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Introduccién

I.1. LAS BACTERIAS LACTICAS COMO CONSERVANTES DE LOS
ALIMENTOS

Los procesos fermentativos constituyen uno de los métodos de conservacién de
alimentos m4s antiguos que se¢ conocen (McKay y Baldwin, 1990). Inicialmente el
proceso se desarrollé empiricamente, al observar que ciertos alimentos durante su
almacenamiento sufrian modificaciones que daban lugar a nuevos pmﬁuctos comestibles,
saludables y con diferentes caracteristicas organolépticas. Fue a finales del siglo XIX
cuando, a raiz de las investigaciones de Pasteur (1877), se descubrié que la propiedad de
modificar las caracterfsticas organolépticas de los alimentos y de prolongar su vida util era
debida a agentes microbianos. Poco después Metchnikoff (1907) anticipé el concepto de
"probidtico” cuando sugirié que el consumo de leche fermentada con lactobacilos podia
prolongar la vida de las personas al desplazar éstos a otros microorganismos productores
de "toxinas", presentes habitualmente en el tracto intestinal. Rogers (1928) identific6 una
sustancia de naturaleza peptidica (nisina), producida por Lactococcus lactis, que inhibia a
otros microorganismos Gram-positivos, tanto patégenos como alterantes. Debido a que
esta cepa productora de nisina era utilizada como cultivo iniciador en la obtencién de
derivados ldcteos, se plante6 la posibilidad de utilizar su efecto antimicrobianc en la
conservacién de los alimentos.

En Europa, las bacterias y las levaduras se emplean mds que los mohos en la
fermentacién de los alimentos (Buckenhiiskes, 1993). De entre las bacterias, las
denominadas bacterias ldcticas son las mds importantes, puesto que contribuyen a la
conservacién de una gran variedad de alimentos, entre los que destacan los productos
licteos, carnes, vegetales, cereales y frutas. Actualmente, se aiiaden cultivos de
microorganismos especificos (cultivos iniciadores) a la materia prima de forma
intencionada y bajo condiciones controladas, con el fin de estandarizar las caracteristicas
organolépticas y sanitarias del producto final (Smith y Palumbo, 1981). Estos cultivos
iniciadores suelen ser de bacterias lacticas. Actualmente se estima que el 25% de la dieta
europea y el 60% de la de otros paises desarrollados, se basa en el consumo de productos
fermentados (Holzapfel, 1995).

Si bien las bacterias licticas poseen un origen vegetal, la manipulacién de los
alimentos con précticas como la del ordefio manual de los animales, favorecié el acceso de
estos microorganismos a nuevos nichos ecolégicos, como la leche, donde prevalecen
frente a otros microorganismos gracias a sus caracteristicas fisiolégicas especiales
(Vandenbergh, 1993); por un lado, los alimentos proporcionan los requerimientos

nutricionales que estos microorganimos necesitan para su desarrollo y, por otro, las
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bacterias licticas compiten eficientemente con otras posibles contaminaciones gracias a su
efecto antimicrobiano.

La degradacién de los aziicares a 4cidos orgdnicos (ldctico, acético, etc.) con la
consiguiente reduccién del pH y el consumo de nutrientes, son los principales factores
que determinan su actividad antimicrobiana. Ademds, otros compuestos como metabolitos
del oxigeno (peréxido de hidrégeno y radicales libres), CO3, compuestos arométicos
(diacetilo y acetaldehfdo), derivados deshidratados del glicerol (reuterina), benzoato, D-
isémeros de aminodcidos, enzimas bacterioliticos, bacteriocinas, antibifticos y otras
sustancias poco definidas, contribuyen a potenciar dicha actividad (Piard y Desmazeaud,
1991, 1992).

En los ltimos afios, la nueva demanda de productos de calidad, nutricionalmente
sanos, menos procesados y mas namrales (libres de conservantes artificiales) (Gould,
1992), ha potenciado el desarrollo de productos mfnimamente procesados y conservados
por ¢l frio (Mossel y Struijk, 1991). En este sentido, la refrigeracién y el empleo de
atmoésferas modificadas estdn constituyendo métodos cada vez mds utilizados de
conservacion de los alimentos, con un efecto significativo en la microflora del producto,
favoreciendo el desarrollo de bacterias ldcticas frente al de otros microorganismos no
deseados.

Por estos motivos, la conservacién de los alimentos por el efecto antagonista
microbiano (antibiosis) estd adquiriendo una considerable importancia en comparacién
con la conservacién quimica. Actualmentg, el término "biopreservacion” se define como la
protongacion de la vida ttil de los alimentos y la mejora de su salubridad mediante el
empleo de una microflora determinada y/o los productos antimicrobianos producidos por
ella. La metodologia consistirfa en (1), afiadir cultivos microbianos que crecen
rdpidamente y/o producen sustancias antagonistas (2), afiadir directamente las sustancias
antagonistas (3), afiadir el producto concentrado de la fermentacién de un organismo
antagonista o (4), afladir bacterias lacticas mesdfilas protectoras ante fallos duranie la
refrigeracién (Stiles, 1996).

Es evidente e} papel primordial de las bacterias ldcticas durante la biopreservacion,
no ya sdlo de los productos fermentados, sino también de otro tipo de productos, como
la carme envasada en atmdsferas modificadas. En este ultimo caso, deberian utilizarse
aquellas que produjesen una acidificacién leve, de modo que no alterasen las
caracteristicas organolépticas del producto final; sin embargo, diversos estudios indican
que se requieren indculos con un gran ndmero de microorganismos para evitar el
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desarrollo de determinados patégenos (Reddy 1970, 1975), lo que supondrfa una
alteracion del aspecto y la textura del alimento. Este problema podria solucionarse si se
afiadieran directamente las bacteriocinas purificadas o los cultivos inactivados, aunque en
este caso deberian combinarse con algin otro “efecto barrera”, que evitase el desarrollo de
patégenos resistentes a las bacteriocinas empleadas (Abee, 1995).

Ademds de su actividad antimicrobiana, otras caracteristicas favorecen el empleo de
las bacterias l4cticas en los alimentos, como son el de impartir carateristicas organolépticas
deseables en los productos fermentados, incrementar el valor nutritivo de los mismos y
tener efectos beneficiosos en la salud del consumidor (Smith y Palumbo, 1981). A este
dltimo respecto, cabe destacar que las bacterias l4cticas mejoran la digestibilidad de la
lactosa, contribuyen a regular el transito intestinal, colaboran en el restablecimiento de
infecciones  gastrointestinales y urogenitales y parecen tener una actividad
hipocolesterolémica y un efecto inmunoestimulante (Marteau y Rambaud, 1993).

1.1.1. Definicion
Las bacteriocinas se definen como un grupo heterogéneo de compuestos
antibacterianos de naturaleza proteica que varfan en su espectro de actividad, modo de

accién, peso molecular, determinantes genéticos y caracteristicas bioquimicas
(Klaenhammer, 1988).

Gratia (1925), describié por primera vez uno de estos compuestos en Escherichia
coli, al observar que la cepa V (virulenta) producia en medio liquido una sustancia
dializable y estable al calor (posteriormente denominada colicina V) que inhibfa a otras
cepas de E. coli . Posteriormente, Jacob (1953) definié el #érmino "bacteriocina” y le
atribuy6 las caracteristicas de (1) naturaleza proteica, (2) accién bacterictda restringida a
especies filogenéticamente préximas, (3) modo de accién a través de receptores celulares
especificos, (4) codificacién en pldsmidos y (5) biosintesis asociada a la muerte de las
células productoras. Mds tarde se descubrié que muchas bacterias Gram-positivas
producian sustancias con caracteristicas antimicrobianas, las cuales adquirieron una mayor
relevancia que las colicinas, por su aplicacién préctica potencial en la conservacién de los
alimentos y en la prevencién o tratamiento de algunas infecciones microbianas (Tagg,
1976). Sin embargo, estos compuestos diferfan en gran medida a las caracteristicas
previamente definidas por Jacob, siendo su naturaleza proteica y su modo de accién
bactericida las unicas cualidades comunes con los compuestos producidos por las
bacterias Gram-negativas (Tagg, 1976). Por este motivo, el concepto de bacteriocina se
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ha redefinido varias veces y asi Koninsky (1982), las defini6 como agentes
antimicrobianos de naturaleza peptidica cuya sintesis no es letal para la célula productora y
Stiles (1991), como sustancias cuyas dnicas caracteristicas comunes son su cardcter
proteico y su actividad antimicrobiana. Otros investigadores han preferido utilizar el
término Bacteriocin Like Inhibitory Substances (BLIS) (sustancias inhibidoras similares a
las bacteriocinas) para aquellos compuestos que no cumplen con la definicién inicial de
Jacob (Tagg, 1991).

Dentro de las bacterias Gram-positivas, la produccién de bacteriocinas por las
bacterias l4cticas estd muy extendida, habiéndose descrito en microorganismos de todos
los géneros de este grupo. La nisina fue la primera bacteriocina identificada producida por
una bacteria lactica (Rogers, 1928) y hasta ahora se han descrito 89 nuevas bacteriocinas
producidas por este grupo (De Vuyst y Vandamme, 1994), si bien este nimero aumenta
cada aflo por la intensa actividad investigadora que se estd desarrollando en este campo.
Hay que indicar que muchas de las bacteriocinas descritas como "nuevas”, no s¢ han
sometido todavia a una caracterizacién bioquimica y genética rigurosa.

1.1.2. Caracteristicas generales de las bacteriocinas producidas por las
bacterias lacticas.

1.1.2.1. Caracleristicas bioqufmicas

Por definicidn, todas las bacteriocinas constan de un componente peptidico esencial
para ejercer su funcién, por lo que es légico que todas sean inactivadas por proteasas,
entre ellas las digestivas. Esta sensibilidad a los enzimas proteoliticos, es interesante
desde el punto de vista alimentario, ya que supone que su ingestién resultard inocua para
el consumidor y no alterard la microbiota intestinal normal. Ademds, algunas bacteriocinas
son sensibles a otros enzimas no proteoliticos, como es el caso de las lactostrepcinas,
sensibles a lipasas y fosfolipasas (Dobrzanski, 1982), la plantaricina B, que se inactiva
por una lipasa y por la alfa-amilasa (West y Warner, 1988) y la plantaricina S, sensible a
enzimas glicoliticos, lipoliticos y fosfolipoliticos (Jiménez-Diaz, 1993). Este hecho
sugiere la presencia en algunas bacteriocinas de un componente no proteico, esencial en
su actividad antimicrobiana.

La tolerancia al calor es generalmente alta, pudiendo resistir tratamientos
equivalentes al de pasteurizacidn, aunque en algunos casos, como la diplococcina (Davey
y Richardson, 1981) o la lactacina B (Barefoot y Klaenhammer, 1984), su resistencia se
reduce significativamente tras su purificacién. Esta termorresistencia sugiere una
organizacién molecular carente de estructura terciaria (Piard y Desmazeaud, 1992),
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existiendo algunas excepciones como en la helveticina J cuya estabilidad térmica es mds
baja, debido a una estructura proteica mds compleja (Joerger y Klaenhammer 1986).

La adaptacién a las condiciones medioambientales debidas a la bacteria productora,
justifican su tolerancia a un pH neutro y 4cido. Incluso en algunos casos, como en la
nisina, su actividad antimicrobiana aumenta a un pH por debajo de la neutralidad y la
termoestabilidad es mayor a pH 4cido. Por otra parte, la mayorfa de las bacteriocinas son
estables durante su almacenamiento a temperaturas de -20°C o inferiores.

