tirosina o residuos polares sin carga; x2, representa tirosina o residuos
polares neutros 0 con caga positiva; x3 representa residuos polares neutros o glicina; x4
representa un residuo polar; x5 representa residuos polares con caga positiva, glicina o
residuospolares neutros; x6 un residuo polar neutro o aromético (triptéfano); x7 representa
triptéfano o un residuo polar con carga positiva; x8 representa glicina o residuos pequefios no
aromdticos y sin cargay x9 representaresiduos polares con carga o neutros. Esta ampliacién de
la secuencia consenso de las bacteriocinas del tipo pediocina concuerda, en lineas generales, con
Ia propuesta por Quadri et al. (1994) y Bhugaloo-Vial er al. (1996). No obstante, se observan
algunas diferencias significativas debidas a que en nuestro alineamiento se incluyeron también la
enterocina P, la enterocina A y la bacteriocina 31. Asi, por ejemplo, estos autores consideran que
las posiciones x8 y x9 han de estar ocupadas por glicina y por un residuo polar neutro o con
carga positiva, respectivamente, mientras que nuestros resultados indican que en la posicién x8
es suficiente con que el amino4cido sea pequefio, no aromdticoy sin carga, asf como, que es
posible encontar cualquier residuo polar, tanto con carga positiva o negativa como neutro, en la
posicién x9.

En lo que respecta a la regién C-terminal, marcadamente mds hidr6foba que la N-terminal,
las bacteriocinas del tipo pediocina muestran una mayor variabilidad; no obstante, se puede
observar 1a presencia de algunas posiciones conservadas. Asi, por ejemplo, considerando las
posiciones a partir de la alanina en posicién 20 de la secuencia consenso se observa que: (i) las
posiciones 4 , 9 y 13 estdn ocupadas por aminodcidos apolares alifdticos (isoleucina, leucina,
valina o alanina); (ii) 1a posicién 12 contiene residuos apolares aromdticos (tript6fano o
fenilalanina) o alifiticos (leucina)y (iii) la posicién 15 posee, en la mayoria de los casos, un
residuo de glicina (Figura 5.1A). Asimismo, la mayorfa de las bacteriocinas del tipo pediocina
analizadas en este trabajo presentan residuos cargados positivamente en el extremo de su regién
C-terminal.

La enterocinaB de E. faecium T136 no contiene en su moléculala secuencia consenso
caracteristica del extremo N-terminal de las bacteriocinas de la clase II del tipo pediocinay,
asimismo, no muestra homologia significativa en su estructura primaria con ninguna de las
bacteriocinas descritas hasta la fecha, a excepcion de la carnobacteriocina A/piscilolina 61 de Cb.
piscicola LVITA (Worobo etal., 1994) y Cb. piscicola LV61 (Holck et al., 1994b), con la que
comparte un 47% de residuos aminoacidicos idénticos. Este hecho constituye la primera
evidencia de una homologfa tan significativa entre bacteriocinas de la clase II que no pertenecen
al grupo del tipo pediocina. En la Figura 5.1B se compara la secuencia aminoacidica de la
enterocina B con la de la carnobacteriocina A/piscicolina 61 y se observa que, a diferencia de lo
descrito para las bacteriocinas del tipo pediocina, la homologia entre ambas bacteriocinas es m4s
pronunciada en su regién C-terminal. En la porcién central de esta regién se observa la secuencia
A/GWA/LAG (Figura 5.1B). Esta secuencia se identificé también en las regiones C-terminales
de las bacteriocinas del tipo pediocina (Figura 5.1A), cuando se compararon sus secuencias
aminoacidicas con la de la enterocina B y carnobacteriocina A/piscicolina 61 (resultados no
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mostrados) (Casaus et al., 1997). Esta observacién, considerando ademds las conclusiones
mencionadas anteriormente respecto a los residuos conservados en las regiones C-terminales de
las bacteriocinas del tipo pediocina (ver pédrrafo anterior), permite sugerir la secuencia consenso
G/x1WAx2G, comin a todas ellas (excepto la leucocina A-UAL187 y la mesentericina Y105);
donde x1 representa residuos polares neutros o alanina, W representa un residuo aromético
(triptéfano o, en dos casos, fenilalanina) y x2 representa residuos polares neutros o glicina. La
leucocina A-UAL187 y la mesentericina Y 105 son las iinicas que presentan un residuo cargado
en la posicién x1 (arginina) y que no contienen un residuo aromdtico en la posicién W. Es
interesante destacar que la enterocina B y la pediocina PA-1 (identidad de tinicamente el 18%)
son las Gnicas que presentan un residuo apolar (alanina) en la posicién x1 de esta secuencia
consenso y que, sorprendentemente, ambas bacteriocinas muestran una identidad del 42% en los
16 Gitimos residuos de sus extremos C-terminales. Al igual que las bacteriocinas del tipo
pediocina analizadas en este trabajo, la enterocina B y la carnobacteriocina A presentan residuos
cargados positivamente en el extremo de su regién C-terminal, lo que también se ha observado
para otras bacteriocinas de la clase II no del tipo pediocina (¢]. lactococcina A) y sistemas de dos
péptidos (ej. lactococcinaM y lactacina F), asf como para bacteriocinas de la clase I o
lantibiéticos (nisina, lactocina S y lacticina 481) (Fremaux et al., 1993).

V.2.7. Estudio comparativo de los parametros fisico-quimicos de la enterocina
P, enterocina B, enterocina A y otras bacteriocinas de la clase 1I

Los principales pardmetros fisico-quimicos de 1a enterocina P, enterocina B, enterocina A y
otras bacteriocinas caracterizadas de la clase II se muestran en las Tablas V.1 y V.2. El tamafio
molecular tedrico de la enterocina P es de 4.630 Day el de las otras bacteriocinas del tipo
pediocina oscila entre 3.870 Da (mesentericina Y105) y 5.009 Da (bacteriocina 31); asimismo, la
mayoria de ellas contienen 41-44 amino4cidos, si bien, la leucocina A-UALI87 y la
mesentericina Y 105 contienen vinicamente 37 residuos aminoacidicosy la enterocina A y la
carnobacteriocina B2 presentan 47 y 48 aminodcidos, respectivamente (Tabla V.1). El tamafio
molecular teérico de la enterocina B y la carnobacteriocina A es de 5.465 y 5.053 Da,
respectivamente (Tabla V.2). Laenterocina B y las bacteriocinas no del tipo pediocina analizadas
en este trabajo presentan un tamafio molecular teérico y un nitmero de aminodcidos superior en
un 17 y un 22%, respectivamente, al de las bacteriocinas del tipo pediocina.

En lo que respecta a su composicién aminoacidica, la enterocina P y la enterocina A
presentan en su molécula al menos dos residuos del amino4cido azufrado cisteina (separados por
cuatro aminodcidos), al igual que todas las bacteriocinas del tipo pediocina (Tabla V.4; seccién
V.3.3), lo que permite su denominacién como cistibi6ticos (Jack et al.,1995). La enterocina P, al
igual que la mayor{a de las bacteriocinas del grupo, presenta inicamente dos residuos de cisteina
en su extremo N-terminal; por el contrario, la enterocina A y la pediocina PA-1/AcH presentan
ademds otros dos residuos de este aminodcido en su extremo C-terminal, separados por una
distancia de 17-19 aminodcidos. La enterocina B, la carnobacteriocina A y la divergicina A
también presentan en su molécula dos residuos de cisteina por lo que se pueden considerar
cistibiéticos; sin embargo, a diferenciade lo observado en las bacteriocinas del tipo pediocina,
uno de los residuos se encuentra en la mitad de la moléculay ¢l otro en el extremo de la regioén C-
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Tabla V.1. Parametros fisico-quimicos de la enterocina P de E. faecium P13 y de diversas bacteriocinas de la
clase 11 del tipo pediocina

— —
apolares polares

Pm N2 Amincécidos Carga fndice N2

Da) @ Gly Af  Ar Nt Ac Bs  ausentes nea® pl GRAVY PTHs
ENTEROCINA P 4630 44 18 30 1 27 5 9 P,F,QD 1 8,20 -1,50 1
SAKACINA A 4.309 41 20 20 10 229 2 10 PFEHD 3 9,64 -1,86 1
CARNOBACTERIOCINA BM1 4521 43 16 32 9 2% 5 12 PFERD 2 899 -0,77 1
LEUCOCINA A-UALI187 3.932 37 2 19 6 27 3 13 LPMQD 2 887 392 -
ENTEROCINA A 4.833 47 19 25 11 30 2 13 QER 4 90 -03 1
BACTERIOCINA 31 5.009 43 12 28 16 23 5 16 MF 4 9,85 | -6,91 -
SAKACINA P 4437 43 21 23 12 30 2 12 LEMFQER 2 886 -575 -
MESENTERICINA Y105 3.870 37 13 22 2 27 3 13 PMQD 2 8,87 4,1} .
CARNOBACTERIOCINA B2 4.969 48 0 17 25 35 2 11 L MDH 4 10,0 -2,78 -
PEDIOCINA PA-1 4628 44 9 8§ 21 34 2 16 LPFEER 3 8,65 -4.94 -

WW
ACarga neta a pH 7.0. Simbolos y abreviaturas: N2 aa, niimerc de amino4cidos; Ar, residuos apolares aromdticos; Af, residuos apolares alifiticos; Sf, residuos apolares
sulfurados; Nt, residuos polares neutros; Ac, residuos polares 4cidos; Bs, residuos polares bésicos; pl, punto isceléctrico; [ndice GRAVY, valor promedio
hidropético; N2 PTH, niimero de posibles hélices @ transmembrana. Cédigo monosilabo de los aminodcidos como en la Figura 4.8,

upISNISI “A



06¢

B — — e —

Tabla V.2. Parametros fisico-quimicos de la enterocina B de E. faecium T136y de diversas bacteriocinas de la
clase Il no del tipo pediocina

———— W e — ——
%o de amincécidos
apolares polares

Pm N2 Aminodcidos  Carga fndice N2

(Da) @ Gly Af Ar N Ac Bs  ausentes nea®  pl GRAVY PTHs
ENTEROCINA B 5.465 53 15 39 6 21 6 13 QT 3 9.7 -3,8 1
CARNOBACTERIOCINA A 5.053 53 25 37 4 22 4 8 FE,R H 2 9,02 +2,58 i
ACIDOCINA B 5.754 59 11 55 8 15 6 5 MCE 0,07 7.38 +9,59 1
LACTOCOCCINA A 5778 54 15 30 15 29 2 9 P,C.E,R 1,26 921 2,54 1
LACTOCOCCINA B 5328 47 1 23 17 30 6 13 N 2 9,25 -4,45 -
DIVERGICINA A 4224 46 3t 41 2 9 0 7 W,.Y,.S,E,D,R,H 3 296  +4,26 I

8Carga neta 2a pH 7.0, Simboles y abreviaturas: Ne aa, mimero de aminedcidos; Ar, résiduos apolares aremdlicos; Af, residuos apolares alifaticos; Sf, residuos apolares
sulfurados; Nt, residuos polares neutros; Ac, residuos polares 4cidos; Bs, residuos polares bésicos; pl, punto iscelécirico; fndice GRAVY, valor promedio

hidropitico; N& PTH, nimero de posibles hélices & transmembrana, Cédigo monosilabo de los aminodcidos como en la Figura 4.8.
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V. Discusion

terminal, separados por una distancia de 28-31 aminodcidos (Tabla V.4). Otras bacteriocinas de
la clase I no del tipo pediocina presentan un solo residuo de cisteina en la mitad de su molécula
(lactococcinaB) o carecen de este amino4cido (lactococcina A y acidocina B). En lo que respecta
a los sistemas de dos péptidos de la clase 11, algunos presentan dos residuos de cisteina, como la
termofilina 13 (Marciseter al., 1997) y la lactacina F (Allison et al., 1994), y otros, como la
lactococcina G y 1a lactococcina M, carecen de este aminodcido (Tabla V .4).