Estas propiedades fisico-quimicas hacen ideal el empleo de las bacteriocinas en la
industria alimentaria, puesto que podrian resistir los tratamientos 1€rmicos y 10s cambios
de pH que sufren muchos alimentos durante su fabricacién y almacenamiento y, ademds,
su pequefio tamafio podria favorecer su difusidén homogénea dentro de ellos (Piard y
Desmazeaud, 1992).

El caricter hidréfobo es otra de las caracteristicas de las bacteriocinas producidas
por las bacterias ldcticas. Este es el resultado de la alta proporcién de glicinas y de la
presencia de enlaces tioéter en ¢l caso de los lantibi6ticos. La hidrofobicidad es una
propiedad caracteristica de las proteinas que interaccionan cont membranas (von Heijne,
1988), 1o que corrobora el modo de accién descrito para estas sustancias (como se
describird mds adelante).

1.1.2.2. Composicidn v estructura

El andlisis comparativo de la composicién y estructura de las bacteriocinas
producidas por las bacterias l4cticas, muestra una amplia heterogeneidad quimica entre
estas sustancias. La mayoria son péptidos o proteinas que pueden contener aminoécidos
modificados y, a veces, un componente lipidico o glucidico (Piard y Desmazeaud, 1992).
Algunas de ellas son glucoproteinas, como la lactocina 27 o la camocina LA44A o
lipoprotefnas como la dextranicina 24 y la mesenterocina 52, mientras que en otros casos
se trata de complejos glucolipoproteicos, como 1a fermenticina y la plantaricina S, si bien
en algunos casos estas observaciones podrian ser debidas a purificaciones no totalmente
homogéneas (Muriana y Klaenhammer 1991). La composicién aminoacidica y la
estructura, son dos de los factores considerados en la clasificacién de las bacteriocinas.

1.1.2.3. Especiro de accién

A diferencia de las colicinas, de actividad limitada a otras bacterias filogenéticamente
proximas, el espectro de accién de las bacteriocinas producidas por las bacterias licticas,
es muy diverso: mientras algunas afectan s6lo a cepas préximas (como es el caso de la
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lactococina A), otras en cambio tienen un espectro de accién mucho més amplio (como la
nisina). Ambos tipos de bacteriocinas son interesantes tecnolégicamente, pues las
primeras podrian utilizarse para favorecer el crecimiento de una determinada cepa en
competicién con la flora natural (por ejemplo para fermentaciones naturales donde no se
emplean cultivos iniciadores, como es el caso de las aceitunas) y también en aquellos
alimentos donde no se desea el desarrotlo de bacterias l4cticas (como en algunas bebidas
alcohoélicas y derivados cdrnicos). Por su parte, las segundas son interesantes por su
capacidad de inhibir el desarrollo de una flora patdgena y alterante (Piard y Desmazeaud,
1992), y no sélo la de microorganismos que comparten nichos ecolégicos similares,

Respecto a su actividad antimicrobiana, conviene hacer una seri¢ de consideraciones
generales (Jack, 1995):

(1). Dentro de la misma especie, algunas cepas pueden ser sensibles y otras
resistentes a una bacteriocina determinada.

(2). Una cepa sensible a una bacteriocina puede tener algunas células resistentes a
ella.

(3). Una cepa puede ser sensible a una bacteriocina y resistente a otra similar.

(4). Las cepas productoras de bacteriocinas pueden ser sensibles a otras
bacteriocinas.

(5). En una cepa cuyas células son sensibles a una bacteriocina, aunque sus esporos
sean resistentes, €stos se vuelven sensibles tras la germinacién.

(6). En condiciones normales, las bacterias Gram-negativas no son sensibles a las
bacteriocinas producidas por las Gram-positivas.

Esta dltima observacién se explica al analizar y comparar la composicién de la pared
celular de las bacterias Gram-positivas y negativas, en ambos casos la membrana
citoplasmdtica se rodea de una ldmina de peptidoglicano, pero en las Gram-negativas, esta
es significativamente mds fina. Estas bacterias tienen una capa exterior adicional
compuesta de fosfolipidos, proteinas y lipopolisacdridos, que es impermeable a la
mayoria de las moléculas, sin embargo la presencia de poros permite la difusién de
moléculas de tamafio inferior a los 600 Daitons (figura 1.1.). Las bacteriocinas mds
pequefias producidas por las bacterias l4cticas son de unos 3.000 Daltons, demasiado
grandes para atravesar esta pared y alcanzar su diana, la membrana citoplasmdtica (Abee,
1995). Sin embargo, Stevens (1991) y Ray (1993) han demostrado que Salmonella spp.
y otras bacterias Gram-negativas se vuelven sensibles a la nisina tras tratamientos que
afectan a la permeabilidad de su pared celular.
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pared celular membrana exterior

poro

v LPS

- GRAM-POSITIVA GRAM-NEGATIVA

Figura 1.1. Representacion esquemitica de la cubierta celular de las bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas. LPS, lipopolisacaridos.
Fuente: T. Abee (1995).

1.1.2.4. Produccion, biosiniesis v secrecifn

La biosintesis de las bacteriocinas ocurre durante o al final de la fase exponencial de
crecimiento (Piard y Desmazeaud, 1992), aunque en algunos casos, como en el de la
nisina (Hurst, 1981) o la pediocina PA1 (Pucci et al., 1981, Biswas et al., 1991) se
sintetizan también en grandes cantidades una vez iniciada la fase estacionaria. La cinética
de produccién correponde a la de un metabolito primario, asociado al crecimiento celular
y, por lo tanto, su produccion estd condicionada al incremento de biomasa.

A diferencia de los antibiéticos peptidicos como la bacitracina ¢ la gramicidina, que
se sintetizan por medio de reacciones enziméticas complejas, las bacteriocinas de las
Gram-positivas se sintetizan ribosomalmente como precursores (prepéptidos), a partir del
gen estructural. Estos precursores no son biolégicamente activos y contienen un dominio
carboxilo-terminal (propéptido) y una secuencia lider en el extremo amino-terminat que se
separan durante la maduracién. En el caso de los lantibiéticos, antes de producirse la

separacién del lider, se suceden una serie de modificaciones post-traduccionales.

Aungue la funcién del lider no estd totalmente definida, posiblemente incluye la
estabilizacién del prepéptido durante la traduccién, el mantenimiento de la molécula
biolégicamente inactiva frente a la membrana, mantener la conformacién especifica del
propéptido durante el procesado y ayudar en el transporte de los prepéptidos por sistemas
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especificos (De Vuyst y Vandamme, 1994, Hoover y Steenson, 1993, Ray y Daeschel,
1992).

Generalmente, una vez sintetizadas, las bacteriocinas se liberan al exterior de la
célula, aunque una parte puede retenerse dentro de ella (Kozak ez al., 1978, Rammelsberg
et al., 1990). La secrecion de las bacteriocinas a través de la membrana citoplasmatica se
produce normalmente por la actividad de transportadores especificos del tipo ABC
(Stoddard et al., 1992, Marugg er al.,, 1992, Fremeux er al., 1993). Estos complejos
proteicos constan de un dominio de unién al ATP en el extremo carboxilo, donde se
genera la energfa necesaria para el transporte mediante la hidr6lisis del ATP y de una
regién hidrofébica, integrada en la membrana en el extremo amino, que reconoce y
transporta ¢l sustrato (Fath y Kolter, 1993).

Puesto que la produccién de bacieriocinas se encuentra relacionada a la de biomasa,
su produccién se optimiza suplementando el medio de cultivo con factores limitantes del
crecimiento microbiano como aziicares, vitaminas o fuentes de nitrégeno (Hurst, 1981),
controlando el pH del medio o eligiendo el medio de cultivo m4s adecuado (de Vuyst y
Vandame, 1994). Asi, por ejemplo, los niveles maximos de pediocina AcH/PA-1 se
obtienen cuando el pH final del cultivo se ajusta a 3.6, no detectdndose actividad
antimicrobiana con valores de pH de 5.5 o superiores, a pesar de que la biomasa formada
es mayor (Biswas et al., 1991).

1.1.2.5. Modo de accién

Para poder ejercer su accidn, las bacteriocinas deben, en primer lugar, unirse a la
célula diana. Tanto los lantibi6ticos como los no lantibidticos se adsorben a la superficie
celular de las bacterias Gram-positivas, independientemente de que sean productoras de
bacteriocinas, no productoras, resistentes a ellas o sensibles. La adsorcién parece ser
dependiente del pH, con un méximo a pH 6 y un minimo por debajo de 2 (Yang et al,
1992). Estas observaciones corroboran la hipétesis de que la uni6én inicial sucede por
atraccién idnica entre la molécula de bacteriocina y la superficie celular (Mortvedt-
Abildgaard et al., 1995). Se sospecha que los componentes moleculares de la superficie
celular a los que se unen las bacteriocinas incluyen los dcidos teicoico y lipoteicoico
(Bhunia er al., 1991; Bierbaum y Sahl, 1991; Jack er al., 1994). Estos componentes,
ademds, no existen en la pared de las bacterias Gram-negativas.

El mecanismo por el que la bacieriocina pasa a través de la pared celular hasta la

membrana plasmadtica no se conoce con exactitud. Se ha sugerido que las alteraciones en
la carga neta, provocadas por ¢l cambio del pH, podrian facilitar el transporte de las
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moléculas de bacteriocina a través de la pared celular (Ray y Daeschel, 1992; Ray et al,
1993).

En el caso de la nisina y otros lantibidticos, la unién a la c€lula diana parece ser
inespecifica, como lo demuestra el hecho de que sean también activas sobre liposomas
(Kordel er al. 1989) y requiere un gradiente energético en la pared celular {(Garcfa-Garcera
et al. ,1993; Driesen et al., 1995). En los no lantibi6ticos, como la pediocina PA-1 o la
lactococina A, se ha determinado que la uni6n se realiza a través de receptores especificos,
puesio que no actiian sobre liposomas de células sensibles (van Belkum er af, 1991) y el
tratamiento con proteasa K hace que las membranas se vuelvan insensibles a las
bacteriocinas, probablemente por digestién de los receptores. Esta unién, ademds, no
parece ser voitaje-dependiente (Venema et al., 1994).

En cualquier caso, una vez unida a la célula, el 6rgano diana parece ser 1a membrana
plasmatica de las células vegetativas sensibles, donde la bacteriocina provoca la formacién
de canales o poros, alterando su pemeabilidad selectiva. A diferencia del modo de accién
de los detergentes, esto sucede sin que se pierda la integridad de la membrana,
conduciendo a la consiguiente pérdida de iones, aminodcidos y del ATP intracelular (Jung
and Sahl, 1991; Upreti and Hindsdill, 1975; Sahl and Brandis, 1983; Zajdel er al . 1985;
Bhunia et al, 1991; Abee et al, 1995). La pérdida del ATP y de los iones Kt y, por lo
tanto de la fuerza protén motriz, conduce a la reduccién y/o disipacién del potencial de
membrana y al agotamiento de las reservas energéticas. Estos fenémenos determinan el
descenso de la sintesis de macromoléculas (ADN, ARN y protefnas) y la imposibilidad de
mantener el transporte activo de nutrientes, provocando el cese del crecimiento bacteriano
y, finalmente, la muerte celular (Koninsky, 1982).