La enterocina P, la enterocina B y la enterocina A poseen, al igual que las demds
bacteriocinas de las bacterias l4cticas, un elevado porcentaje de residuos del aminodcido glicina
(18, 19y 15%, respectivamente) (Tablas V.1 y V.2). En términos generales, en las bacteriocinas
de la clase Ii el 17% de lamolécula corresponde a residuos de glicina, destacando ia pediocina
PA-1 y la divergicina A por presentar valores extremos (9 y 31%, respectivamente). Por otra
parte, la enterocina P carece de residuos del aminodcido prolina y la enterocina A y la enterocina
B presentan un 2 y un 7%, respectivamente. La mayorfa de las bacteriocinas del tipo pediocina
analizadas en este trabajo carecen de prolina o la presentan en porcentajes muy bajos (2-4,5%),
mientras que las bacteriocinas no del tipo pediocina casi siempre presentan este aminoécido, en
concentraciones entreel 2 y 7,5%. Es interesante destacar que todas las bacteriocinas analizadas
en este trabajo contienen aminodcidos aromdticos, principalmente triptéfano y, aunque en menor
medida, tirosina.

Como se deduce de los datos de las Tablas V.1 y V.2, la enterocina A, la enterocina P y la
enterocina B poseen un 36, 41 y 45% de aminodcidos apolares en su molécula, respectivamente.
El porcentaje medio de residuos apolares en las bacteriocinas de la clase II analizadasen este
trabajo es del 42%, siendo el valor inferior un 35%, en el caso de laleucocina A-UAL187,y el
médximo un 63%, en el caso de la acidocina B. En lo que respecta a los aminodcidos polares, en
términos generales se observa que los porcentajes observados en las bacteriocinas de la clase IT
del tipo pediocina son ligeramente superiores a los de las bacteriocinas no del tipo pediocina. Los
aminodcidos polares més abundantes en ambos grupos son los residuos neutros y bésicos
(principalmente lisina), a excepcidén de la acidocina B, lo que les confiere caricter catidnico
(carganeta a pH 7,0 entre 1 y 4). El elevado porcentaje de residuos apolares, la presencia de
aminodcidos polares bdsicos y el elevado pl de las enterocinas P, B y A explica su
comportamiento durante su purificacién a homogeneidad empleando una metodologia basada en
los principios de las cromatograffas de intercambio iénico e interaccidn hidrofébica (seccién
I11.2.10.3.1). El bajo cardcter catiénico de la enterocina P (carga neta a pH 7,0 de 1), en
comparacién con €l de las enterocinas B y A (carga neta a pH 7,0 de 3 y 4, respectivamente),
explicaria, en parte, porqué fue necesario eliminar la competencia de las sales, mediante
cromatografia de filtracién en geles, como paso previo a la cromatografia de intercambio
catidénico (seccion IV.9.3).

A partir de l1a estructura primaria de la enterocina P, enterocina A, enterocina B y de las otras
bacteriocinas de la clase 11 analizadas en este trabajo se determinaron informéticamente sus
indices GRAVY de hidropaticidad (Kyte y Doolite, 1982), que pusieron de manifiesto su
cardcter hidréfobo (Tablas V.1 y V.2). En términos generales, las bacteriocinas no del tipo
pediocina mostraron indices GRAVY superiores a los de las bacteriocinas del tipo pediocina. No
obstante, 1a enterocina P y la enterocina A presentan valores de -1,5 y -0,3, respectivamente, los
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cuales son significativamente superiores al de la enterocinaB (-3,8) y a los de la préctica
totalidad de las bacteriocinas del tipo pediocina (entre -1,86 y -6,91). El programa SOAP
predijo, empleando el método de prediccién topolégica de Klein eral. (1985), que no se tratade
proteinas de membrana integrales sino periféricas, a excepcién de la acidocina B ({indice GRAVY
de +9,59). Mediante el modelo de prediccidn topolGgica descrito por Eisenberg et al. (1984) se
predijo la existencia de posibles hélices o transmembrana (PTH), de al menos 20 residuos
aminoacidicos, en las bacteriocinas del tipo pediocinaenterocina P, enterocina A, sakacina A y
carnobacteriocina BM1/piscicocina VIB, en la enterocina B y en otras bacteriocinas no del tipo
pediocina, a excepcién de la lactococcina B (Tablas V.1 y V.2). Los perfiles hidropéticos de la
enterocina P, enterocina A y enterocina B ponen de manifiesto que sus regiones N-terminales
son m4s hidréfilas que los extremos C-terminales, en los que se localizarfan las posibles hélices
o transmembrana (Figura 5. 2).

V.2.8. Relacion entre la estructura peptidica de la enterocina P, enterocina B y
enterocina A y su actividad biolégica

La comparacién de las secuencias aminoacidicas de diferentes péptidos o proteinas mediante
procedimientos informdticos, junto con el desarrollo de modelos de prediccién topolégica a partir
de su estructura primaria, permite conocer aspectos relacionados con su estructura secundaria y
terciaria, con su funcién biolégicay con sus relaciones evolutivas. En lo que respecta a las
bacteriocinas de las bacterias lacticas es posible evidenciar, o al menos intuir, [a relacién
estructura-funcién mediante la comparacién de sus secuencias aminoacidicas y sus espectros de
accidn antimicrobiana, como lo demuestra el que todas las bacteriocinas de la clase II del tipo
pediocina ejercen una marcada actividad antimicrobiana frente a las especies del género Listeria y
contienen la secuencia consenso YGNGV en su extremo N-terminal y un ndmero variable de
residuos del aminodcido sulfurado cisteina (Nieto-Lozano et al., 1992; Klaenhammer, 1993;
Quadri et al., 1994; Aymerich er al., 1996; Bhugaloo-Vial et al., 1996) (Tabla V .4; secci6én
V.3.3). No obstante, se han descrito y caracterizado bacteriocinas que aunque no muestran
homologias estructurales con este grupo poseen actividad anti-Listeria, como es el caso, entre
otras, de las enterocinas L50A y L50B de E. faecium L50 (Cintas et al., 1998a; 1998b),
bacteriocinas de la clase IT no del tipo pediocina como la curvaticina FS47 de Lb. curvams FS47
(Garver y Muriana, 1994) y lantibi6ticos como la nisina (Hurst, 1981; Cintas et al., 1998a).

El tamaiio molecular tedrico de 1a enterocina B deducido a partir de la secuencia nucleotidica
de su gen estructural es de 5.465 Da (secci6n 1V.12.3), mientras que el valor obtenido por
espectrometrfa de masas es de 5.479,0 + 1,2 Da (Figura 4.24; seccién 1V.11.5). La diferencia

entre ambos valoreses de 14 + 1,2, lo que sugiere, teniendo en cuenta su secuencia aminoacidica
(Figura 5.1B), la posibilidad de que el 4tomo de azufre del tnico residuo de metioninade Ia
molécula (Met6) se encuentre oxidado a sulf6xido y que se establezca un puente disulfuro entre
las cistefnas de las posiciones 23 y 52. Otras bacteriocinas en las que se ha detectado la oxidaci6n
de los residuos de metionina son la carnobacteriocina BM1 (Quadri ez al., 1994), la pediocina
PA-1y la curvacina A (Fimland et al., 1997). Fimland et al. (1997) observaron que la oxidacién
de estas bacteriocinas, asf como de los correspondientes péptidos sintéticos, tiene lugar de forma

292 Pilar Casaus Lara



V. Discusién

©o-18
-28
-3 -

-48 1

LI s s

T T T
18

L LA AL A

58
48 7
38

z8

-48

........

L}

T

-18
-28 7
-3@

~48 1

}

......

ie

TP
58

Figura 5.2. Perfil de hidropaticidad y posibles hélices o 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 perfi! de hidropaticidad de las bacteriocinas se determiné mediante el programa SOAP (Kyte y Doolite, 1982) y las
posibies hélices atransmembrana (rectingulos negros) se identificaron mediante el programa HELIXMEN (Eisenberg et
al., 1984). El eje de abscisas representa ¢l nimero de residuc aminoacidico de cada bacteriocina; la linea horizontal
discontinua de ordenada -5 es la linea divisoria delas regiones aminoacidicas hidréfobas (regidn superior) e hidréfilas

(regidn inferior).
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espontdnea durante el almacenamiento y reduce su actividad antimicrobiana 4-10 veces. Aunque
no se dispone de la masa molecular por espectrometrfa de masas de la enterocinaP y de la
enterocina A, la presencia de dos y cuatro residuos de cisteina en la molécula, respectivamente
(Figura 5.1A), sugiere la posibilidad de que sus grupos sulfhidrilo (-SH) establezcan al oxidarse
1-2 puentes disulfuro (8-S) que actuarfan como un enlace covalente transversal entre dos puntos
de la misma cadena peptidica. La importancia de estos puentes disulfuro en la actividad biol6gica
de la enterocina P, enterocina B y enterocina A quedé demostrada al observar que el tratamiento
con el agente reductor ditiotritol (DTT) disminuyé su actividad antimicrobianaen un 54, 90 y un
99%, respectivamente (secciones IV.9.6 y IV.11.6). Experimentos realizados por Fimland et al.
(1996) con la pediocina PA-1, sakacina A, curvacina A y leucocina A-UAL187, asi como con
los péptidos sintéticos correspondientes, permitieron sugerir que el establecimiento de estos
puentes disulfuro tiene lugar de forma espontdnea. Es interesante destacar que aunque la
leucocina A-UAL187 contiene dos residuos de cisteina en su extremo N-terminal, al igual que
todas las bacteriocinas del tipo pediocina, la reduccién del puente disulfuro correspondiente no
afecta a su actividad antimicrobiana (Hastings et al., 1991), a diferencia de lo observado para
otras bacteriocinas del grupo (Fimland er al., 1997) y para las enterocinas P y A.

Las estructuras conformacionales caracteristicas de las proteinas de membrana son la 14mina
plegada, constituida por conformaciones p 0 en zig-zag antiparalelas unidas transversalmente por
enlaces de hidrégeno, y la estructura consistente en varias hélices o paralelas que atraviesan la
membrana. Las enterocinas P, B y A poseen secuencias aminoacidicas que permiten la formacién
de pequefias hélices a transmembrana anfifilicas de 21 aminoécidos (Figura 5.2), lo que permite
sugerir que se trata de protefnas activas a nivel de membrana cuyo mecanismo de accién primario
es la formacién de poros o canales iénicos en las membranas citoplasmdticas de las células
sensibles, como se ha descrito para las bacteriocinas de las bacterias licticas (Ocjius y Young,
1991; Bruno y Montville, 1993; Abee er al., 1995; Nes et al., 1996) (seccién [1.4.3; Figura
5.2). Elelevado porcentaje de residuos de glicinaen las enterocinas P y A les permitirfa una gran
flexibilidad conformacional, favorecida por la asuencia de prolina, en el caso de la enterocina P,
o por la presencia de un tnico residuo en la enterocina A. Asimismo, la enterocina B presentaun
elevado porcentaje de glicina pero, sin embargo, contiene cuatro residuos de prolina, dos en la
regién N-terminaly dos en la C-terminal, lo que restringiria su flexibilidad conformactonal y
podria estar relacionado son su actividad biol6gica. En estas tres bacteriocinas los residuos de
glicina constituyen el 25% de las PTHs, lo que contribuirfa segdn Vogel et al, (1993) a la
estabilizacion de los poros en la membrana.