Las cepas productoras de bacteriocinas parecen disponer de un gen de la inmunidad
que codifica la sintesis de proteinas de inmunidad. Estas evitarian la accién antimicrobiana
por un mecanismo todavia desconocido, que podria ser protegiendo al receptor,
compitiendo con la bacteriocina 0 bloqueando los poros (Nissen-Meyer er al., 1993;
Venema et al, 1993).

Algunas bacteriocinas, como la Pep5 y nisina activan, ademds, ciertas enzimas que
inducen la autolisis celular. Este proceso parece estar intimamente relacionado con su
naturaleza catidnica, de forma que podria tratarse de un proceso de intercambio i6nico
(Bierbaum y Sahl, 1991). En general, la lisis celular resulta también favorecida por un
efecto osmético, donde los componentes de alto peso molecular no pueden salir por los
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poros creados y ocasionan un flujo osmético de agua hacia el interior, aumentando la
presion y favoreciendo, por consiguente, la lisis celular (Bierbaum y Sahl, 1991).

El efecto sobre las células sensibles suele ser bactericida, con lisis celular
(Andersson et al., 1988, Pucci et al., 1988; Bhunia er al., 1991) o sin ella (Kozak et al.,
1976, Davey, 1981; Barefoot y Klaenhammer, 1983, Piard et al., 1990) aunque existen
excepciones, como es ¢l caso de la lactocina 27, que parece ser bacteriostitica (Upreti y
Hinsdill, 1975). Asimismo, la acci6én es rdpida y el descenso de la poblacién viable se
produce a los pocos minutos del contacto con la célula (Barefoot y Kaenhammer, 1983;
Zajdel er al., 1985; Piard ez al., 1990). El efecto letal es mayor sobre las células en
crecimiento exponencial, que en las de fase estacionaria (Davey, 1981; Zajdel er al.,
1985).

1.1.2.6.

La producci6n de bacteriocinas se asocia, frecuentemente, con elementos genéticos
mdviles tales como pldsmidos o transposones, que pueden facilitar su transferencia entre
diversos géneros, especies o cepas. Los genes estructurales de la mayoria de las
bacteriocinas no lantibidticos se localizan en pldsmidos, aunque algunos estdn codificados
en el cromosoma, como es el caso de la plantaricina A (Dzung et al., 1993) o la sakacina
674 (Holck et al., 1994). En la nisina, el gen estructural se localiza en un transposén
conjugativo (Horn er al., 1991; Raugh et al., 1994), mientras en otros lantibidticos se
encuentran en pldsmidos. Los pldsmidos implicados varfan en tamafio, desde las 6 Kb del
que codifica la pediocina SJ-1 (Schved er al., 1993), hasta los 131 Kb de la lactococina A
(Stoddard et al., 1992). El gen estructural se acompaiia de otros adyacentes que participan
en la regulacién, procesado, transporte e inmunidad, organizados generalmente en
operones.

En algunos casos, un pldsmido puede portar los determinantes genéticos de varias
bacteriocinas, como el de las lactococinas A, B y M (van Belkum et al., 1991, 1992). Por
otro lado, diferentes pidsmidos presentes en cepas o subespecies distintas, pueden
codificar Ia misma bacteriocina; asf por ejemplo, la lactococina A se ha localizado en tres
pldsmidos distintos en dos subespecies de Lactococcus lactis (Holo et al., 1991; Stoddard
et al. ,1992, van Belkum et al., 1991, 1992). Finalmente, una misma cepa, puede portar
varios pldsmidos que codifican diversas bacteriocinas (Quadri er al., 1994).

12
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1.1.3 Clasificacion de las bacteriocinas

Segin la clasificacién de Klaenhammer (1993), se distinguen cuatro clases de
bacteriocinas, atendiendo a su tamafio molecular, propiedades fisico-quimicas, presencia
de aminodcidos modificados y modo de accidn. Estas son:

Grupo I: lantibiéticos: son péptidos antimicrobianos de pequefio tamario (menor de
5 KDa), termoestables y con aminodcidos modificados, de los que los méds comunes son
los deshidroaminodcidos como la deshidroalanina (DHA) y la deshidrobutirina (DHB),
originados post-traduccionalmente por deshidratacion de la serina y la treonina,
respectivamente. Por condensacién de éstos con el grupo sulfhidrilo de las cisteinas
presentes en la molécula, se forman los enlaces tioéter Ala-S-Ala, o dcido aminobutirico-
S-Ala, originando los aminoécidos lantionina y B-metil-lantionina, respectivamente (Jung,
1991; Jung y Sahl, 1991). A su vez, seguin la estructura del anillo formado, se consideran
dos subgrupos (Jung, 1991):

- subgrupo Ia: moléculas anfipdticas de estructura terciania tipo sacacorchos y con
pesos moleculares por encima de los 2100 Da. Poseen de 2 a 7 cargas positivas y el
ejemplo mds caracteristico es la nisina A, producida por Lactococcus lactis. Otras son la
nisina Z, producida también por cepas de L lactis (Mulders et al., 1991), 1a lacticina 481,
producida por L. lactis (Piard et al., 1993), la lactocina S, producida por Lactobacillus
sake L45 (Mortvedt y Nes, 1990), la plantaricina C, de Lactobacillus plantarum
(Gonzdlez et al., 1994) y la carnocina U149, de Carnobacteriun piscicola U149 (Stoffels er
al., 1992).

- subgrupo Ib: moléculas globulares con pesos moleculares de 1956 a 2041 Da, sin
carga o con carga neta negativa. Hasta ahora no se han identificado lantibiéticos del tipo B
dentro de las bacterias lacticas, siendo producidas por los géneros Streptomyces spp. y
Streptoverticillium spp. y son, fundamentalmente, las duramicinas A, B y C, la
cinamicina y la ancovenina.

Grupo II: son péptidos pequefios (menos de 10 KDa), termoestables y sin
aminodcidos modificados en su estructura primaria. Se dividen en funcién de su
¢structura primaria, espectro de inhibicién y nimero de péptidos componentes en:

- subgrupo Ila: péptidos activos frente a Listeria spp., con la secuencia consenso

amino-terminal: Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys-. Algunos ejemplos son la pediocina PA-
1 (0 AcH) de Pediococcus acidilactici (Nieto-Lozano ez al., 1992), las sakacinas Ay P de
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Lactobacillus sake (Holck et al., 1992; Tichaczek et al., 1992) y las carnobacteriocinas
BM1 y B2 de Carnobacterium piscicola (Quadri et al., 1994),

- subgrupo IIb: son complejos que requieren la accién complementaria de dos
péptidos distintos para ejercer su accién, como es el caso de las lactococina M y G (van
Belkum er al., 1991; Nissen-Meyer et al., 1992) de Lactococcus lactis, o la plantaricina S
de Lactobacillus plantarum (Jiménez-Dfaz et al., 1993).

- subgrupo H¢: péptidos cuya actividad biol6gica depende del estado reducido de un
residuo de cisteina, al igual que sucede en ciertas toxinas tiol-activadas (Boulnois et al.,
1991). De este grupo, hasta ahora sélo se ha descrito la lactococina B de Lactococcus
lactis (Venema et al., 1993).

Grupo III: Proteinas de mis de 30 KDa, termoldbiles, con aminodcidos no
modificados. Es el caso de la helveticina J (Joerger y Klaenhammer, 1986), la
acidofilucina A (Toba et al., 1991) o las lacticinas A y B (Toba et al., 1991b), todas ellas
producidas por especies de Lactobacillus spp.

Grupo 1IV: Bacteriocinas que requieren para su actividad grupos no proteicos
(lipidico o glucidico), como la leucocina S de Leuconostoc paramesenteroides (Lewus et
al., 1992) y la lactostrepcinas de Lactococcus lactis (Kozak et al., 1978).

1.1.4. Lantibioticos

Como se ha descrito previamente, los lantibiGticos son péptidos activos de origen
bacieriano que contienen aminodcidos modificados. Se producen por sintesis ribosomat
de un precursor inactivo (prelantibiftico), que se modifica enzimdticamente a
continuacién, para dar lugar al péptido activo. El prelantibiftico presenta una secuencia
lider en su extremo N-terminal, seguida de una regién (prolantibiético) que contiene los
aminoicidos sin modificar. Los aminodcidos que sufren las modificaciones enziméticas
postraduccionales son, fundamentalmente, serina, treonina y cistefna: por deshidratacién,
la serina y la treonina dan lugar a la deshidroalanina (DHA) y a la deshidrobutirina
(DHB), respectivamente y la condensacién de éstos deshidroaminodcidos con la cisteina
origina los puentes disulfuro que configuran los anillos de lantionina y -metil-lantionina,
(figura 1.2.). Finalmente, el lantibi6tico maduro se separa de su secuencia lider por medio
de una proteasa. Los lantibiéticos maduros contienen con frecuencia residuos de DHA y/o
DHB, ademds de 3 a 5 anillos de lantionina o [-metil-lantionina y algunos, ademds,
poseen otros aminodcidos inusvales derivados de la lisina (por ej. lisinoalanina) o del
dcido aspdrtico (4cido hidroxiaspértico) o como resultado de la descarboxilacién oxidativa
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de la lantionina (S-aminovinil-cistefna). Es de destacar que todas las cisteinas de la
molécula se encuentran siempre formando parte de uniones tioéter con la deshidroalanina
0 la deshidrobutirina.

Los lantibidticos se producen dnicamente por bacterias Gram-positivas,
fundamentalmente de los géneros Lactococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus,
Lactobacillus, Carnobacterium, Actinoplanes y Streptomyces.

A su vez, seglin su estructura, los lantibidticos se clasifican en dos tipos (Jung,
1991):

Los lantibidticos del tipo A tienen como modelo representativo a la nisina A,
de Lactococcus lactis. Pertenecen también a este grupo las bacteriocinas nisina Z,
subtilina, Pep5, epidermina y gallidermina y los recientemente descubiertos estreptococina
A-FF22, lacticina 481, salivaricina A, epilancina K7, lactocina S y camocina UI49.
Todos son polipéptidos anfipdticos catiénicos, con 2 a 7 cargas positivas y pesos
moleculares por encima de los 2.100 Da y moléculas lineales con estructura terciaria de
tipo sacacorchos. A pesar de tener una longitud variable, todos ellos guardan cierta
homologia en cuanto a su secuencia y/o estructura. La configuracién de los aminoécidos
que forman los anillos tioéter, es siempre D en el extremo N-terminal y L en el C-
terminal.

La nisina (figura 1.3.) estd producida por diversas cepas de Lactococcus lactis
subspp. lactis. Se identific6 por Rogers en 1928 y desde 1951 juega un papel importante
en la conservacion de los alimentos, empledndose en gran variedad de productos (Hurst,
1981, Delves-Broughton et al., 1996).

La subtilina estd producida por cepas de Bacillus subtilis (Feeney, 1948) y tiene
una estructura similar a la de la nisina (figura 13.); presenta el mismo armazén
pentaciclico, pero con algunas diferencias en la secuencia de aminoécidos, incluyendo una
deleccion de dos residuos cerca el extremo carboxi-terminal (Gross y Kiltz, 1973). Su

empleo es similar a la de la nisina.