Recientemente, Chen et al. (1997) han sugerido la existencia de una estructura terciaria
consenso para los primeros 19 aminodcidos del extremo N-terminal de la pediocina PA-1, que
estarfa constituida por dos conformaciones B o en zig-zag conectadas por una horquillap de 4
amino#cidos originada y estabilizada por residuos de cisteina. La conformacién B N-terminal se
plegaria debido a un giro en la glicina de la secuencia consenso YGNGV presente
inmediatamente antes de la horquilla. Esta hipétesis estd en concordancia con las predicciones de
los métodos basados en laestructura secundaria y con los resultados bioquimicos que ponen de
manifiesto la formacién de un puente disulfuro entre los residuos conservados de cistefna de las
posiciones 9 y 14 (Jack et al., 1995; Fimland et al., 1996). En el extremo de la horquilla B se
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localizan dos residuos bdsicos (Lysll e Hisi2) que le confieren caracter catiénico. La
conformacién del extremo C-terminal de la pediocina PA-1 es mds dificil de predecir; no
obstante, resultados bioquimicos demuestran que la actividad biol6gica de esta bacteriocina
requiere el establecimiento de un segundo puente disulfuro entre los residuos de cisteina de las
posiciones 24 y 44 (Cys24-Cys44) (Chikindas ef a., 1993; Fimland et al., 1996). Este nuevo
puente disulfuro aproximarfa los residuos His(42), Lys(43) y, posiblemente, K(20), creando
una segunda regién catiénica. La presencia de estos dominios catiénicos en el modelo de Ia
estructura tridimensional de la pediocina PA-1 concuerda con el argumento de que las
interacciones electrostdticas desempefian un papel muy importante en el contacto inicial de esta
bacteriocina con los fosfolipidos anidnicos de vesiculas lipidicas de Listeria spp. Esta unién
resultarfa también favorecida por las interacciones hidrofébicas establecidas entre los residuos
Val(7), Cys(9), Cys(14), Val(16) y Trp(18) de la pediocina PA-1 y los grupos apolares de la
bicapa lipidica (Chen et al. 1997). Algunos autores han sugerido que el extremo conservado N-
terminal, que contiene la secuencia consenso YGNGYV, estarfa también relacionado con el
reconocimiento de los hipotéticos receptores especificos de las bacteriocinas del tipo pediocina
(Aymerich et al., 1996; Bhugaloo-Vial et al, 1996). Las enterocinas P y A comparten estas
pecularidades estructurales con la pediocina PA-1 por lo que se puede hipotetizar que
interaccionarian con la membrana de una forma similar, si bien, en el caso de la enterocina P
estarfa ausente el segundo dominio catiénico debido a que carece de cisteina en su extemo C-
terminal Por otra parte, el dominio C-terminal de estas bacteriocinas €s més variable en cuantoa
su estructura primaria (Figura 5.1A); no obstante, las predicciones topolégicas sugieren una
homologia conformacional debida a la presencia de posibles hélices o transmembrana, de al
menos 20 aminodcidos, gue serfan responsables de la insercién de las bacteriocinas en el interior
de 1a bicapa lipidica y de la consiguiente formaci6n de las estructuras anfifilicas multiméricas que
constituyen los poros o canales i6nicos. En las proteinas de membrana, los residuos bésicos y
aromdticos, principalmente el tript6fano, se localizan generalmente en la interfase entre las
porciones polares y no polares de la bicapa lipidica, reforzando la estabilidad de las hélices a
transmembrana (Schiffer er al, 1992), lo que recientemente ha permitido sugerir a Bhugaloo-
Vial et al. (1996) la importancia del triptéfano y de los residuos de lisina presentes en ambos
extremos de la PTH C-terminal de la piscicocina VIA de Cb. piscicola V1. Es intercsante
destacar que en laenterocina P y en la enterocina A se encuentran presentes residuos de lisina y
tript6fano en el extremo N-terminal de sus PTHs, asi como residuos arométicos en su extremo
C-terminal y residuos catiénicos inmediatamente despues de la hélice o transmembrana. En la
enterocina B los residuos catiénicos estdn mds alejados de la PTH y el triptéfano Gnicamente se
encuentra en el extremo C-terminal de las misma. Fimland et al. (1996) describieron la
importancia del extremo C-terminal de las bacteriocinas del tipo pediocina en su actividad
biolégica mediante la construcccién de moléculas hibridas. En este contexto, la comparacién de
la secuencia aminoacidica de diversas bacteriocinas de la clase II, del tipo pediocinao no,
realizadaen nuestro trabajo permite sugerir una posible relacién entre la secuencia consenso
G/x1WAx2G de sus extremos C-terminales y su actividad antimicrobiana. A este respecto,
conviene resaltar que la leucocina A-UAL187 presenta arginina en x1 y carece del residuo
aromdtico conservado (triptofano) en posicién w y, a diferencia de las otras bacteriocinas,
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presenta un modo de accién bacteriostético (Stiles, 1994).

Los modelos predictivos de la conformacién de las bacteriocinas del tipo pediocina descritos
anteriormente se basan en caracteristicas conservadas de su estructura primariay secundaria, por
1o que a priori se podrfan aplicara las enterocinas P y A. La enterocina B presenta ciertas
similitudes estructurales con este grupo, no obstante, la ausencia de la secuencia consenso del
extremo N-terminal y las diferencias observadas en su tamafio molecular, nimero de
aminodcidos, nimero y posicién de los residuos de cisteina, porcentajes de prolina y de
amino4cidos polares y apolares, indices GRAVY y perfiles de hidropaticidad impide aplicarle los
modelos predictivos de las bacteriocinas del tipo pediocina y hace pensar que su mecanismo de
formaci6n de poros es diferente, como también se ha sugerido para otras bacteriocinas (Jack et
al, 1995 Marciset et al., 1997). En cualquier caso, se requieren estudios bioquimicos y
estructurales adicionales de la enterocina P, enterocina A y enterocina B para elucidar su
conformacién y su modo de insercién en las membranas de las células sensibles.

V.3. CARACTERIZACION GENETICA DE LA ENTEROCINA P DE E. faecium
P13 Y DE LA ENTEROCINA B DE E. faecium T136

La mayorfa de los protocolos descritos para el aislamiento de ADN plasmidico permiten
obtener muy bajos rendimientos de pldsmidos de elevado tamafio molecular, lo que explicaria las
dificuitades encontradas inicialmente en este trabajo para aislar el ADN plasmidico de E. faecium
P13y E. faeciumT136. Los protocolos de Bimboim y Doly (1979), O"Sullivan y Kaenhammer
(1993) y Sambrook et al. (1989) no permitieron aislar el ADN de estas cepas; no obstante, el
método de lisis alcalina para el aislamiento de pldsmidos de elevado tamafio molecular de
Anderson y McKay (1983) (seccién 111.2.11.2) permiti6 aislar e identificar un pldsmido de mis
de 60 Kb en E. faecium P13 y E. faeciumT136 (Figura 4.9; seccionesIV.10.2 y IV.12.1). Este
método también ha sido empleado con éxito por Martinez-Bueno et al. (1994) para el aislamiento
de un pldsmido de 68 Kb de E. faecalis S-48. Por otra parte, Aymerich (1996) emple6 este
mismo protocolo para el aislamiento del ADN de E. faecium CECT492 y obtuvo un perfil
plasmidico idéntico al de las cepas E. faeciumT136 y E. faecium P13. En este contexto, s
interesante destacar que en nuestro trabajo se ha demostrado que E. faecium CECTA492
(Aymerich et al. 1996) contiene, al igual que E. faecium T136, el gen estructural de la enterocina
B, ademds del correspondiente a la enterocina A (Figura 4.30; seccién IV.12.7). La presencia de
pldsmidos de elevado tamaifo molecularen cepas de E. faecium no resulta sorprendente ya que se
ha descrito previamente en otras ocasiones (Parente y Hill, 1992b; Olasupo et al., 1994; Cintas
etal., 1998b; Aymerich, 1996).

La produccién de enterocina P y la inmunidad a la misma son dos fenotipos muy establesen
E. faecium P13, como lo demuestra el hecho de que no desaparecieran espontdneamente, ni
después de almacenamientos prolongados, ni tras su liofilizacién o incubacién a elevadas
temperaturas. Por el contrario, se han descrito bacteriocinas como la lactocina S (Mortvedt y
Nes, 1990) y lalactocina27 (Upreti y Hinsdill, 1975) cuya produccién desaparece espontdnea y
facilmente en las cepas bacteriocinogénicas. El tratamiento de los cultivos de E. faecium P13 con
2,5 y 5,0 ug/mlde novobiocina permitié obtener, respectivamente, un 10 y un 42% de colonias
que habfan perdido tanto la capacidad de producir enterocina P como su inmunidad, lo que
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sugirié que ambos fenotipos se encuentran ligados genéticamente, como contirmé
posteriormente la secuenciacién del ADN. El empleo de dosis subletales de novobiocina ha sido
empleado también para la obtencién de mutantes en la produccién y/o inmunidad de la
lactococcina (Gupta y Batish, 1992), de las plantaricinas S y T (Jiménez-Diaz et al., 1993) y de
las enterocinas LSOA y L50B (Cintas, 1995), entre otras. El tratamiento de E. faeciumL50 con
7.5 y 10 pug/m! de novobiocina, concentraciones letales para E. faecium P13, s6lo permitié
obtener, respectivamente, un 9 y un 13% de colonias que habian perdido tanto la capacidad de
producir enterocinas L50A y LS0B como su inmunidad (Cintas, 1995). Sin embargo, Gupta y
Batish (1992) obtuvieron un 72% de mutantes no productores de lactococcina cuando trataron L.
lactis 484 con 4 pg/ml de novobiocina. Los perfiles plasmidicos de los cuatro mutantes de E.
faecium P13 analizados resultaron ser idénticos a los de la cepa parental (Figura 4.9), por lo que
no se pudo elucidarsi los determinantes genéticos asociados a la produccion € inmunidad de la
enterocina P estdn localizados en el cromosoma o en el pldsmido de més de 60 Kb. En lo que
respecta a la localizacién de los determinantes genéticos de otras enterocinas, las enterocinas
L50A y L50B estdn codificadasen un pldsmido de més de 50 Kb de E. faecium L50 (Cintas,
1995; Cintas er al, 1998b), la enterocina A y su hipotética proteina de inmunidad estdn
localizados en el cromosoma de E. faecium CECT492 (Aymerich, 1996), la enterocina Ol estd
codificada posiblemente en un pldsmido de 21,5 Kb 0 en uno de 23 Kb y su hipotética poteina de
inmunidad en un pidsmido o en el cromosoma de E. faecium NAO1 (Olasupo et dl., 1994) y, por
ltimo, la enterocina 226 estd codificada en un pldsmido conjugativo de 5,2 Kb de E. faecalis
226NWC (Salzano etal., 1992).