La epidermina, producida por Staphylococcus epidermidis (Allgaier et al., 1985) y
la gallidermina, por Staphylococcus gallinarum, (Kellner et al., 1988) tienen también una
estructura muy similar a la de la nisina y la subtilina (figura I.3.), fundamentalmente en
los dos primeros anillos tioéter. Ademds presentan un residuo de lantionina modificado en
el extremo carboxilo-terminal por oxidacién y descarboxilacién, dando lugar a la S-

16



Introduccion

aminovinil-cisteina (Kupke et al, 1992). Su interés radica en su capacidad de inhibir
microorganismos causantes de alteraciones de la piel, concretamente Propionibacterium
acnes, por lo que podrian utilizarse en el tratamiento del acné, impétigo, foliculitis y
eczemas.

Staphylococcus epidermidis produce el lantibiético Pep5 (Sah! y Brandis, 1981),
cuya estructura de los anillos difiere de la de los lantibiéticos anteriores (figura 1.3.). Es
una molécula particularmente bésica, con seis residuos de lisina y dos de arginina, con
tendencia a formar dimeros y su interés también radica en su utilidad en la conservacién
de alimentos.

La epilancina K7 estd producida por Staphylococcus epidermidis y posee también
actividad bactericida (Van de Kamp et al., 1994). Carmobacteriun piscicola UI49 (aislado
del pescado) produce la carnocina UI48 (Stoffels et al., 1992), que es el lantibidtico de
mayor tamafio de los descritos hasta la fecha. La lacticina 481, también conocida como
lactococina DR, estd producida por cepas de Lactococcus lactis (Piard et al., 1993). La
estreptococina A-FF22, se aisld0 de un enfermo en un hospital de enfermedades
infecciosas en Melbourne, se denominé previamente estreptococina A y estd producida
por la cepa de Streptococcus pyogenes FF22 (Tagg et al., 1971).

La salivaricina A se produce por cepas de Streptococcus salivarius, aisladas de la
cavidad oral (Ross et al., 1993). Se caracteriza por no poseer restduos de deshidroalanina
ni de deshidrobutirina y sus caracteristicas son muy similares a las de las bacteriocinas
citolisina y lacticina 481.

La citolisina LL/LS (Gilmore et al., 1994), producida por ciertas cepas de
Enterococcus faecalis, es la inica bacteriocina descrita con actividad hemolitica, de hecho
parece ser un factor de virulencia en las cepas de enterococos que las producen. Tiene
ademds la particularidad de requerir la presencia de dos moléculas para ejercer su
actividad.

Recientemente se ha descrito un nuevo lantibiético, 1a lactocina S. Es el primer
lantibiético descrito del género Lactobacillus y estd producido por Lactobacillus sake L45
(Mortvedt y Nes, 1990). Tiene la particularidad de que algunos de los residuos
deshidratados de la serina se convierten, probablemenie por una reaccién de
hidrogenacién, en residuos de D-alanina (Skaugen et al., 1994), amoniodcido muy
inusual en proteinas bacterianas sintetizadas ribosomalmente.
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Figural3. Estructura de la nisina A y de otros lantibidticos relacionados.
Los aminodcidos sombreados son los que han sufrido
modificaciones durante la maduracion., Dha, deshidroalanina, Dhb,
deshidrobutirina, Ala-S-Ala, lantionina, Aba-S-Ala, §-metil-lantionina.
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Los lantibidticos del tipo B tienen como ejemplar caracteristico a la duramicina
y estdn producidos, predominantemente, por microorganismos de los géneros
Streptomyces y Streptoverticillium.. Pertenecen a este grupo, ademads de las duramicinas
A, B y C la cinamicina y la ancovenina. Son de peso molecular inferior a los 2.100 Da y
tienen una gran homologia entre ellos. A diferencia de los lantibibticos del tipo A,
presentan como mucho una carga positiva. Ademds de dos residuos de f-metil-lantionina
y uno de lantionina, que estdn presentes siempre en la misma posicién, poseen un puente
de lisinoalanina que une el extremo C-terminal de la Lys1? al residuo de la posicién 6. En
el caso de la ancovenina, este puente no se forma y en la posicién 6 hay un residuo de
deshidroalanina. Tanto el anillo entre las posiciones 6 y 19, como un puente disulfuro
entre los residuos 1 y 18, confieren a este grupo de lantibi6ticos una estructura terciaria
globular caracter{stica. La mayoria de estos lantibidticos no posee antimicrobiana pero
tienen otras propiedades de interés, fundamentalmente terapéutico.

La ancovenina (Wakamiya et. al, 1985) tiene como efecto principal la inhibicién de
la enzima convertidora de la angiotensina, presentando por lo tanto una utilidad potencial
en la regulacion de la presion sanguinea. La cinamicina, previamente llamada lantiopeptina
y Ro 09-0198 (Kaletta et al., 1991a), actiia como inhibidor de la fosfolipasa A2, de la
enzima convertidora de la angiotensina y del virus del herpes simplex HSV1, pudiendo
utilizarse también como agente terapéutico. Las duramicinas A, B y C (Fredenhagen,
1991), inhiben también la fosfolipasa A2 y podrian utilizarse en procesos inflamatorios.

La mersadicina (Niu y Neu, 1991) y la actagardina (Kettenring et al., 1990), se
producen por cepas de Bacillus spp. y Actinoplanes spp., respectivamente. Si bien se
incluyeron inicialmente dentro de los lantibi6ticos del grupo A, las dltimas investigaciones
sugieren que se aproximan mds a los lantibidticos del tipo B (Nes y Tag, 1996). Sus
estructuras son bastante particulares ya que la mersadicina, con actividad
inmunosupresora, es una molécuia con tres anillos que carece de carga positiva y que, a
semejanza de la gallidermina y la epidermina, presenta un anillo en el extremo carboxilo
terminal formando la S-amilovinil-cistefna. La actagardina es una molécula de cuatro
anillos, con propiedades fuertemente acidicas e hidrof6bicas, que actda inhibiendo la
biosintesis de peptidoglicano.

Ingram (1969, 1970) fue el primero que desarrollé un modelo para explicar la
maduracioén de los lantibiéticos. Observé que los compuestos inhibidores de la sintesis
proteica influian en su produccién y con aminodcidos marcados radioactivamente,
determiné que la lantionina y la f-metil-lantionina se formaban a partir de la cisteina,

serina y treonina. Una vez conocida la secuencia aminoacidica de los lantibiSticos
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maduros y los postulados de Ingram, se pudieron desarrollar sondas génicas para
identificar los genes estructurales de la epidermina (Schnell er al., 1988) y de la subtilina
(Banerjee y Hansen, 1988) y, posteriormente, los de la nisina (Buchman et al., 1988;
Kalewa y Entian, 1989; Dodd er al., 1990), gallidermina (Schnell er al. 1989) y Pep5
(Kaletta et al. 1989). La secuencia del DNA de los genes estructurales, confirmé la
hipétesis de Ingram de la sintesis ribosomal de los lantibiéticos y corroboré su modelo de
maduracién. Se observéd, ademds, que en el producto del gen estructural existe una
secuencia lider, que no aparece en el lantibiftico maduro y este producto se denominé
prelantibiético.

Existe una gran analogfa en la secuencia aminoacidica del lider de los lantibi6ticos
conocidos hasta la fecha. Comparando las secuencias de los lideres de los lantibiéticos del
grupo A (Jung, 1991), se observa que todas ellas son hidrofilicas y con carga eléctrica,
no contienen cisteina y, probablemente, adoptan una estructura secundaria de o-hélice
anfifilica en un medio lipofilico. Por el contrario, la zona del prolantibi6tico es més
hidrofébica, en ella predomina la estructura secundaria de tipo B y contiene gran cantidad

de cisteinas.

Las zonas de procesado se encuentran también muy conservadas en los lantibiticos
del tipo A (Jung, 1991} y se localizan en las zonas hidrofflicas para permitir el acceso de
la peptidasa que hidroliza el prelantibitico. Como norma general, esta zona de rotura
presenta en las posiciones +2 y +1 residuos hidrofilicos, mientras el residuo -1 del lider
es polar o estd cargado positivamente. EI residuo del lider de Ia posicién -2 es prolina, el -
3 es polar o estd cargado negativamente y el -4 es hidrofébico. Los lantibidticos lacticina
481, streptococina A-FF22, salivaricina A, lactocina S y citolisina (Hynes et al.,1993,
Ross et al. ,1993) no siguen esta regla, y carecen de prolina en el residuo -2, mientras por
el contrario, la secuencia lider de estos lantibidticos, asi como su lugar de corte, son
mucho mds parecidas a aquellas presentes en las bacteriocinas no-lantibiéticos como la
pediocina PA-1, la lacticina F o la lactococina A (Jack et al., 1995; Klaenhammer, 1993;
de Vos et al., 1995).

La secuencia lider, ademds de proteger a la célula productora manteniendo el péptido
tnactivo (Weil ez al., 1990, Jung y Sahl, 1991), juega un papel importante en la formacién
de los anillos tioéter del prelantibitico, si bien este papel todavia no ha sido
completamente elucidado. Algunas hipétesis son que: (1) mantiene una conformacién
particular del prolantibético durante la maduracién, (2) juega un papel activo en la
modificacién enzimética de los aminodcidos implicados y (3) sirve como lugar de
reconocimiento para los enzimas de maduracién y transporte (Jung, 1991). Por otro lado,
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también podria actuar como péptido sefial en el transporte del lantibitico (Jack et al.,
1995). Actualmente se asume que durante la biosintesis, el producto del gen estructural
(prelantibiGtico) sufre, en primer lugar, la modificacién enzimdtica del prolantibidtico y,
luego, el corte de la secuencia lider (figura 1.4.); de hecho, en la maduracién de Pep5
(Sahl ez al., 1991) se han detectado productos intermedios que corroboran esta secuencia
de acontecimientos. En la maduracién del propéptido, primero se produce la
deshidratacién de la serina y/o treonina (Weil er al., 1990) y, después, se afiaden por
ataque nucleofilico los grupos tiol de los residuos de cisteina, dando lugar a la formacién
de los anillos tioéter. Teniendo en cuenta que no se conocen enzimas capaces de llevar a
cabo la deshidratacidn de los aminodcidos y 1a formacién de los anillos tiéter, parece que
este proceso de maduracién se lleva a cabo por un nuevo sistema biosintético, no descrito
previamente (Jack et al., 1995; Kupke y Gotz, 1996). El corte de la secuencia lider se
produce después de la excrecién del lantibiético, como en la epidermina, o antes, como
ocurre en Pep5 (Bierbaum et al., 1996).

Ademds del gen estructural, se han descrito otros genes que participan en la
maduracién, secrecién, regulacién € inmunidad de los lantibi6ticos y que se organizan en
operones (Jack et al., 1995). Los operones pueden localizarse en pldsmidos, como en el
caso de la epidermina (Schnell et al., 1992) o en el cromosoma, como en la subtilina
(Banerjee y Hansen, 1988) y la nisina (Dodd et al. 1990, Horn ez al. , 1991).

I.2. LA NISINA

2.1. Perspectiva histdrica

Rogers y Whittier (1928) y Rogers (1928), fueron los primeros investigadores que
obsevaron que durante la maduracién de unos quesos, detcrminadas cepas de L. lactis
inhibfan el crecimiento de otras bacterias ldcticas. Este efecto volvid a observarse
posteriormente por Whitehead y colaboradores (Whitehead 1933; Whitehead y Riddet,
1933) y por Meanwell (1943). Whitehead (1933) aislé el compuesto inhibidor y
determiné su naturaleza proteica y Shattock y Mattick (1943) identificaron las cepas
inhibidoras como estreptococos lacticos del grupo seroldgico N de Lancefield a los que,
posteriormente, se les modifico su nombre por el de lactococos (Shleifer er al., 1985).