V.3.1. Analisis de la secuencia nucleotidica de los genes estructurales de la

enterocina P y enterocina B y del gen de la hipotética proteina de inmunidad de
la enterocina P

La secuenciacién de un fragmento de ADN de 955 pb de E. faecium P13 y su posterior
anglisis informético revel6 la presencia de tres ORFs consecutivos de la misma polaridad, que
corresponden al gen estructural de la enterocina P (entP), al gen de su hipotética proteina de
inmunidad (en#iP) y a un hipotético gen de funcién desconocida (orfX) (Figuras 4.12 y 4.14;
seccidn IV.10.4). En las regiones inmediatamente anteriores a los genes entP y orfX se
identificaron dos secuencias hexaméricas separadas por 19 y 18 nucleétidos, respectivamente,
correspondientes a las regiones -10 y -35 de sus hipotéticos promotores. La secuencia-10 del
promotor de entP (TATAAT) coincide completamente con 1a secuencia consenso definida para
las ARN polimerasa bacterianas (Rosenberg y Court, 1979; Moran ez al., 1982; Hawley et al.,
1983; Graves et al., 1986; Van Der Vossen et al.,, 1987; Koivula et al., 1991) y difiere de Ia
obtenida para orfX (TATAAA) dnicamente en su timo nucleétido. Por otra parte, las secuencias
-35 de estos promotores muestran una mayor variabilidad; asi, pues, la secuencia -35 del |
promotor de entP (TTATCA) difiere en sus dos nucle6tidos internos con la secuencia consenso
(TTGACA) y en éstos y el nucleétido final con la secuencia -35 del promotor de orfX
(TTCACT). Esta mayor variabilidad en la regi6n -35 ha sido observada también por Diep et al.
(1996) al comparar los hipotéticos promotores asociados a las bacteriocinas de Lb. plantarum
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Cl1, Lb. sake Lb706 (Axelsson y Holck, 1995), Lb. sake Lb674 (Huhne et al., 1995) y Ch.
piscicola LV17A y LV17B (Quadri et al., 1994; Worobo et al., 1994; Quadri et al., 1995b).
Alineamientos realizados por Diep et al. (1996) revelaron que en todos estos promotores las
secuencias - 10 estaban localizadas 6-8 pares de bases delante del nucleétido correspondiente al
inicio de la transcripci6n. Andlisis de transcripcién (primer extension analyses) permitieron
identificar el desoxinucleétido dGTP como el punto de inicio de la transcripcion de las
plantaricinas A, EF, JK y N de Lb plantarum C11 (Diep et al., 1996) y de las carnobacteriocinas
A, BM1 y B2 de Cb. piscicola LV17 (Saucier et al., 1997), entre otras. En base a estos
resultados y a las similitudes encontradas con el promotor de entP es posible hipotetizar que el
inicio de la transcripcién de éste corresponderfaal desoxinucleétido dGTP localizado 8 pares de
bases detrés de la regién -10 de su hipotético promotor (Figura 4.12). Desde hace tiempo se tiene
constancia de que la mayoria de los reguladores de la transcripcién (proteinas efectoras) se unen
especificamente al ADN en regiones préximas o incluidas en el promotor y potencian o reprimen
1a unién de la ARN polimerasa, regulando por tanto la iniciacion de la transcripcién (Ledn y
Garcia, 1992). Frecuentemente, estructuras como las secuencias repetidas directas e inversas se
han identificado como lugares de unién de las protefnas reguladoras de la transcripcidn (Huo ez
al., 1988; Ptashne, 1992). Aunque atn no se han realizado estudios sobre la regulacién del
promotor de entP, la presencia de algunos elementos caracteristicos en esta regidn sugiere que el
operén de la enterocina P estd regulado. Asi, por ejemplo, se identificaron dos jucgos de
secuencias repetidas directas (SRD1 y SRD2) y uno de secuencias repetidas inversas de 10 pares
de bases (SR]) en la regién del promotor (Figura 4.12). Las SRD1 contienen 9 pares de bases
{identidad del 78%) y estdn espaciadas por una regién de 12 nucle6tidosricaen A y T, lo que las
asemeja a las cajas reguladoras conservadas identificadas por Diep et al. (1996) en los sistemas
de las las bacteriocinas de Lb. plantarum C11, Lb. sake 1.b706 (Axelsson y Holck, 1995), Lb.
sake Lb674 (Huhne et al., 1995) y Cb. piscicola LV1TAy LV17B (Quadri ez al., 1994; Worobo
et al., 1994; Quadri et al,, 1995b). Diep et al. (1996) también identificaron estas cajas
conservadas en los sistemas de regulacién de dos componentes agr y similares de St. qureusy
St. lugdunensis, respectivamente (Janzon et al., 1989; Vandenesch et al., 1993), lo que les
permitié sugerir que estos sistemas podrian estar controlados por un mecanismo de regulacién
similar (secci6n 11.4.8). En este contexto, es interesante destacar que las proteinas histidina
quinasa (PHQ) y reguladoras de respuesta (RR) (protefnas efectoras) que los constituyen
presentan una elevada homologfa en su estructura peptidica y que estas iltimas contienen un
elevado porcentaje de aminodcidos bdsicos en sus extremos C-terminales, que posiblemente
desempefian un importante papel en su unidén a los grupos fosfato aniénicos del ADNen la
regién de las cajas reguladoras (Diep et al., 1996). Asimismo, todos estos sistemas muestran una
organizacién genética similar en la que los genes correspondientes a la PHQ y al RR estin
dispuestos en tindem y precedidos por el gen que codifica el correspondiente factor de induccién
(pInA, orf4, orfl, cbnS) (Figura 2.4; seccién I1.4.9). Las SRD2 identificadas en 1a regi6én del
promotor de entP estdn constituidas por 9 pares de bases idénticas separadas por una regidn rica
en Ay T de 21 nucleétidos. Este espaciamiento indica que estas secuencias estarian localizadas
en la misma cara de la doble helice de ADN (separadas por dos vueltas de hélice) lo que
favoreceriala uni6én de las protefnas efectoras (Diep et al., 1996). La identificacién de estas
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secuencias repetidas directas e inversas en la regién del promotor del gen estructurai de la
enterocina P constituye la primera evidenciade la existencia de mecanismos reguladores de la
transcripcién de los operones de las bacteriocinas secretadas mediante la Ruta General de
Secrecién (GSP) o sistema sec-dependiente.

Inmediatamente detris del gen estructural de la enterocina P, y con la misma polaridad, se
localiza el gen que codifica su hipotética protefna de inmunidad (enriP) (Figuras 4.12 y 4.14;
secciénIV.10.4). La ausencia de un hipotético promotor en laregién 5° de entiP sugiere que su
expresién estd controlada por ¢l promotor de entP y que ambos genes forman parte del mismo
operén, lo cual es una caracteristica generalizada en la organizacién genética de las bacteriocinas
de las bacterias licticas (Jack et al.,1995; Nes et al., 1996) (seccién11.4.9). No obstante, Cintas
et al. (1998b) han caracterizado el oper6n de las enterocinas LSJA y L50B de E. faeciumL50 y
tras secuenciar 3,5 Kb del pldsmido de méis de 50 Kb (pCIZ1) no detectaron la presencia de
ningin gen de inmunidad; asimismo, mediante experimentos de transcripcién (northern analyses)
demostraron que los genes estructurales de ambas bacteriocinas constituyen una tinica y pequeiia
unidad de transcripcién de 400 nucledtidos aproximadamente.

Por otra parte, inmediatamente antes del gen estructural de la enterocina P, y con la misma
polaridad, se encuentraun ORF, orfX, que podrfa codificar un péptido de funcién desconcidade
65 aminodcidos, catiénico, de elevado pI e hidréfobo (Figuras 4.12 y 4.14, TablaIV.16; secci6n
1V.10.4). Labacteriocina 31 de E. faecalis YI17 (Tomita et al., 1996) es, junto con la enterocina
P, la dnica bacteriocina del 'tipo pediocina que se secreta mediante el sistema sec-dependiente
descrita hasta la fecha y presenta una organizacién genética similar. Estos autores secuenciaron
un fragmento de 1,5 Kb del pldsmido pYI17 (57,5 Kb) de E. faecalis Y117 e identificaronel gen
estructural de la bacteriocina (bacA) seguido del gen de su hipotética proteina de inmunidad
(bacB) y de un ORF, orf3, que codifica una proteina de 90 amino4cidos de funcién desconocida,
detrds del cual se localizaun hipotético terminador rho-independiente de la transcripcidn. Los
andlisis de transcripcion realizados por estos autores permitieron comprobar que estos tres ORFs
constituyen una unica unidad de transcripcién cuyo promotor se encuentra inmediatamente
delante de bacA.

En lo que respectaa la organizacion genética de la enterocina B, el andlisis informdtico de la
secuencia nucleotidica de un fragmento de ADN de 352 pb de E. faecium T136 revel6 la
presencia de un solo ORF, correspondiente al gen estructural de la bacteriocina (entB) (Figura
4.27; secci6nIV.12.3). En Ia regién nucleotidica localizada delante de entB se identificaron dos
secuencias que posiblemente corresponden a las regiones -10 (TATAGA) y -35 (TTCAGA) del
promotor de su transcripcién. Estas secuencias difieren en dos nucleétidos de 1a secuencia
consenso; no obstante, estdn separadas por una distancia 6ptima de 16 pb y un nucleétido
delante de la secuencia -10 se localiza la pareja TG, que ha sido identificadaen otros promotores
de bacteriocinas de bacterias l4cticas como Ia sakacina A de Lb. sake Lb706 (Axelsson y Holck,
19935) y las carnobacteriocinas A, BM1 y B2 de Cb. piscicola LV17A y LV17B (Quadri et al.,
1994; Worobo et al., 1994; Quadri et al, 1995b). En la regién del hipotético promotor no se
identificaron cajas reguladoras de la transcripci6n similares a las descritas inicialmente por Diep
et al. (1996) pero, sin embargo, se localizarondos secuencias repetidas directas perfectas de 10
pb, una de ellas localizada en las cercanias del promotor y la otra a unas 200 pb en la direccién de

299 Pilar Casaus Lara



V. Discusién

ia transcripcioén, dentro de la secuencia del gen estructural de la enterocina B, que podrian estar
involucradasen la regulacién de su expresién. Inmediatamente después de entB se identific6 una
regi6n palindrémica seguida de una cola de timinas que podrfa formar una estructura en horquilla
estable y actuar como un terminador rho-independiente de la transcripcion del gen estructural de
la enterocina B (Platt, 1986; Leén y Garcia, 1992). Worobo et al. (1994) secuenciaron un
fragmento de 2,4 Kb del pldsmido pCP49 (49 MDa)de Cb. piscicola LV17A ¢ identificaron un
solo ORF, cbnA, correspondiente al gen estructural de la carnobacteriocina A, la Gnica
bacteriocina descrita que presenta homologfa significativa con la enterocina B. A continuacién de
chnA se identificé una regién palindrémica que podrfa actuar como un terminador rho-
independiente de su transcripcién. Por lo tanto, la organizacitn genética de la carnobacteriocina
A, y probablemente de la enterocina B, es diferente a la de la préctica totalidad de las
bacteriocinas de la clase II descritas hasta la fecha ya que el gen que codifica la proteina de
inmunidad no se localiza inmediatamente debajo del gen estructural de la bacteriocina.

V.3.2. Estudio comparativo de la secuencia aminoacidica y de los parametros
fisico-quimicos de la hipotética proteina de inmunidad de la enterocina P y de
las de otras bacteriocinas de la clase II

El principal mecanismo responsable de la inmunidad de las bacterias 1dcticas a sus propias
bacteriocinas es la sintesis de una protefna especifica que carece de extensién N-terminal y que se
asocia a la membrana impidiendo que las bacteriocinas ejerzan su efecto toxico sobre la células
productoras (Nes et d., 1996) (seccién I1.4.5). Hasta la fecha, las unicas proteinas de
inmunidad purificadas son las asociadas a la lactococcina A (LCIA) (Nissen-Meyer et al., 1993b)
y ala carnobacteriocina B2 (CBI B2) (Quadri et al., 1995a), que estdn constituidas por 98 y 111
aminodcidos, respectivamente, son catiénicas (carga neta a pH 7,0 de 3), de elevadopl (9,3 y
9,9) (Tabla V.3), contienen varios dominios hidréfobos y no presentan modificaciones
posttraduccionales. No obstante, se han descrito numerosas hipotéticas proteinas de inmunidad a
partir de 1a secuencia nucleotidica de los operones de las bacteriocinas de las bacterias licticasen
base a similitudes estructurales con otras descritas previamente (Jack et al., 1995; Nes et al.,
1996). En este contexto, ¢l andlisis informdtico de la secuencia aminoacidica deducida del ORF
localizado inmediatamente debajo del gen estructural de la enterocina P de E. faecium P13 revelé
que se trataba de una hipotética protefna de inmunidad (ENTI P). ENTI P muestra una identidad
(porcentaje de residuos idénticos) con las hipotéticas proteinas de inmunidad de la bacteriocina
31 de E. faecalis Y117 (BACI 31) (Tomita et al., 1996), sakacina A de Lb. sake Lb706 (SAKI
A) (Axelssony Holck, 1995) y carnobacteriocina BM1 de Cb. piscicola LV17B (CB1 BM1)
(Quadri et al., 1995b; 1997b) del 52, 47 y 44%, respectivamente. Como se observa en la
Figura 5.3 1a homologia entre las hipotéticas proteinas de inmunidad es mayor en su extremo C-
terminal; asf, pues, el 53-54% de los ultimos 41/42 residuos aminoacidicos son idénticos o
similares en las cuatro proteinas. El mayor grado de conservacién de la regién C-terminal fue
descrito inicialmente por Aymerich eral. (1996) cuando compararon la secuencia aminoacidica de
la hipotética proteina de inmunidad de la enterocina A (ENTI A) de E. faecium CECT492 con la
de la leucocina A-UAL187 de Lc. gelidum A-UALI187 (Hastings et al., 1992). Aymerich et al.
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Tabla V.3. Parametros fisico-quimicos de la hipotética proteina de inmunidad de la enterocina P de
E. faecium P13 y de diversas proteinas de inmunidad de otras bacteriocinas de 1a clase 11

— e = ey
% de aminodcidos
apolares polares

Pm N2 Aminoacidos  Carga Indice N2

(Da) @ Gly Af Ar Nt Ac Bs ausentes neta®  pl GRAVY PTHs
ENTI P 5.886 88 5 35 1w 20 13 17 H 4 9,79 -3,56 -
BACI 31 10.321 90 4 37 8 26 12 13 C. H i 9,24 -3,56 -
SAKI A 10.458 90 1 37 11 2 11 18 H 6 10,12 -2,78 -
CBIBM1 10.189 88 2 4 9 20 13 16 C 2 9,51 -2,56 -
LCIA 11.164 98 4 38 6 24 12 16 V.C 3 9,97 -3,82 -
CBIB2 12,666 111 4 36 10 27 10 13 w | 3 9,31 2,03 -

e T T T e T T = = T
ENTIP es la hipotética proteina deinmunidad de la enterocina P de E. faecium P13; BACI31 es la hipotética proteina de inmunidad de la bacteriocina
3lde E. fuecalis YI1T (Tomita e al., 1996); SAKI A es la hipotética proteina de inmunidad de la sakacina A de Lb. sake Lb706 {Axelsson y Holck,
1995); CBI BMI es la hipotética proteina de inmunidad de la carnobacteriocina BMI de Cb. piscicela LVITB (Quadri et af., 1995b; 1997b), LCT Aes
1a proteina de inmunidad de la lactococcina A de L. cremoris LMG2130 (Nissen-Meyer ef al., 1993b) y CBI B2 es la proteina de inmunidad de la
carnobacieriocina B2 de Cb. piscicola LVITB (Quadri ef al., 1995a; 1997b).

8Carga neta a pH 7.0. Simbolos y abreviaturas como el la Tabla V.1.
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BACI31 M D I|K|K K - E A L EJK I|1 o{L T{N N|A L|A[N P|Q|z|Y S[D K|{N[L{N D L R|I|R K E}a|L s|G E[v|F ¥ 49
SAKIA - -[MK|a D Y K K I[N[S]I|L T ¥Y]TiS T|A L|K|N P|K|[I|I K|D K|D|L|V V t 1{1{0 E E|A]K Q N R I|F Y 48
ciBMl ~ -[M[T KD - EK I|N K I|Y A[L]V Kk s[a L|p|N[T DlV]K N[D__|K|L|S L MRI[oETS I NGE]LF Y 47
entiep [DIY[EKEFQPATISGF T IR[NG[Fls 7[P]K V{L|L E[L L]A EJV|K[T P K AW S G L(- 88
Baci3i |p|L|k K E L ¢ P[T)1 SiG|F T[L R{N N F|Q T|P|S E|L{L E|L L|T LII|Q|T P K[G]W S G F|- 90
SAKI A DIKFI’%}FAVElRFTIDNNFB P{D c|L{Vv K|L L{S A|V|E{|T P KA W S G F|S 90
ceiBMI (p|yY|K KEL @ P A I sjM¥[s]1|o B[N FJR W{p]D DjL{V K|L L|A L{VjQ|T P KA WS G Fj~ 88

- Figura 5.3. Comparacién de la secuencia aminoacidica de la hipotética proteina de inmunidad de la enterocina P de E. faecium

P13 con la de otras proteinas de inmunidad de diversas bacteriocinas de la clase II.

ENTI P es 1a hipotética proteina de inmunidad de la enterocina P de E. faecium P13; BAC131 es la hipotética proteina de inmunidad de 1a bacteriocina 31de E. faecalis Y117 (Tomita ef al.,
1996); SAKI A es la hipotética proteina de inmunidad de la sakacina A de Lb. sake 1.b706 (Axelsson y Holck, 1995) y CBI BMI «5 la hipotética proteina de inmunidad de la carnobacteriocina
BMI de Ch. piscicela LV1TB (Quadri ef al., 1995b; 1997b). Ala derecha delextremo C-terminal decada secuencia se indica el nimero de aminoécidos dela proteina de inmunidad. Cédigo
monosilabo de los amincicidos como en la Figura 4.8.
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(1996} observaron que ia hipotética protefna de inmunidad de la enterocina A mostraba una
identidad con la de la leucocina A-UAL-187 del 44 % pero que, sin embargo, no mostraba
homologia significativacon la correspondiente a la pediocina PA-1, a pesar de que éstaes la
bacteriocina que muestra mayor homologia con la enterocina A (56% frente a un 46% con la
leucocina A-UAL187). Resultados similares se han obtenido en este trabajo al comparar Ia
hipotética proteina de inmunidad de la enterocina P con las correspondientes a laenterocina Ay a
laleucocina A-UAL187, ya que muestran una identidad de s6lo un 8 y un 4%, respectivamente,
a pesar de que estas bacteriocinas del tipo pediocina presentan una elevada identidad con
laenterocina P (49 y 45%, respectivamente). Por el contrario, 1a hipotética proteina de inmunidad
de la enterocina P muestra una identidad médxima del 52% con la correspondiente a 1a bacteriocina
31, que también es una bacteriocina del tipo pediocina secretada a través del sistema sec-
dependiente y cuya identidad con la enterocina P es del 44%. La identidad de las hipotéticas
proteinas de inmunidad de la sakacina A y de la carnobacteriocina BM1 con la correspondiente a
la enterocina P es ligeramente inferior (47 y 44%, respectivamente), a pesar de que estas
bacteriocinas del tipo pediocina son las que presentan una mayor identidad con la enterocina P
(80 y 74%, respectivamente). De estos resultados se puede deducir que el grado de homologia de
dos bacteriocinas no estd siempre directamente relacionado con la similitud de sus proteinas de
inmunidad correspondientes, pero que, por ¢l contrario, las proteinas de inmunidad que
presentan una gran homologfa corresponden siempre a bacteriocinas similares (identidad del 40-
50% 6 superior). Asimismo, la identidad entre las hipotéticas proteinas de inmunidad de las
bacteriocinas del tipo pediocina enterocina P, bacteriocina 31, sakacina A y carnobacteriocina
BM1 permite sugerir que podrian proteger a los microorganismos productores del efecto téxico
~ de las cuatro bacteriocinas.

A parte de sus homologfas estructurales, las hipotéticas protefnas de inmunidad de las
bacteriocinas del tipo pediocina enterocina P, bacteriocina 31, sakacina A y carnobacteriocina
BM1 poseen pardmetros fisico-quimicos similares (Tabla V.3). Todas ellas contienen un mayor
nimero de aminodcidos (entre 88 y 111) que las bacteriocinas correspondientes, son catiénicas
(carganetaa pH 7,0 entre 1 y 6), de elevado pl (entre 9,2 y 10,1) y son relativamente hidréfobas
(indices GRAVY entre -2,56 y -3,56). Asimismo, a diferencia de las bacteriocinas de las que
protejen, estas protefnas poseen un bajo porcentaje de glicina (entre un 1 y un 5%) y carecen del
aminodcido azufrado cistefna o contienen un solo residuo. Por ltimo, los anélisis informdticos
de estas proteinas de inmunidad predicen que no se trata de protefnas de membrana integrales
sino periféricas, cuya interaccién con la membrana resultaria favorecida por los diversos
dominios hidréfobos que contienen (Figura 5.4).

V.3.3. Relacion entre la extension N-terminal de la enterocina P y enterocina B
y Su procesamiento y transporte

La préictica totalidad de las bacteriocinas de las bacterias ldcticas se sintetizan en los
ribosomas como preprobacteriocinas que contienen extensiones N-terminales de 18-32
aminodcidos (secuencia lider del tipo doble glicina o peptido sefial) que definen su sistema de
procesamiento y transporte (Tabla V.4). Estas extensiones dirijen a las preprobacteriocinas hacia
la membrana citoplasmdticay facilitan su interaccién con las proteinas transportadoras y/o con
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Figura 5.4. Perfil de hidropaticidad de Jas hipotéticas proteinas de inmunidad
de la enterocina P (ENTI P) de E. faecium P13(A), bacteriocina 31 (BACI 31)
(B), sakacina A (SAKI A) (C) y carnobacteriocina BM1 (CBI BM1) (D).