Debido a la necesidad de nuevos compuestos antimicrobianos surgidas durante la
Segunda Guerra Mundial, y a la conveniencia de un método eficaz para controlar las
mastitis en los animales, aumenté el interés en las propiedades antimicrobianas de estos
estreptococos por su posible potencial terapéutico y asf, Mattick y Hirsch (1944),
concentraron el compuesto antimicrobiano aislado por Meanwell (1943) y comprobaron
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Figura 1.4. Maduracion del lantibidtico nisina A.Fuente: J M. Rodriguez (1996).
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su actividad, observando que inhibfa a ciertas bacterias patégenas. Por ello le dieron el
nombre de "nisina" como un acrénimo derivado de "Group N Inhibitory Substance"
(Mattick y Hirsch, 1947), decribiéndolo como un antibiStico producido por los
estreptococos del grupo N de Lancefield.

Sin embargo, su interés como agente terapéutico sistémico en medicina humana y
veterinaria, se redujo drdsticamente al observar su escasa solubilidad en los fluidos
corporales, su inestabilidad a pH fisiolégico y su inactivacién por las proteasas digestivas
(Hurst, 1981), asi como por la existencia de reacciones adversas en los ensayos en el
ratamiento de mastitis, probablemente debido a la presencia de impurezas en las
preparaciones. Fueron Hirsch et al. (1951) y McClintok er al. (1952), los que sugirieron
por primera vez su aplicacién en la conservaci6n de los alimentos, inicialmente para
prevenir la proliferacién de clostridios formadores de gas en los quesos.

En los afios 50 comenzé el interés por este compuesto y ello condujo a la
determinacién de su secuencia aminoacidica (Gross y Morell, 1971), sintesis quimica
(Fukase y col., 1988), determinacién de su conformacién (Jung, 1991) y la localizacion y
secuenciacion del gen estructural y de los adyacentes involucrados en su produccién
(Buchman er al. ,1988, Kaletta y Entian, 1989, Dodd et al., 1990, Steen y col., 1991),
asi como la determinacién de su ausencia de toxicidad en los animales (Frazer et al.,
1962).

La ausencia de toxicidad de la nisina, su inactivacidén por la a-quimotripsina (Jarvis
y Mahoney, 1969), su termoestabilidad a pH 4cido (Lin y Hansen, 1990} y su presencia
natural en algunos sustratos alimenticios como la leche y los productos lacteos (Chevalier
et al., 1957), vegetales (Harris et al., 1992, Uhlman et al., 1992) y productos carnicos
(Rodriguez et al., 1995), ha propiciado la generalizacién de su uso como agente
antimicrobiano en la industria alimentaria. La primera preparacién comercial de la nisina
se obtuvo en Inglaterra en 1953 y en 1968 una comisién conjunta de la FAO/WHO aceptd
su empleo como conservante alimentario, indicando que la dosis aceptable podria ser
supertor a los 0.825 mg/Kg (FAO/WHQOQ, 1969). En 1983 s¢ afiadié a la lista positiva de
aditivos de la CEE con el nimero E234 (CEE, 1983) y la FDA le confiri6 el estatus de
sustancia GRAS (Generally Regarded As Safe), para su empleo en la elaboracién de
quesos fundidos pasteurizados (Registro Federal, 1988). Actualmente se emplea en mds
de 50 paises, aunque con distintos criterios en cuanto a los limites méximos de utilizacién
permitidos y de alimentos donde se puede emplear (Vandenbergh, 1993). La utilizacién
de la nisina como conservante alimentario comenzé en los quesos para evitar la
germinacion de los esporos de Clostridium botulinum y de otros esporulados alterantes,
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posteriormente, su empleo se ha extendido para prolongar la vida dtil de diversos
productos ldcteos pasteurizados, evitar la alteraci6n de las conservas por microorganismos
termdfilos, en productos de panaderfa, productos de humedad elevada, huevo liquido
pasteurizado, control de la alteracién de bebidas alcohélicas fermentadas por bacterias
ldcticas y en la conservacién de alimentos de pH 4cido.

Actualmente se pretende potenciar su actividad con agentes quelantes o con otras
bacteriocinas y emplearlo como adyuvante en las nuevas técnicas de procesado y
conservacién de los alimentos, como el empleo de presiones elevadas (Ulrahigh
Hydrostatic Pressure, o UHP) o de campos eléctricos pulsantes (Pulsed Electrical Field, o
PEF). Ademds, la obtencién de preparaciones muy purificadas de la nisina y la
potenciacién de su actividad con quelantes, ha abierto nuevas perspectivas en cuanto a su
utilizacién como agente terapéutico en la prevencién y el tratamiento de la dlcera péptica en
el hombre y en el control de mastitis en los animales (Delves-Broughton et al., 1996).
Actualmente, también se estudia su posible utilizacibn como antiséptico en pastas
dentifricas y en cremas cutdneas.

2.2. Caracteristicas fisicas v quimicas

2.2.1. Estructura
2.2.1.1. Estructura primaria

Aunque Gross y Morell (1971) determinaron inicialmente la secuencia aminoacidica
de la nisina A por degradacién quimica, sus resultados se han confirmado recientemente
por espectroscopia de masas (Barber et al., 1988), resonancia magnética nuclear proténica
y bidimensional (Chan et al., 1989, Slijper et al., 1989, Lian er al., 1992) y sintesis
quimica (Fukase et al., 1988).

La nisina es un lantibitico de 34 aminodcidos de los cuales varios estin
modificados post-traduccionalmente, originando la deshidroalanina (residuos 5 y 33), la
B-metil-dideshidroalanina o deshidrobutirina (residuo 2) (Gross y Morell, 1967, 1968), y
los anillos tioéter de lantionina (entre los residuos 3 y 7, anillo A) y [-metil-lantionina
{entre los residuos 8 y 11, 13y 19, 23 y 26, y 25 y 28, anillos B, C, D, y E,
respectivamente) (Berridge ef al., 1952, Newton, et al., 1953, Gross y Morell, 1970),
por lo que presenta la estructura de un pentaciclo (figura 1.3.). Como en todos los
lantibiéticos del tipo A, la configuracién de los aminodcidos de los anillos toéter es
siempre D en el extremo N-terminal y L en el C-terminal (Morell y Gross, 1973, Knox y
Keck, 1973, 1975). Estos aminodcidos modificados confieren a la molécula sus
caracteristicas especiales de tolerancia al 4cido y termoestabilidad y parecen jugar un papel
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importante en su mecanismo de accién bactericida, pues presentan enlaces dobles muy
reactivos. Por otro lado, la deshidroalanina y deshidrobutirina son susceptibles a sufrir
ataques nucleofilicos (por ejemplo, por grupos hidroxilo) presentes a pH alcalino, lo que
explicaria su inestabilidad y descenso de solubilidad en condiciones bdsicas (Liu y
Hansen, 1990). La raz6n por la cual existen anillos de lantionina en esta molécula en lugar
de los puente disulfuro, mds comunes, no se conoce, aunque SUpPOnNEN una ventaja
adaptativa, puesto que los anillos de lantionina y B-metil-lantionina son mucho més
estables a las condiciones ambientales extremas.

Se ha descrito ademds una variante natural de la nisina A, que contiene asparragina
en lugar de histidina en el residuo 27, la nisina Z (Mulders et al., 1991). La sola
sustitucién de un aminodcido por otro en su estructura, confiere a esta molécula una
mayor capacidad de difusién (de Vos, ef al., 1993). En la secuencia aminoacidica de la
nisina no existen aminoédcidos aromdticos, por lo que este compuesto no absorbe la luz a
280 nm (Bailey y Hurst, 1971). Por ello, la estimacién de su concentracion se realiza
mediante su absorbancia especifica a 220 nm (21 mg ml-! c¢m-1), determinada mediante
resonancia magnética nuclear proténica (De Voset al., 1993).

2.2.1.2. Esfructura espacial

Los resultados de la resonancia magnética nuclear protdnica (RMN) muestran que la
nisina carece de estructura secundaria regular, pero se¢ mantiene en una estructura
tridimensional bien definida por las limitaciones que imponen los cinco anillos de
lantionina (Chan et al., 1989, Slijper et al., 1989, Goodman et al., 1991, Lian er al.,
1991, 1992, Van de ven er al., 1991a y b). Los diferentes estudios realizados en medio
acuoso, concuerdan al describir los anillos B, D y E en forma de hélices f determinadas
por los anillos tioéter que unen los residuos primero y cuarto. El anillo C no ha sido
todavia completamente caracterizado en los estudios de RMN y parecen existir
discrepancias entre los autores en cuanto a la estructura del anillo A. Se ha estudiado
también la estructura tridimensional de la nisina en micelas de SDS (dodecil sulfato
sodico) o DPC (dodecil fosfocolina) que mimetizan a la membrana plasmdtica (Van den
Hooven et al., 1993) y en ambos casos, parecen inducir un cambio conformacional en la
estructura del anillo A, concretamente en los enlaces peptidicos que flanquean la DHA de
la posicion 5.

El cardcter anfipdtico de esta molécula se debe a dos factores. Por un lado, cuatro de
los cinco residuos cargados se encuentran en la  zonma carboxilo-terminal,
proporciondndole su cardcter hidrofilico, mientras que el extremo amino-terminal es
predominantemente hidrofébico. Por otro lado, existen dos dominios anfipdticos a lo
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largo de la molécula: el primero, entre los residuos 3 a 19, incluye los tres primeros
anillos, con las zonas hidrofébicas de Ile4, Pro® y Leul6 por un lado y Lys!2 en el lado
contrario. El segundo estd formado por los residuos 23 a 28 y se corresponde con el
anillo doble D y E, donde la zona hidrof6bica se conforma por el grupo metilo de Ala¥d y
Abu?3, mientras que el His?7 lo configura en el lado opuesto. Este cardcter anfipdtico
puede ser relevante en su modo de acci6n y actividad biolGgica.

La nisina no es una molécula rigida, puesto que presenta una regidn flexible
alrededor de la Met2! que conecta los dos dominios anfipiticos y los extremos amino y
carboxilo, que son también bastante flexibles (van de Ven er al., 1991a). Se ha observado
que existen hasta 5 variantes de la nisina, que se designaron como nisina A, B, C, D
(Berridge et al., 1952) y E (Jarvis 1967, Jarvis et al.,1968). Su proporcién relativa varia
segun la edad de la muestra y las condiciones de almacenamiento y parecen ser productos
de degradacién de la nisina A (Chan et al., 1989a) que aparecen transcurrido un tiempo de
almacenamiento. Las variedades C a E parecen ser mucho menos activas que la A ola B.

2.2.2. Masa molecular

La masa molecular del monémero de nisina es de 3353 (Jung, 1991), aunque se
estim¢ inicialmente como de 3500 por Gross y Morell (1967) y Jarvis et al. (1968). La
nisina suele presentarse en forma de dimeros, de 7000 de masa molecular o tetrdmeros de
14000 (Cheesman y Berridge, 1957,1959; Ingram ez al., 1967; Jarvis et al., 1968), que
son el resultado de interacciones intermoleculares por ataque nucleofilico del grupo amino
de uno de los residuos y los enlaces dobles altamente reactivos de los residuos
insaturados (Gross y Morell, 1968, 1971a).