El perfil dehidropaticidad delas bacteriocinas se determiné mediante el programa SOAP (Kyte y Doolite, 1982). Eleje de
abscisas representa ei nimero de residuo aminoacidico de cada protefna de inmunidad: la linea horizontal discontinua de
ordenada -5 es la linea divisoria de las regiones aminoacidicas hidr6fobas (regidn superior) e hidréfilas (region inferior).
Referencias como en la Figura 5.3,
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TABLA V.4. Secuencia aminoacidica de la preproenterocina P, preproenterocina B, preproenterocina A y diversas
preprobacteriocinas de la clase H producidas por bacterias lacticas

Extensidon N-terminal

Dominio C-terminal (probacteriocina)

-30 -20 -10 -1 +1 10 20 30 49 50

Sistemas de un péptido

Enterocina A MKHLKILSIKETQLIY G G T THSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATTCIAGMS IGGFLGGAIPGKC

Pediocina PA-1° MEKIEKLTEKEMANII G G K YYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHGGNHKC

Leucocina A-UAL187 MMNMKPTESYEQLDNSALEQVV G G K YYGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGEW

Mesentericina Y 105 MTNMKSVEAYQQLDNONLKKVV G G K YYGNGVHCTKSGCSVNWGEAASAGIHRLANGGNGEW

Sakacina A" MNNVKELSMTELQTIT G G A RSYGNGVYCNNKKCWVNRGEATQSIIGGMISGWASGLAGM

Sakacina P* MEKFIELSLKEVTRIT G G K YYGNGVHCGKHSCTVDWGTAIGNIGNNAAANWATGGNAGWNK

Carnobacteriocina BM1 MKSVKELNKKEMQOIN G G A ISYGNGVYCNKEKCWVNKAENKQAITGIVIGGWASSLAGMGH

Camobacteriocina B2 MNSVKELNVKEMKOLH G G ¥V NYGNGVSCSKTKCSVNWGQAFQERYTAGINSFVSGVASGAGSIGRRP

Enterocina P MRKKLFSLALIGIFGLVVTNEGTK VDA A TRSYGNGVYCNNSKCWVNWGEAKENIAGIVISGWASGLAGMGH

Bacteriocina 31 MKKKLVICGIIGIGFTALGTN VEA A TYYGNGLYCNKQKCWVDWNKASREIGKIIVNGWVQHGPWAPR

Enterocina B MONVKELSTKEMKQII G G E .NDHRMPNELNRPNNLSKGGAKCGAAIAGGLFGIPKGPLAWAAGLANVY SKCN

Carnobacteriocina A* MNNVKELSIKEMOQVT G G D QMSDGVNYGKGSSLSKGGAKCGLGTIVGGLAT IPSGPLGWLAGAAGVINSCMK

Lactococcina A MKNQLNFNIVSDEELSEAN G G K LTFIQSTAAGDLYYNTNTHKYVYQOTONAFGAAANT IVNGWMGGAAGGFGLHH

Lactococcina B MKNQLNFNIVSDEELAEVN G G S LOYVMSAGPYTWYKDTRTGKTICKQTIDTASYTFGVMAEGWGKTFH

Divergicina A MKKQILKGLVIVVCLSGATFFSTEQQ ASA A APKITOKOKNCVNGQLGGMLAGALGGPGGYVVLGGIGGAIAGGCFN

Acidocina B MVTKYGRNLGLSKVELFAIWAVLVVALLL ATA N TYWIADQFGIHLATGTARKLLDAVASGASLGTAFAMILGVTLPAWALAAAGALGATAA
Sistemas de dos péptidos

Lactococcina M MKNQLNFEILSDEELQGIN G G 1 RGIGKGLAAAMYSGAAMGGATGAFGGPVGATMGAWGGAVGGAMKY ST

Lactococcina N MKKDEANTFKEYSSSFAIVTDEELENIN G S G SIWGAIAGGAVKGAIAASWTGNPVGIGMSALGGAVLGGYTYARPVH

Lactococcina Gu MKELSEKELRECV G G G TWDDIGQGIGRVAYWVGKAMGNMSDVNQOASRINEKKKR

Lactococcina Gp MENNNNEFFKGMEIIEDQELVSIT G G K KWGWLAWVDPAYEFIKGFGKGAIKEGNKDKWKNI

wiv] ostsy o

La flecha vertical indica el punto de procesamiento de Jas preprobacteriocinas; Se ha subrayado Ja secuencia consenso de las bacteriocinas del lipo pediocina y los residuos del aminodcido
cisleina; @ secuencia idéntica a la pediocina AcH; b secuencia idéntica a la curvacina A; € secuencia idéntica a la sakacina 674 y bavaricina A; 4 secuencia tdéntiva a la piscicolina 61.
L.as referencias de las bacteriocinas estan indicadas en la seccion [1.4.1 y Tabla V.5. Codigo monostlabo de los aminoacidos como en ka Figura 4.8,
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los enzimas responsables de sus modificaciones posttraduccionales y protegen al
microorganismo productor, ya que mantienen inactivas biolégicamente a las bacteriocinasen el
interior celular (Klaenhammer, 1993; Jack et al., 1995 Sahl et d., 1995; Nes et dl., 1996). La
inica excepcién descrita hasta la fecha es el sistema de las enterocinas L50A y L30B de E.
faecium 150, ya que estas bacteriocinas se sintetizan ribosomalmente como péptidos activos sin
extensién N-terminal (Cintas et al., 1998b). La comparacién de las secuencias aminoacidicas
parciales obtenidas mediante degradacién de Edman de las enterocinas B y A purificadas a
homogeneidad con las deducidas a partir de las secuencias nucleotidicas de sus correspondientes
genes estructurales puso de manifiesto que estas bacteriocinas se sintetizan en forma de
precursores o prepropéptidos cuyo punto de procesamiento se sittia inmediatamente detrds de los
dos residuos consecutivos de glicina de sus correspondientes extensiones N-terminales (Figura
4.28; secciones IV.12.3 y [V.12.6). La enterocina B se sintetiza como un precursor o
prepropéptido de 71 aminodcidos (7.482 Da). En este trabajo Gnicamente se secuenciaron los
cinco primeros residuos del extremo C-terminal de la extensién N-terminal de la enterocina A de
E. faeciumT136 (Figura 4.29; secciénIV.12.6) que resultaron ser idénticos a los obtenidos por
Aymerich et al. (1996) para la enterocina A de E. faecium CECT492, Este resultado, unidoa la
identidad de ambas bacteriocinas indica que la enterocina A se sintetiza Como un precursor o
prepropéptido de 65 aminodcidos (6.906 Da) (Aymerich, 1996; Aymerich et al., 1996).

La extensién N-terminal de la enterocina B es menos hidréfoba que la correspondiente a la
enterocina A (Indices GRAVY de -5,9 y +0,7, respectivamente), si bien ambas son péptidos de
membrana periféricos pequefios (18 aminodcidos, 2.034-2073 Da), catiénicos (carga neta a pH
7,0 de 1 y 2, respectivamente) y de elevado pl (9,7 y 10,2) (TablaIV.22; secciéon 1V.12.4). Las
extensiones N-terminales de las enterocinas B y A cumplen los criterios establecidos por
Fremaux et al. (1993) y Havarstein et al. (1994) para las secuencias lider del tipo doble glicina
(seccién 11.4.6), lo que sugiere que estas bacteriocinas se secretan a través de un sistema de
secrecién independiente de un péptido sefial o sistema sec-independiente en el que el
reconocimiento, procesamiento, translocacién y transporte de las bacteriocinas se llevaa cabo
por transportadores ABC especificos y sus proteinas accesorias (Havarstein et al., 1995a)
(Figura 2.2; seccidn 11.4.7). Este tipo de secuencias lider en las que los residuos conservados de
glicina de sus extremos C-terminales constituyen el punto de reconocimientoy procesamiento se
ha identificado en la prictica totalidad de las bacteriocinas de la clase II y en algunos lantibiéticos
(Havarstein et al., 1994; 1995a; Nes et al, 1996). Havarstein er al. (1994) propusieron la
siguente secuencia consenso para las secuencias lider del tipo doble glicina: X*(-15)XaaXaaX*(-
12)X**(-11)XaaX**(-9)X**(-8)X*(-7)XaaXaaX*(-4)XaaGly(-2)Gly(-1); donde, Xaa represen
ta aminodcidos no conservados, X* representa residuos aminoacidicos hidréfobos y X**
representa residuos aminoacidicos polares. La secuencia lider de la enterocina B coincide
completamente con la secuencia consenso propuesta por Havarstein er al. (1994) y la
correspondiente a la enterocina A solamente difiere en que en la posicién -7 presenta treoninaen
lugar de un residuo aminoacidico hidréfobo. En 1a Figura 5.5A se comparan las secuencias lider
del tipo doble glicina de las enterocinas B y A con las de otras bacteriocinas de la clase I no del
tipo pediocina (carnobacteriocina A) o del tipo pediocina cuyo punto de procesamiento también
se sitda inmediatamente después de dos residuos de glicina consecutivos (Tabla V.4). De este
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A

Enterocina B - (Mo 8[VKE L|s 7K E|- - -[MK o[T]1[G G 18
Camobacteriocina A - - =IMINNIVKE LS IIREl~--IMQQ|VIT1G G 18
Sakacina A - - -|M{N N[V KEL|S M T|E|]- - -lL{Q T|I|T|G G 18
Carnobacteriocina BM1 - - -|M|K S|V K E LIN KIK E]~- - -|M[Q Q|I|N|IG G 18
Leucocina A-UAL7 MMNMKPTESYERQL|DIN S ALLIE Q[V|V|G G 24
Enterocina A - - -lvlx 8 u[®LZ{T}s I{K E]- - ~ T Q LjI{¥|iG G 18
Sakacina P - --/MEKF I[ELS LKE|---VTAITIGG 18
Mesentericina Y105 M T N|M[K S[VIE A Y 0 Q L]D|N ¢ N[T]X &[v|Vv|G G 24
CamobacteriocinaB2 = - ~|M|N S|V K B LiN ViK Bj- - -IM[EQ L HIG G 18
Pediocina PA-1 - - -MK K[ I[E KL T EIK E|- - -|MA N[TJI|G G 18
B

Enterocina P RKKLFSALIGIFLVVNFGTKVDA 27
Bacteriocina 31 (M) K[K X|- - -|L|V I {6 IJ1|GjI 6 F{TJA{L G TIN[V E A] 24

Figura 5.5. Comparacién de la secuencia aminoacidica de la secuencia lider del
tipo doble glicina de la enterocina B y la enterocina A con la de otras
bacteriocinas de la clase II (A) y del péptido seiial de la enterocina P con el de

la bacteriocina 31(B).

A la derecha del extremo C-terminal de cada secuencia se indica el nimero de aminodcidos de la molécula. Cédigo
monosflabo de los aminoécidos como en la Figura 4.8.
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alineamiento es interesante destacar que las secuencias lideres analizadas presentan un segundo
domino catiénico en su extremo N-terminal (en las posiciones -13, -14 , -16 y -17), ademds del
dominio catiénico identificado por Fremaux et al. (1993) entre las posiciones -8 y -10. De
acuerdo con las predicciones de la estructura secundaria y los estudios de dicrofsmo circular y
resonancia magnética nuclear realizados en lantibiéticos, se ha propuesto que la secuencia lider
en ambientes lipofilicos adoptarfa una conformaciénen hélice o que se desestabilizarfa por los
residuos consecutivos de glicina, origindndose entonces un giro § a este nivel, lo que facilitaria la
actuacién de las proteasas especificas correspondientes (Bycroft e al., 1991; Beck-Sickingery
Jung, 1991). Debido a la gran homologfa en la estructura de las secuencias lider del tipo doble
glicina (Fremaux et af,, 1993; Havarstein et al.,, 1994) (Figura 5.5A) es posible expresar varias
bacteriocinas en hospedadores heterélogos empleando tinicamente la maquinaria transportadora
ABC especifica de una de las bacteriocinas. En este contexto, Allison efal. (1993) expresaron
los dos componentes de 1a lactacinaF de Lb. johnsonii VPI11088 en Cb. piscicola LV17, una
cepa que produce las carnobacteriocinas A, BM1 y B2 (Ahn y Stiles, 1990b; Worobo et al.,
1994; Quadri et al., 1994; Saucier et al, 1995). Por otra parte, Eric Emond construyé
genéticamente hidridos de la prelactococcina A y la prepediocina PA-1 intercambiando las
secuencias lideres y con ellos transformé la cepa L. lactis 11403 (Venemaet al., 1996b) que
contiene en su cromosoma los genes que codifican la maquinaria necesaria para la secrecion de la
lactococcina A. Todas las bacteriocinas hibridas fueron secretadas y activas, lo que indica que el
transportador ABC de la lactococcina A también reconocid la secuencia lider de la pediocina PA-
1 y la proces6 en las moléculas correspondientes. Resultados preliminares sugieren que la
maquinaria de secrecién de la pediocina PA-1 también es capaz de reconocer y procesar algunas
de estas bacteriocinas hibridas (Venema, 1995).