2.2.3. Solubilidad y estabilidad

La nisina tiene una carga neta positiva de +3 (+2 en el caso de la nisina Z), debido a
su elevada proporcién de aminodcidos basicos (Harris et al., 1992b), de ahi que su punto
isoeléctrico sea alcalino (Jung 1991). Ademds, esta molécula es insoluble en solventes
apolares y soluble en medios acuosos, su solubilidad es altamente dependiente del pH de
la solucién y, asi, se reduce considerable y constantemente al aumentar el pH (Hirsch,
1951; Liu y Hansen, 1990). La solubilidad disminuye de 57 mg/mlapH 2 a 1,5 mg/ml a
pH 6 y 0,25mg/ml a pH 8,5 (Liu y Hansen, 1990). A pH alto, llega incluso a inactivarse
y a pH 11 la actividad se destruye completamente a 63 °C en 30 minutos. Este efecto
parece ser el resultado de modificaciones quimicas tanto intra- como intermoleculares, ya
que los residuos de DHA y DHB son ficilmente atacados por radicales nuclofilicos
presentes en los medios a pH alcalino. Al haber tres residuos de este tipo por molécula,
las reacciones intermoleculares pueden dar lugar a agregados insolubles de gran tamaifio.
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Sin embargo, en la prictica no suelen existir problemas de solubilidad, dado que las
concentraciones empleadas en la conservacién de los alimentos no suelen exceder de
0,025 mg/ml (Delves-Broughton y Williams, 1993). La nisina Z parece tener mejor
solubilidad a pH alcalino, debido al mayor carcter hidrofilico de 1a Asp27 en comparacién
con la His?7 de la nisina A (De Voset al., 1993).

La solubilidad también se ve afectada por la concentracién del tampén de disolucién,
de forma que es inversamente proporcional a ésta, siendo un 42% menor a pH 7 en
fosfato sédico 0,2M que en 0,05M (Liu y Hansen, 1990). Su estabilidad estd muy
relacionada con su solubilidad y el pH, de manera que las soluciones de nisina pueden
someterse a ebullicién en HCl a pH 2,5 sin que exista pérdida en su actividad. La nisina
también permanece estable a pH 2 tras un tratamiento en autoclave, pero pierde su
actividad (40%) si el pH es de 5 o mds del 90% si el pH es de 6,8 (Tramer, 1966).

La estabilidad también depende de la composicién quimica de la solucién, del
tratamiento térmico aplicado, de la presencia de otros componentes del alimento, etc. Se
ha determinado que la presencia de protefnas de gran tamaiio en los alimentos incrementa
su estabilidad a los tratamientos térmicos (Hall, 1966, Delves-Broughton y Williams,
1993). Los preparados comerciales de nisina, no muestran pérdidas de actividad durante
un periodo de dos afios siempre que se mantengan almacenados en lugares secos, oscuros
y a una temperatura inferior a los 25 °C. Aunque la nisina pura puede mantenerse estable
por mucho tiempo, cuando se aflade a los alimentos su estabilidad disminuye y asf se ha
observado que en ¢l queso fundido pasteurizado se reduce un 15% a 85-95 °C en 15
minutos, o un 55-70% durante 6 meses a 30 °C (Delves-Broughton, 1990).

La nisina puede ser desactivada por muchas proteasas inespecificas y por enzimas
proteoliticos que rompen el enlace His3l-Val®?2 o el DHA3-Lys3 como la o-
quimotripsina, subtilisina, ficina, papaina o bromelaina (Delves-Broughton y Williams,
1993). Sin embargo, las pepsina, erepsina, elastasa y carboxipeptidasa A no ejercen
ningun efecto en su actividad (Hurst, 1983).

Existe ademds un enzima (nisinasa), producido por diversos microorganismos que
inactiva especificamente la nisina. Algunas de las bacterias productoras son Lactobacillus
plantarum, Streptococcus thermophilus vy Bacillus cereus. Las nisinasas de §.
thermophilus y B. cereus han sido parcialmente purificadas (Alifax y Chevalier, 1962) y
se ha observado que son inducibles y especificas, actuando sobre la deshidroalanina
(Gross et al., 1969) como una deshidroalanina reductasa (Jarvis, 1970, Jarvis y Farr,
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1971), activa tanto frente a la nisina como frente a la subtilina, puesto que ambas
presentan una misma estructura C-terminal (Gross et al., 1969).

2.2.4. Purificacion de la nisina

Se han realizado muchos intentos de purificacién de la nisina a partir de los cultivos
productores. Las experiencias iniciales se basaron en la diferente solubilidad de la nisina
en solventes orgdnicos, Mattick y Hirsch (1944) emplearon una combinacién de
acidificacién del medio a pH 1,9 seguido de eliminacién de las células y extraccién y
precipitacién con solventes. Falconer (1952), mantuvo el pH de la fermentacién en 6 para
mantener asociada la nisina a la superficie de las células productoras y a continuacién,
extrajo la nisina mediante solventes. Cheesman y Berridge (1957), extrajeron la nisina de
las células y del sobrenadante con n-propanol seguido de varias precipitaciones
fraccionadas con acetona.

Siguiendo otra linea diferente, Bailey y Hurst (1971) realizaron una extraccién 4cida
en frio de las células rotas tras crecer el cultivo a pH 6,7, seguido de una cromatografia de
intercambio aniénico, precipitacién con acetona y cromatograffa en carboximetilcelulosa
frente a un gradiente de pH. Un método més simple de purificacién de las bacteriocinas,
entre ellas la nisina, se ha descrito por Yang et al. (1992) basado en la adsorcién de las
bacteriocinas a las células a un pH de 6, centrifugacién de las células y liberacién de la
bacteriocina a un pH mds bajo (de 1,5 a 2). Recientemente Coventry y colaboradores
(1996) han descrito también un método de purificacién consistente en 1a adsorcién de la
nisina a Micro-Cel, un silicato cdicico de diatomita y su liberacién con SDS al 1%.

Finalmente, el método de Rodriguez y colaboradores (1995) de purifiacién de la
nisina producida por una cepa de Lactococcus lactis de origen cdrnico, sigue una pauta
exitosa de purificacién de muchas bacteriocinas, basada en la precipitacién de los
sobrenadantes con sulfato aménico y en la aplicacién sucesiva de cromatografias de
intercambio catiénico, interaccién hidrofébica y de fase reversa, esta ltima adaptada a un
sistema de FPLC.

2.3. Propi jolégi

2.3.1. Actividad antimicrobiana

2.3.1.1. Unidades d¢ actividad

Con el fin de estandarizar las preparaciones y comparar la sensibilidad relativa de las
distintas especies a la nisina, asi como los métodos de anilisis empleados en los distintos
laboratorios, se hizo necesario consensuar una unidad de medida de su actividad. El
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primer intento con este fin dio lugar a la Unidad Reading, desarrollada en la Universidad
de dicho nombre (Reino Unido). Esta unidad se definié como la cantidad de nisina
necesaria para inhibir un cultivo de Streprococcus agalactiae en un ml de medio (Tramer y
Fowler, 1964). En 1968, el WHO Expert Committee in Biological Standarization (WHO,
1969) establecié la unidad internacional de nisina (UI) que se definié como la actividad de
1 ug de una Preparacién Internacional de Referencia, que es idéntica a la tnica
preparacién comercial existente hasta la fecha y denominada Nisaplin®, comercializada
por Aplin & Barret (Trowbridge, Wiltshire, UK). Nisaplin® se comercializa con una
actividad estandarizada de 1x106 Ul/g, 1 gr de Nisaplin® tiene una actividad de 106 UL,
mientras que 1 gr de nisina pura contiene 40x106 UL Actualmente se emplean otras
unidades como Ul/gr, mg/Kg, ppm o % nisina. La Tabla I.1., muestra las relaciones
entre las distintas unidades en uso.

2.3.1.2. Especiro antimicrobiano

A diferencia de la mayoria de las bacteriocinas producidas por las bacterias licticas,
la nisina posee un e¢spectro de inhibicién muy amplio, aunque més restringido que el de la
mayor parte de los antibidticos. La Tabla 1.2. muestra el espectro antimicrobiano de la
nisina.

En condiciones normales, la nisina no es activa frente a mohos, levaduras y
bacterias Gram-negativas, pero es efectiva frente a un amplio range de bacterias Gram-
positivas. Sin embargo, las concentraciones inhibidoras minimas para las células
vegetativas y esporos sensibles, varfan considerablemente incluso entre cepas de la misma
especie. Hasta el momento se ha prestado mayor atencién a su actividad frente a los
esporos microbianos, puesto que se emplea en alimentos que han sido sometidos a
tratamientos térmicos y en los que, por lo tanto, las células vegetativas no deberian
constituir un problema a priori (Hurst, 1972; Delves-Broughton y Williams, 1993).

2.3.1.2.1. Actividad frente a las bacterias Gram-positivas y esporuladas

La nisina inhibe a la mayorfa de las bacterias Gram-positivas, muchas de ellas
alterantes de los alimentos o responsables de intoxicaciones o toxiinfecciones alimentarias
(Ray, 1992), aunque la sensibilidad es muy variable entre especies y cepas. En el caso de
los microorganismos formadores de esporos, la nisina inhibe tanto a la célula vegetativa
como al esporo. Dentro del mismo género, algunas de las especies o de las cepas pueden
ser resistentes, si bien la frecuencia de aparicién de resistencias es también variable.
Asimismo, dentro de los microorganismos sensibles, la sensibilidad relativa var{a mucho
dependiendo de la especie y cepa. Asf por ejemplo, en el caso de Staphylococcus aureus,
algunas cepas fueron sensibles a 4 Ul/m! de nisina, mientras que otras requirieron 128
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Tabla I.1. Relacién entre las unidades de nisina mas frecuentemente
empleadas

(a). Nisina pura: 1 g = 40 x 106 Ul o 1 x 106 UR
1 mg de nisina por kg de alimento, son = 40 Ul/g de alimento
= 1 ppm en el alimento
= 0,0001%
500 Ul de nisina por gramo de alimento, son = 12,5 mg/Kg de alimento
= 12,5 ppm en el alimento
=0,00125% en el alimento (0 1,25 mg%)

(b). Nisaplin® (preparacién comercial): 1 g = 1 x 106 UI

1 mg de nisaplin por Kg de alimento, son = 1 Ul/g de alimento
= 1 ppm de nisaplin o 0,025 ppm de
nisina
=0,00125% (0 1,25 mg%}) de Nisaplin o
0,0000312% de nisina (o 0,0312
mg%)

500 UI de nisaplin por Kg de alimento, son =500 mg/Kg de alimento
= 500 ppm de nisaplin o 12,5 ppm de

nigina

0,05% (0 50 mg%) de nisaplin o
0,00125% (0 1,25 mg%) de nisina

(c). Preparacién de nisina en caldo de cultivo: 1 UI = 100 unidades de
actividad (UA)
Fuente: B. Ray (1992).
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Tabla 1.2. Espectro antimicrobiano de la nisinal

Bacterias Gram-positivas

Células vegetativas

Células vegetativas y esporos

Bacterias Gram negativas?

Lactococcus lactis 3
Lactobacillus brevis
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus casei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus buchneri
Leuconoctoc mesenteroides
Leuconostoc oenos
Pediococcus acidilactici
Pediococcus damnosus
Pediococcus pentosaceus
Streptococcus agalactia
Streptococcus pyogenes
Staphylococcus aureus
Micrococcus luteus
Listeria monocytogenes
Listeria ivanovii

Bacillus coagulans
Bacillus cereus

Bacillus subtilis

Bacillus stearothermophilus
Bacillus licheniformis
Clostridium bondinum
Clostridium sporogenes
Clostridium butyricum
Clostridium bifermentum
Clostridium perfringens
Clostridium pasteurinicum

Clostridium thermosaccharolyticum

Clostridium tyrobutyricum

Neisseria spp.