La comparaci6n de la secuencia aminoacidica parcial obtenida por degradacién de Edman de
la enterocina P purificada a homogeneidad con la deducida a partir de la secuencia nucleot{dica de
su correspondiente gen estructutral puso de manifiesto que esta bacteriocina se sintetizaen forma
de un precursor de 71 aminodcidos (7.552 Da) cuyo punto de procesamiento se sitia
inmediatamente detrds de los residuos Val-Asp-Alade su extensién N-terminal (Figura 4.13;
seccidn1V.10.4). Laextension N-terminal de laenterocina P es un péptido catiénico (carga neta
a pH 7,0 de 3) y de elevadoplI (11,1), aligual que las secuencias lideres de las enterocinas B y
A. Por el contrario, la extensién N-terminal de la enterocina P (27 aminodctdos) presenta un
tamafio molecular superior (2.940 Da), un mayor caracter hidr6fobo (indice GRAVY de +8,92)
y se predice como una proteina de membrana integral con una posible hélice a transmembrana
(PTH) entre las posiciones -23 (Leu) y -7 (Phe) (TablaIV.16; secciénIV.10.5). Estaextensién
N terminal cumple la “regla del -3-1” de Von Heijne (1984) y contiene los tres dominios
caracteristicos (dominios N, H y C) (Perlman y Halvorson, 1983; Von Heijne, 1986; Izard y
Kendall, 1994) (secciéon 11.4.6) de los péptidos seiial que dirijen la secrecién de proteinas a
través de la Ruta General de Secrecién dependiente de un péptido sefial o sistema sec-
dependiente en la que intervienen los productos de los genes sec y las peptidasas dependientes de
un péptido sefial (Gierasch, 1989; Wandersman, 1992; Pugsley, 1993) (seccion [1.4.7).

Hasta la fecha, las tinicas bacteriocinas de las bacterias l4cticas descritas que se sintetizan
como precursores con un péptido sefial y que, por tanto, se procesan y secretan a través del
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sistema sec-dependiente son la acidocina B de Lb. acidophilus M46 (Leer et al., 1993), Ia
divergicina A de Cb. divergens LV13 (Worobo et al., 1995) y labacteriocina 31 de E. faecalis
Y117 (Tomita et al., 1996). La bacteriocina 31 es, al igual que la enterocina P de E. faecium P13,
una bacteriocina de la clase I1 del tipo pediocina (Tabla V.4); no obstante, la bacteriocina 31 ain
no se ha purificado a homogeneidad, por lo que el punto de procesamiento de la
preprobacteriocina se ha determinado dnicamenteen base a su caracterizacion genélicay a sus
homologias con otros péptidos sefial. Por el contrario, la acidocina B y la divergicina A ya se han
caracterizado bioquimicay genéticamente y, a diferencia de laenterocina P y la bacteriocina 31,
son bacteriocinas de laclase II no del tipo pediocina (Ten Brink etal., 1994; Van der Vossen et
al., 1994; Leer et al., 1995; Worobo er al., 1995) (Tabla V.4).

De forma general los péptidos sefial de las proteinas de procariotas y eucariotas carecen de
homologia en su estructura primaria aunque presentan caracteristicas fisico-quimicas similares
(Izard y Kendall, 1994). Sin embargo, el péptido sefial de la enterocina P (27 aminoécidos)
presenta una homologfa del 50% con €l de la bacteriocina del tipo pediocina bacteriocina 31 (24
aminodcidos) (Figura 5.5B). Asimismo, es interesante destacar que en la preproenterocinaP y en
la preprobacteriocina 31 el punto de procesamiento y los primeros aminodcidos de las
bacteriocinas maduras estdn muy conservados y presentan la secuencia Val(-3)Asp/Glu(-2)-
Asp(-1)-Ala(+1)-Thr(+2) (Tabla V.4). Ademds, la regién N-terminal o dominio N del péptido
seiial de ambas preprobacteriocinas presenta tres residuos catiénicos (principalmente lisina) y la
secuencia Lys/Arg-Lys-Lys. En el resto del péptido sefial el grado de conservacion es menor, en
lo que respecta al residuo aminoacidico concreto, si bien, la mayoria de las posiciones estdn
ocupadas por residuos aminoacfdicos de caracterfsticas ffsico-quimicas similares (hidrofobicidad,
tamafio y carga neta). Por otra parte, la homologia del péptido seiial de la enterocina P con los
correspondientes a las bacteriocinas no del tipo pediocina divergicina A (29 aminodcidos) y
acidocina B (32 aminodcidos) es de unicamente el 26 y el 22%, respectivamente.

El hecho de que laenterocina P de E. faecium P13 se procese y transporte mediante la Ruta
General de Secrecién o sistema sec-dependiente represcnta una importante ventaja para este
microorganismo ya que permite una considerable disminucién de la informacién genética
requerida para su secrecién especifica. Por otra parte, el que ¢l procesamientoy transporte de
esta bacteriocina no requiera la intervencién de un transportador ABC especifico, unido a la
ubiquidad de las peptidasas dependientes de un péptido sefial en las células bacterianas, permite
sugerir que, en principio, la enterocina P se podria expresar en cualquier bacteria. En este
contexto, es interesante destacar que la bacteriocina sec-dependiente divergicina A de C.
divergens LV13 se ha expresado en L. lactis y E. coli mediante el GSP (Worobo et al., 1995;
Van Belkum et al., 1997). Por otra parte, McCormick et al. (1996) construyeron genéticamente
moléculas hibridas de precarnobacteriocina B2 empleando esta bacteriocina sec-independiente y
el peptido seiial de la divergicina A y las expresaron en C. divergenes LV13 (Worobo et al.,
1995). La detecci6én de carnobacteriocina B2 y divergicina A en los sobrenadantes de C.
divergenes LLV13 demuestra la posibilidad de obtener mediante ingenierfa genética cepas capaces
de expresar varias bacteriocinas a través del sistema sec-dependiente. Asimismo, Van Belkum et
al. (1997) han demostrado que la secuencias lider del tipo doble glicina de la leucocina A-
UALI187 de Lc. gelidum A-UAL187 (Van Belkum y Stiles, 1995) y de la lactococcina A de L.
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lactis 1L1403 (pMB500) (Venema et al., 1989; Stodard er dl., 1992) actian como sefiales de
transporte capaces de dirigir la secrecién de la divergicina A empleando la maquinaria
transportadora ABC de ambos hospedadores.

Los resultados de las experiencias genéticas anteriores permiten hipotetizar que se podria
expresar la enterocina P de E. faecium P13 en la cepa E. faecium T136 produciora de enterocina
B y enterocina A. Para ello, se podria expresar directamente la preproenterocina P empleando el
GSP de E. faecium T136, o bien, se podria expresar una molecula hibrida que contenga la
enterocina P y la secuencia lider del tipo doble glicina de la enterocina B o de la enterocina A,
empleando el(los) transportador(es) ABC especifico(s) de las bacteriocinas de E. faecium T136.
Desde un punto de vista aplicado en la industria alimentaria, el empleo de bacterias ldcticas
modificadas genéticamente para producir varias bacteriocinas de amplio espectro y diferente
mecanismo de accién permitiria reducir las tasas de resistencias espontdneas € incrementar su
efectividad frente a microorganismoas alterantes y/o patégenos como CL. tyrobutyricum, Prop.
acidipropionici, Ls. monocytogenes, Cl. perfringens, Cl. botulinum y St. aureus.

Finalmente, las caracterfsticas bioquimicas y genéticas de la enterocina P de E. faecium P13
y de la enterocina B de E. faecium T136, asf como de otras bacteriocinas como la
carnobacteriocina A (Worobo et al., 1994), 1a bacteriocina 31 (Tomita et al., 1996) y las
lactococcinas A y B (Van Belkum et al., 1991a; 1992), sugieren la necesidad de modificar una
vez m4s la clasificacién de las bacteriocinas de la clase II de las bacterias lcticas (seccién I1.3.3),
ya que ponen de manifiesto que las bacteriocinas del tipo pediocinay no del tipo pediocina se
pueden secretar tanto mediante transportadores ABC especificos y sus proteinas accesorias
(sistema sec-independiente) como a través de la Ruta General de Secrecién (GSP) (sistema sec-
dependiente). Las bacteriocinas de 1a clase II de las bacterias ldcticas son péptidos
antimicrobianos de pequeiio tamafio molecular, termoestables, cati6nicos, hidréfobos, sin
aminoécidos modificados posttraduccionalmente y sintetizados en los ribosomas. A excepeidn de
las enterocinas L50A y L50B de E. faecium L350 (Cintas et al. 1998b), todas las bacteriocinas de
las bacterias lacticas descritas hasta la fecha se sintetizan en forma de precursores biolGgicamente
inactivos que contienen una extensién N-terminal (secuencia lider o péptido sefial). La
clasificacién que se propone en este trabajo para las bacteriocinas de la clase 1l que se sintetizan
como prepéptidos se basa en tres criterios: (i) nimero de moléculas peptidicas requeridas para
que ejerzan su actividad antimicrobiana total, (i) presencia o ausencia de la secuencia consenso
de las bacteriocinas del tipo pediocina en su extremo N-terminal y (iii) mecanismo de secrecién
responsable de su procesamiento y transporte al medio exocelular (Tabla V.5). Atendiendo a Que
la actividad antimicrobiana total sea debidaa la presencia de una dnica molécula peptidicao a la
accién combinada de dos péptidos, las bacteriocinas de 1a clase Il se clasifican en: Ila, sistemas
de un péptido y IIb, sistemas de dos péptidos. Los sistemas de un péptido incluyen la mayorfa de
las bacteriocinas de la clase II descritasy caracterizadas hasta la fechay comprenden los grupos
ITa-P, bacteriocinas del tipo pediocina, y IIa-NP, bacteriocinas no del tipo pediocina. Atendiendo
a los mecanismos de procesamiento y transporte de estas bacteriocinas estos grupos se dividen, a
su vez, en sistemas sec-dependientes y sistemas sec-independientes. En lo que respecta a los
sistemas de dos péptidos (IIb), todas las bacteriocinas descritas y caracterizadas hasta el
momento son no del tipo pediocina (IIb-NP) y se procesan y transportan mediante
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Tabla V.5. Clasificacion propuesta para ias bacteriocinas de la clase II de las

bacterias lacticas?®

GRUPO Ila. SISTEMAS DE UN PEPTIDO

IIa-P. Bacteriocinas del tipo pediocina

ITa-P-sec-independientes

Pediocina PA1 (1)
Pediocina AcH o)

Leucocina A-UALI187
Mesentericina Y105
Sakacina A @
Curvacina A
Sakacina P 3

Sakacina 674 (3
Acidocina A
Carnobacteriocina BM1
Carnobacteriocing B2
Enterocina A

[a-P-sec-dependientes

Bacteriocina 31
Enterocina P

P. acidilactici PAC-1.0
P. acidilactici Z102

P. acidilactici H

Lc. gelidum UALI187
Lc. mesenteroides Y105
Lb. sake LB706

Lb. curvatus LTHI174
Lb. sake LTH6T3

Lb. sake LB674

Lb. acidophilus TK9201
C. piscicola LV17B

C. piscicola LV1TB

E. faecium CTC492

E. faecium T136

E. faecalis PYI17
E. faecium P13

ITa-NP. Bacteriocinas no del tipo pediocina

Ha-NP-sec-independientes
Lactococcinas A y B

Carmnobacteriocina A @)

Piscicolina 61 @
Enterocina B

T1a-NP-sec-dependientes
Acidocina B
Divergicina A

L. cremoris 9B4

L. lactis WM4

L. cremoris LMG2130
C. piscicola LY17A

C. piscicola LV61
E. faecium T136
E. faecium CECT492

Lb. acidophilus M46
C. divergens LV13

GRUPO IIb. SISTEMAS DE DOS PEPTIDOS

ITb-NP. Bacteriocinas no del tipo pediocina

ITb-NP-sec-independientes

Lactococcina M (M/N)
Lactococcina G (Go/GB)
Lactacina F (Fa/Fx)
Plantaricina § (a/f)
Termofilina 13 (ThmA/B)
Plantaricinas EF y JK

L. cremoris 9B4

L. lactis LMG2081

Lb. johnsonii VPI11088
Lb. plantarum LCPO10
S. thermophilus SFi13
Lb. plantarum C11

Venema ef al. (1995)

Cintas et al. (1998a)
Bukhtiyarova ef al. (1994)
Van Belkum y Stles (1995)
Fremaux et al. (1995)
Axelsson y Holck (1995)
Tichaczek er al. (1993)
Tichaczek et al. (1994)
Huhne et. al. (1996)
Kanatani ef al, (1995)
Quadri ez al. (1995b)

Quadri et al. (1997b)
Aymerich et al. (1996)

Este trabajo; Casaus er al. (1997)

Tomita et al. (1996)
Este trabajo; Cintas et al. (1997)

Van Belkum et al. (1991a; 1992)
Stoddard et al. (1992)

Holo er al. (1991)

Worobo et al. (1994)

Holck et ai. (1994b)
Este trabajo; Casaus et al. (1997)
Este trabajo; Nilsen ef al. (998)

Leer et al. (1995)
Worobo et al. (1995)

Van Belkum et al. (1991a)
Havarstein et gl. (1993)
Fremaux y Klaenhammer (1993}
Jiménez-Diaz et al. (1995)
Marciset e al. (1997)

Diep et al. (1996)

Anderssen ef al. (1998)

3Fn esta clasificacién se han incluido solamente bacteriocinas caracterizadas genéticamente. Las bacteriocinas con el
mismo nimero entre paréntesis tienen idéntica secuencia aminoacidica.
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transportadores ABC especificos (IIb-NP-sec-independientes). En base a esta clasificacion, la
enterocinaP de E. faecium P13 y laenterocina B y enterocina A de E. faeciumT136 se incluyen
en los grupos Ila-P-sec-dependientes, IIa-NP-sec-independientes y Ila-P-sec-independientes,
respectivamente.
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PRIMERA. Los embutidos crudos curados espafioles elaborados artesanalmente sin
cultivos iniciadores constituyen una excelente fuente para ¢l aislamiento de bacterias licticas
antagonistas del crecimiento de otros microorganismos. De 768 aislamientos procedentes de 8
embutidos diferentes se obtuvieron 46 cepas con actividad antimicrobiana en medio sdlido, de las
que Gnicamente 12 secretaron compuestos antimicrobianos difusibles en medio liquido. En base
a diversas prucbas microbiolGgicas y bioquimicas y a sus patrones electroforéticos de proteinas
totales, las 12 bacterias ldcticas seleccionadas se clasificaron taxonémicamente como
Pediococcus acidilactici A172, P. acidilacticiX13, P. acidilactici P20, Lactococcus lactis subesp.
lactis G18, Enterococcus faecium P13, E. faecium T136, E. faecium P21, E. faecium-atipico
G16, E. faecium-atipico AA13, Lactobacillus sake-atipico S124, Lb. sake-atipico B18 y Lb.
plantarum AA24.

SEGUNDA. Las 12 bacterias ldcticas seleccionadas presentan caracteristicas importantes
desde un punto de vista tecnolégico e higiénico-sanitario, tales como carecer de actividad
cataldsica, no producir diéxido de carbono ni 4cido sulfhidrico, desarrollarse en presencia de un
6,5% de cloruro s6dico, a excepcién de L. lactisG18, en un amplio rango de temperaturas y a
bajos valores de pH, originar un marcado descenso del pH y poseer actividad
bacteriocinogénica. Asimismo, ninguna de las 5 cepas del género Enterococcus presenta
actividad hemolitica ni uredsica.

TERCERA. E. faecium P13 produce una bacteriocina denominada enterocina P que
destaca por su potente actividad antimicrobiana frente al microorganismo patégeno productor de
toxiinfeccciones alimentarias Listeria monocytogenes. En su espectro de accién también se
incluyen microorganismos alterantes, como Ls. innocua, Cl. sporogenes, Cl. tyrobutyricum y
Propionibacterium spp., y otras bacterias patégenas de los alimentos, como CL botulinum, CL.
perfringens, B. cereus, y St. aureus.

CUARTA. E. faecium T136 produce dos bacteriocinas denominadas enterocina B y
enterocina A que presentan actividad antimicrobiana independiente, actdan sinérgicamente y
muestran distinta especificidad en su acci6n inhibidora frente a diversos microorganismos
alterantes y patdgenos de interés en la industria alimentaria,

QUINTA. Lapurificacién de la enterocina P, enterocina B y enterocina A por precipitacién
con sulfato aménico, cromatografia de -filtraciénen geles, -intercambio catiénico, -interaccién
hidrofébica y -fase reversa (FPLC) constituye una metodologiardpida, barata, versdtil y eficaz
para la purificacién a homogeneidad de bacteriocinas heterogéneas bioquimicamente.

SEXTA. Las diferencias observadas en la produccién de enterocina P cuando E. faecium
P13 se desarroll6 en distintos medios de cultivo y a distintas temperaturas, asi como las
detectadas en la produccién de enterocina B y enterocina A cuando E. faecium T136 se desarrollé
cn un fermentador manteniendo el pH del medio de cultivo constante a diversos valores, sugieren
la existencia de mecanismos de regulacién implicados en su sintesis y excrecién al medio
exocelular,
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SEPTIMA. La enterocina P presenta interesantes caracterfsticas tecnoldgicas entre las que
se incluyen su naturaleza proteicay su pequefio tamafio molecular, su estabilidad en un amplio
rango de pHs, su marcada termorresistencia, su sensibilidad a enzimas de origen pancredticoy
gdstrico, su estabilidad durante almacenamientos prolongados en congelacién y a4, 8 y 25°C, su
resistencia a la liofilizaci6n, su acci6én bactericiday su ampliay potente actividad antimicrobiana
incluso a bajas dosis, lo que la convierteen un candidato potencial para ser empleado como
bioconservante alimentario.

OCTAVA. Lacomposicién y secuenciaaminoacidica de la enterocina P de E. faeciumP13
y de la enterocina B de E. faecium T136 revel6 que se trata de dos nuevas bacteriocinas de la
clase II, en la que se incluyen péptidos antimicrobianos de pequefio tamafio molecular,
termoestables, catiénicos, hidréfobos y que carecen de aminodcidos modificados
posttraduccionalmente. La secuencia aminoac{dica de la enterocina A producida por E. faecium
T136 la identificacon laenterocina A de E. faecium CTC492. La enterocina P y la enterocina A,
a diferencia de la enterocina B, contienen la secuenciaconsenso caracteristica de las bacteriocinas
de la clase II del tipo pediocina.

NOVENA. Las mayores homologias de la enterocina P de E. faecum P13 con otras
bacteriocinas de la clase II del tipo pediocina se establecen con la sakacina A de Lb. sake Eb706
(80,5% de identidad), carnobacteriocina BM1 de Cb. piscicola LV17B (74,5% de identidad),
leucocina A-UAL187 de Lc. gelidum A-UALI87 (48,7% de identidad) y enterocina A de E.
faecium T136 y E. faecium CTC492 (45,5% de identidad), lo que pone de manifiesto que no
existe una correlacién entre la homologia en la estructura primaria de las bacteriocinas del tipo
pediocina y las relaciones filogenéticas de las bacterias licticas productoras. La enterocina B de
E. faecium T136 presenta una identidad del 47% con la camobacteriocina A de Cb. piscicola
LV17A,lo que constituye la primera evidencia de una homologfa significativa entre bacteriocinas
de la clase II que no pertenecen al grupo del tipo pediocina.

DECIMA. La secuenciaciénde un fragmento de 995 pb del ADN de E. faecium P13 y su
posterior andlisis informdtico revel6 la presencia de tres marcos de lectura abiertos consecutivos
y de la misma polaridad que corresponden al gen estructural de laenterocina P (entP), al gen de
su hipotética proteina de inmunidad (entiP) y a un hipotético gen de funcién desconocida (orfX).
La localizacién del gen de la inmunidad inmediatamente debajo del gen estructural de la
enterocina P es una caracteristica generalizada entre las bacteriocinas de la clase II de las bacterias
ldcticas.

UNDECIMA. La enterocina P se sintetiza ribosomalmente en forma de un prepropéptido
de 71 aminodcidos que contiene una extensién N-terminal de 27 residuos aminoacidicosy un
propéptido de 44 aminodcidos y cuyo punto de procesamiento se sitida inmediatamente después
de los residuos Val-Asp-Ala de las posiciones -1 a -3 de la extensién N-terminal,

DUODECIMA. El anglisis de la extensién N-terminal de 1a enterocina P revel6 que ésta
presenta las caracteristicas de los péptidos sefial y que, por lo tanto, laenterocina P se procesay
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secreta al medio exocelular a través de la Ruta General de Secrecién (GSP) o sistema sec-
dependiente. La enterocina P es la primera bacteriocina del tipo pediocina secretada mediante la
Ruta General de Secrecion caracterizada bioquimica y genéticamente.

DECIMATERCERA. La identificacién de secuencias repetidas directas e inversas en la
regidn del promotor del gen estructural de la enterocina P constituye la primera evidenciade la
existencia de mecanismos reguladores de la transcripcién de los operones de las bacteriocinas
secretadas mediante la Ruta General de Secrecién.

DECIMACUARTA. El segundo marco de lectura abierto localizado inmediatamente
debajo del extremo 37 del gen estructural de la enterocina P codifica una hipotética proteina de
inmunidad de 88 aminodcidos, que presenta una homologia con las hipotéticas protefnas de
inmunidad de la bacteriocina 31, sakacina A y carnobacteriocina BM1 del 52, 47 y 44%,
respectivamente. El grado de homologfa entre dos bacteriocinas no estd siempre directamente
relacionado con la similitud de sus proteinas de inmunidad correspondientes; no obstante, las
proteinas de inmunidad que presentan homologia significativa corresponden siempre a
bacteriocinas similares (identidad del 40-50% o superior).

DECIMAQUINTA. Lasecuenciacién de un fragmento de 352 pb del ADN de E. faecium
T136 y su posterior andlisis informético revel la presencia de un dnico marco de lectura abierto
correspondiente al gen estructural de la enterocina B (entB), seguido de un hipotético terminador
rho-independiente de la transcripcién. La ausencia del gen de la inmunidad inmediatamente
debajo del gen estructural de la bacteriocina se ha descrito también para la carnobacteriocina A y
sugiere que la organizacion genética de estos operones es diferente a la del resto de bacteriocinas
de la clase II.

DECIMASEXTA. La enterocina B se sintetiza ribosomalmente en forma de un
prepropéptido de 71 aminodcidos que contiene una extensién N-terminal de 18 residuos
aminoacfdicos y un propéptido de 53 aminodcidosy cuyo punto de procesamiento se sitia
inmediatamente después de los dos residuos de glicina consecutivos de las posiciones -1 y -2 de
la extensién N-terminal.

DECIMASEPTIMA. El andlisis de la extensién N-terminal de 1a enterocina B revel6 que
ésta presenta las caracteristicas de las secuencias lider del tipo doble glicina que contienen las

bacteriocinas que se procesan y secretan mediante una ruta de secrecién independiente de un
péptido sefial o sistema sec-independiente, en la que intervienen transportadores ABC especificos
y sus proteinas accesorias.
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