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

1 Algunas cepas de las especies citadas pueden ser resistentes.
2Tras ser sometidas a tratamientos subletales.

3Cepas no productoras de nisina.

Fuente: JM. Rodriguez (1996)
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Ul/ml, mientras Staphylococcus aureus 196, una cepa enterotoxigénica es incluso mds
resistente y requiere 7,2x103 U/ml para reducir las unidades formadoras de colonias
(UFC) en cinco unidades logaritmicas (Jones, 1974).

La efectividad de la nisina en las células vegetativas y los esporos es variable
dependiendo de la edad y el tamafio del inéculo, la composicién del medio, el pH de la
solucién donde la nisina se ha diluido previamente, etc. (Ramseier, 1960; Scott y Taylor,
1981b, Somers y Taylor, 1981). En el caso del medio utilizado en el bioensayo
(Benkerroum y Sandine, 1988), se ha determinado que para inhibir 104 células de Listeria
monocytogenes 35132 son necesarias 1.5 x 10 UI/ml al emplear agar tripticasa-soja
(TSA), pero sélo 3,7 U/m! en MRS (Man, Rogosa, Sharpe) agar, lo que se debe,
probablemente, a la presencia de Tween 80 en este dltimo medio, que facilitaria la
difusién de la bacteriocina en el agar.

Los esporos también manifiestan una sensibilidad variable frente a la nisina. En el
caso de Clostridium botulinum, se ha visto que 1os esporos del tipo A son mds resistentes
que los de los tipos B y E, siendo estos iltimos los mds sensibles (Scott y Taylor,
1981a). Los niveles de inhibicién fueron de 500 a 2.500 Ul/ml para los esporos del tipo
Ay B yde 50 a 1.000 Ulfml para los del tipo E (Scott y Taylor, 1981a). Estudios
posteriores de estos mismos autores, indicaron que la actividad frente a los esporos se ve
favorecida al disminuir el pH del medio o la carga inicial y al aumentar la duracién y/o
temperatura de los tratamientos térmicos (Scott y Taylor, 1981b, Somers y Taylor, 1981).

En el caso del género Bacillus, la sensibilidad de los esporos parece estar
relacionado con el mecanismo que emplean para romper su cubierta tras 1a germinacion,
de manera que aquellos esporos con mecanismo litico (L) son mds resistentes (incluso a
100 ULl/ml) que los que rompen su envoltura por accién mecinica (M) (que son sensibles
a cantidades de 2 a 10 UVml). Los esporos del tipo L parecen producir la enzima nisinasa
que no se detecta en los esporos del tipo M. Ademds, en los organismos L existen pocas
diferencias en cuanto a la resistencia de los esporos y sus células vegetativas, mientras
que en los M las formas vegetativas son frecuentemente 20 veces mds resistentes que los
esporos correspondientes.

Aquellos esporos que han sufrido un tratamiento térmico previo son més sensibles a
la inhibicién por la nisina y en el caso de Clostridium botulinum A 'y B, si no existe un
tratamiento t€rmico los esporos resistentes germinan y crecen profusamente a pesar de la
presencia de altas concentraciones de nisina. Sin embargo, si los esporos sufren un
tratamiento térmico previo, se vuelven sensibles (de Vuyst y Vandame, 1994). Se ha
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sugerido que el tratamiento térmico de los esporos causa un dafio subletal que favorece la
accion de la nisina, pero el mecanismo por el cual el dafio ocurre es todavia desconocido.
El efecto sobre los esporos puede ser esporicida, como es el caso de Clostridium
butyricurn  (Hirsch y Grinsted, 1954) o esporostitico, como en Bacillus
stearothermophilus (Thorpe, 1960).

2.3.1.2.2. Actividad frente a las bacterias Gram-negativas

La nisina es ineficaz frente a las bacterias Gram-negativas, a excepcién de algunas
cepas de Neisseria (Mattick y Hirsch, 1947). Sin embargo, s¢ ha observado que puede
tener un efecto antimicrobiano en estos microorganismos bajo determinadas condiciones
como la congelacidn, el calentamiento o el descenso del pH. Parece que este efecto se
debe a las lesiones subletales provocadas en la pared celular, concretamente en los
lipopolisacdridos (Ray, 1992), permitiendo el contacto de la nisina con la membrana
citoplasmdtica, sobre la que ejerce su mecanismo de accién (Gao et al., 1991). También
se ha observado este efecto en presencia de la nisina con agentes quelantes como el EDTA
(Kordel y Sahl, 1986; Stevens et al., 1991, Stevens er al., 1992, Ray, 1992). En este
caso, el efecto se debe a que estas sustancias eliminan los iones Mg2+ y Ca2+ de la pared
celular de las bacterias Gram-negativas, lo que a su vez permite la liberacién de
fosfolipidos y lipoproteinas. La pérdida de estas sustancias incrementa la permeabilidad
de la pared celular, favoreciendo la accién de la nisina en la membrana citoplasmaética
(Delves-Broughton, 1996). |

Stevens er al. (1992) estudiaron in vitro este efecto de la combinacién de agentes
quelantes con la nisina para inhibir el desarrollo de las bacterias Gram-negativas. Los
pardmetros evaluados fueron el agente quelante, la concentracién de nisina, la temperatura
de incubacién y la interferencia de las protefnas. Los agentes quelantes evaluados fueron
el EDTA, el 4cido etilen-bis tetracético, el 4cido cftrico monohidratado y el fosfato
dibdsico de sodio. El tratamiento mds eficaz fue el de 50 a 100 pg/ml de nisina en
combinacién con EDTA 20 mM o 4cido cftrico monohidratado a temperatras de 30 a 42
°C. La adicién de seroalbimina bovina a dichas mezclas no originé un descenso
significativo de la actividad inhibidora.

Sin embargo, Cutter y Siragusa (1995) estudiaron el efecto combinado de 1a nisina
con agentes quelantes (citrato, lactato, hexametafosfato sédico y EDTA) al aplicarlos in
situ en la carne y su efecto sobre Escherichia coli 0157:H7 y Salmonella typhimurium. La
carne se mantuvo a 5 °C durante tres dfas, al final de los cuales se observd sélo una
reduccién muy pequefia de la carga microbiana de la carne, no mayor de 0,42 UFC/cm?2.
Estos resultados se deben a varios factores propios del sistema cdrnico que pueden
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interferir en el efecto antimicrobiano, como son el que la nisina puede degradarse por las
proteasas de la carne o unirse al tejido adiposo y que la abundancia de iones en la carne
puede interferir en la capacidad de los agentes quelantes para secuestrar el Mg2+ de la
pared celular bacteriana. Ademds, los microorganismos adheridos a la carne no son tan
facilmente accesibles como los que estdn en suspensién. La tabla 1.2. recopila los
microorganismos Gram-negativos que hasta la fecha han resultado sensibles a la nisina
tras alguno de los tratamientos sensibilizantes.

2.3.2. Modo de accion
La nisina manifiesta, al menos, cuatro tipos de actividad antimicrobiana (Moll et al.,
1996), siendo las dos primeras las de mayor relevancia:

1). Actividad bactericida en las células vegetativas, mediante la formacién de poros
en la membrana plasmadtica;

2). Actividad en los esporos bacterianos sensibies, inhibiendo su germinacién;

3). Actividad inhibidora de la sintesis de la pared celular;

4). Actividad frente a enzimas autoliticos de las células sensibles.

2.3.2.1. Activi frente a | 1 Vi iV,

Como ocurre en general en todas las bacteriocinas, la accién de la nisina en las
células vegetativas se ejerce a nivel de la membrana plasmética. Su cardcter catiénico y su
naturaleza hidrofébica favorecen esta interaccién. Inicialmente la nisina se adsorbe a la
superticie celular, no sdlo de las células sensibles, sino también de las resistentes y de las
células productoras. Esta adsorcién es reversible durante los 10-15 minutos iniciales y
después se torna irreversible. La adsorcidn es pH dependiente, siendo del 100% a pH 6,5
y reduciéndose al 43% a pH 4,5 (Ray, 1992). Esta observacién hace sospechar que la
unién inicial se produce por una atraccién ifnica entre la bacteriocina y la superficie

celular.

La causa primaria de la muerte celular radica en la desestabilizacién de la membrana
plasmdtica, debida a la formacién de poros o canales idnicos (Henning et al., 1986a,
1986b; Sahl et al.., 1987; Kordel et al.., 1989). La formacién de estos poros facilita la
pérdida de componentes, fundamentalmente iones, ATP y aminoécidos, lo que conduce a
la disipaci6n del potencial de membrana de las células y a la pérdida de la fuerza motriz
proténica, lo que origina el cese de la actividad biosintética celular. La despolarizacién
total de 1a membrana ocurre al minuto del tratamiento con la nisina (Ruhr y Sahl, 1985).
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Este efecto se ha observado no sélo en células vegetativas, sino también en
membranas artificiales o liposomas (Sahl er al.., 1987; Kordel et al.., 1989), de lo que se
deduce que no se requiere un receptor proteico especifico de unién con la célula para
gjercer su accién, sino que la interaccién se realiza a través de los constituyentes
negativamente cargados de la membrana de la pared celular de las bacterias Gram-
positivas, como son los 4cidos teicoico y lipoteicoico o los fosfolfpidos, probablemente
como resultado de una interaccién electrostdtica o hidrofébica (de Vuyst y Vandamme,
1994).

Los fosfolipidos de la membrana liposomal parecen influir notablemente en la
actividad de la nisina (Gao et al., 1991) y, asi, el potencial de membrana necesario para
ejercer su accidn varfa de -30 a -100 mV, dependiendo de los fosfolipidos empleados
(Sahl et al, 1987; Gao er al., 1991). Esta observacién podrfa explicar las variaciones de
sensibilidad a la nisina entre diferentes microorganismos. En aquellos liposomas que
carecen de fosfolipidos anidnicos, 1a nisina actiia como un transportador de aniones, lo
que significa que se une a la superficie del liposoma y atraviesa su membrana estimulada
por el potencial de membrana (negativo en el interior). Una vez dentro, se une al ani6én y
atraviesa de nuevo la membrana unida a él, liberdndolo en el exterior; a continuacién, la
nisina se recicla para realizar de nuevo esta actividad. En el caso de que existan
fosfolfpidos negativos en la membrana, la nisina interacciona electrostiticamente con ellos
en la superficie del liposoma, formando un complejo parcialmente neutralizado. Las zonas
de la nisina que podrian unirse con los aniones quedan de este modo bloqueadas por los
lipidos ani6nicos, impidiendo su accién transportadora. Teniendo en cuenta que las
membranas bacterianas son ricas en fosfolipidos aniénicos, la actividad transportadora de
aniones debe ser minima in vivo (Moll et al., 1996), dichos compuestos actarfan por
tanto como "receptores de la nisina” siendo la unién con éstos necesaria para la formacién
de los poros (Moll et al., 1996).

Para orientarse en la membrana plasmitica y formar los poros, la nisina requiere un
potencial de membrana (negativo en el interior) o un gradiente de pH (alcalino en el
interior) (Gao et al., 1991). La actividad antimicrobiana de la nisina es menor en células
en fase estacionaria que en las de crecimiento exponencial, puesto que tanto el potencial de
membrana como el gradiente de pH, son menores en las primeras que en las segundas.

La actividad de la nisina resulta influida también por la presencia de cationes di- y
trivalentes, que neutralizan las cargas negativas de los fosfolipidos de la membrana,
provocando su condensacién y haciendo que la membrana se vuelva més rigida. De este
modo, la eficacia de la nisina para insertarse y formar los poros resulta disminuida
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(Venema et al., 1995). La nisina tiene también menor actividad a temperaturas por debajo
de 7 °C, probablemente porque la reordenacién de las cadenas hidrocarbonadas de los
fosfolipidos impide la insercién de la nisina en la membrana (Abee, 1994).

El tamafio y el cardcter anfifilico de la nisina, hacen sospechar que los poros estin
constitufidos por agregados de nisina. Existen dos modelos que explican como la nisina da
lugar a la formacién de poros en la membrana (Abee, 1995; Moll et al., 1996). Por un
lado, segiin €l mecanismo de "barril", la nisina se unirfa a la superficie de la membrana y
la presencia de un gradiente de potencial la dirigirfa hacia su interior, donde se insertarian
varias moléculas orientdndose alrededor de un poro central. La orientacién se produciria
de manera que las zonas hidrofébicas encararian el interior de la membrana y las zonas
hidrofilicas formarfan el interior del poro. Probablemente, primero se produce Ia insercién
y a continuacién la agregacién de las moléculas (figura 1.5.).
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Figura 1.5. Formacion de poros por la nisina segin el modelo de "barril". (a)
Vista lateral del poro. (b) Corte transversal def poro, su tamaifio dependerd de
la cantidad de moléculas de nisina agrupadas. Las flechas indican la pérdida
de moléculas a través de la membrana.

Por otro lado, segun el modelo de "cufia”, las moléculas de nisina adheridas a la
superficie celular provocarfan la desestabilizacién de la bicapa lipfdica favoreciendo la
formacién de los poros. El potencial de membrana cambia la orientacién relativa de la
molécula de nisina respecto de la membrana, adoptando la forma de cuiia, por lo que al
arrastrar a los fosofolipidos unidos a la nisina, se induce una curvatura local de la

36



Introduccion

superficie de la membrana, dando lugar a los poros rellenos de agua cuando suficientes
moléculas de nisina colaboran para doblar y alterar localmente la bicapa lipidica. Como se
sugiere por los estudios de RMN, la nisina expondrfa su zona cargada hacia la fase
acuosa. Segin este modelo, la ordenacién de las moléculas de nisina provocarfan una
alteracién de la bicapa lipfdica al forzar a los lipidos a adoptar una conformacién
termodindmicamente desfavorable. Los poros formados son por tanto intrfnsecamente
inestables y por ello intentardn reordenarse de nuevo en la estructura de bicapa.(figura

mm I

%E i

Potencial de membrana

i @ 7

Figura 1.6. Formacion de poros por la nisina segin ¢l modelo de "cuiia".
(a). La nisina estd en solucién en el exterior de Ia célula. (b). A continuacién,

(b)

s¢ une a la superficie de la membrana cargada negativamente, dando lugar a
una elevada concentracién local y alteracion de la dindmica lipidica. (c¢). En
presencia de un potencial de membrana por encima del umbral, la nisina se
inserta en la membrana, arrastrando consigo a los fosfolfpidos negativos a los
que se encuentra unida, dando lugar a la formacidn de un poro en forma de
cufia. Fuente:G.N. Moll y col. (1996).
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El tamafio de los poros varfa de 0,2 a 1 nm, probablemente el tamafio de los
agregados determina el tamafio de los poros y el de las moléculas que pueden atravesar la
membrana (Piard y Desmazeaud, 1992). Los compuestos de 500 Da pueden atravesar
poros de 1 nm de didmetro.

2.3.2.2. Actividad frente a los esporos bacterianos sensibles

Este efecto se produce tras la germinacién del esporo, pero antes de su desarrollo, la
nisina modifica covalentemente los grupos sulfidrilo de los componentes de la membrana
del esporo, originando la inhibicién de su crecimiento (Morris et al., 1984). Las cadenas
laterales insaturadas de los deshidroaminodcidos son las responsables de este efecto, al
actuar como aceptores de electrones (Liu y Hansen, 1992). La reactividad de estos
residuos con mercaptanos y la completa pérdida de la actividad de los mutantes a los que
se les ha sustituido el residuo DHAS por Ala, apoyan esta hip6tesis (Chan er al., 1989;
Liu y Hansen, 1990). En este caso, el compuesto formado mantiene su capacidad
bactericida pero pierde su efecto de inhibicién de la germinacién de los esporos, por lo
que el mecanismo de accién de estos dos efectos antimicrobianos es distinto.

Como ya se ha indicado previamente, el tratamiento térmico favorece la accién
inhibidora de la nisina en los esporos microbianos. La adicién de tripsina (que no
destruye a la nisina), elimina el efecto letal de la nisina en los esporos tratados
térmicamente, probablemente porque comparten los mismos receptores, de manera que en

presencia de la tripsina, se inhibe la unién de la nisina al esporo (Hurst, 1981; Tramer y
Fowler, 1964).

Este efecto se produce porque la nisina interacciona con los lipidos intermediarios
de la biosintesis de la mureina, inhibiendo su sintesis. Sin embargo, se necesitan grandes
concentraciones de nisina para ejercer esta accién, unas 1600 Ul/ml, cantidad 1000 veces
superior a la concentracién inhibidora minima para Bacillus stearothermophilus, por lo
que no se puede considerar que se trate de un efecto primario (Reisinger et al, 1980).
Ademi4s, el complejo nisina-murefna podria estar implicado en la interacci6n inicial de la

nisina con la célula y/o en su transporte hacia la membrana (Harris er al., 1992b).

2.3.2.4, Activi fren las enzim Hti 1 Jul nsibl

La nisina es capaz de inducir dos sistemas autoliticos en Staphylococcus cohnii, uno
mediado por un enzima de tipo muramidasa y otro de tipo glucosamidasa (Bierbaum y
Sahl, 1985). Dichos enzimas normalmente se mantienen inactivos al estar unidos a los
4cidos teicoico, lipoteicoico y teicurénico de la pared celular. La nisina, al igual que otros
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péptidos sintéticos de caracteristicas similares, como la polilisina, posee también una
afinidad elevada por estos sustratos, compitiendo con los enzimas por su unién. La
liberacién de estos enzimas origina su activacién (Bierbaum y Sahl, 1987). Teniendo en
cuenta que la actividad autolitica depende de la cationicidad del péptido que interacciona
con la célula, parece que la liberacién enzimética se realiza mendiante un proceso de
intercambio i6nico. Por microscopfa electrénica se ha observado que la activacion de estos
enzimas parece ser predominante en la zona del septo entre las paredes bacterianas de dos
células contiguas.

2.3.3. Relacién estructura-actividad

La regi6n flexible existente entre los anillos ABC y DE determinada por RMN (Van
den Hooven er al., 1993), podria actuar como una "bisagra" que permitiria, segun el
modelo de "cuiia", que la molécula se doblase y arrastrase los lipidos de la superficie para
formar el poro (Driessen et al., 1995). Los intentos realizados para inmovilizar estos
anillos mediante la eliminacién de los residuos 20 y 21, o su sustitucién por residuos de
prolina, han resultado en una pérdida considerable de la actividad antimicrobiana (Moll er
al., 1996).

Desde siempre se ha considerado que los residuos de deshidroaminodcidos
constitufan un papel importante en la actividad de esta molécula. Para determinar el papel
de los residuos de DHA en las posiciones 5 y 33, se han estudiado los dos principales
productos de la degradacién de la nisina, la nisina 1-32 (que ha perdido los dos dltimos
amino4cidos, DHA33 y Lys34) y la (des-AlaS)nisina 1-32 (donde la ruptura en la posicién
5 destruye el anillo de lantionina). Estos compuestos se forman tras un almacenamiento
prolongado o a consecuencia de un calentamiento de la nisina en medio 4cido 4cido.

La eliminacién del residuo DHA33, dando lugar a la molécula de nisina 1-32, no
supone una pérdida en la actividad antimicrobiana. Ademds, otro producto de degradacion
que presenta la DHA3 sustituida por Ser, es tan activo como la molécula de nisina
(Rollema er al., 1991). Estas observaciones sugieren que el residuo DHA33 no es esencial
en la actividad antimicrobiana de esta molécula. Por el contrario, el residuo DHAS si
parece ejercer un papel importante, puesto que la pérdida de este residuo en el producto de
degradacién (des-AlaS)nisina 1-32, da lugar a una sustancial pérdida de actividad (Chan et
al., 1989). Inicialmente, no se conocia bien si este efecto se debia a la pérdida del residuo
de DHA per se, 0 al cambio de conformacién consecuente a la apertura del anillo A (Lian
et al., 1991; 1992). Esto ha sido estudiado recientemente por Chan et al. (1996), al
obtener un derivado de la nisina que mantiene la estructura del anillo A, pero que tiene la
DHAS sustituida por Ala (al cambiar Ia Ser’ por Ala en el péptido precursor). Este
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derivado de la nisina tiene una actividad similar frente a las células vegetativas pero, sin
embargo, su actividad frente a los esporos bacterianos es mucho més reducida que la de 1a
molécula nativa; resultados similares se obtuvieron previamente con la subtilina (Liu y
Hansen, 1993). Los resultados obtenidos sugieren que tanto la nisina como la subtilina
tienen dos efectos biol6gicos distintos que, probablemente, se producen por dos
mecanismos moleculares diferentes: por un lado inhiben el crecimiento bacteriano y, por
otro, inhiben la germinacién de los esporos. Asfmismo, en el caso del derivado (des-
AlaS)nisina 1-32, es la pérdida de la estructura del anillo la que determina la pérdida de la
actividad microbiana, ya que si se manteniene la estructura del anillo, sustituyendo la
DHA por Ala, no se reduce la inhibicién de las células vegetativas. El anillo A, por lo
tanto, es esencial para ejercer el efecto sobre las células vegetativas, mientras que la DHA
en posicién 5 es necesaria para la inactivacién de los esporos. También se ha determinado
que la distorsién de este anillo producida por la sustitucién de D-Ala por D-Abu en la
posicién 3 (al sustituir el codén que codifica Ser por Thr en el gen estructural y que da
lugar a la formacién de un anillo de Bmetil-lantionina en lugar del anillo de lantionina en la
molélula madura), ocasiona la pérdida casi completa de su actividad antimicrobiana
(Kuipers et al., 1996).

El anillo C es asimismo esencial para la actividad antimicrobiana, ya que la rotura
proteolitica entre Alal3-Leul6 (Chan et al., 1993, 1995b), conduce a la pérdida total de
actividad. El estudio de otros fragmentos derivados de la proteolisis de la nisina, ha
permitido identificar otros residuos importantes en su actividad. Por ejemplo, mientras
que la nisina 1-32 tiene actividad completa, el derivado nisina 1-29 (sin los residuos Iie30-
His31-Val32) conduce a una disminucién de su actividad en unas 30 veces (Chan er al.,
1993, 1995b). El fragmento de nisina 1-12 es de particular interés, puesto que siendo de
por si inactivo, antagoniza el efecto antibacteriano de la molécula de nisina completa
{Chan et al., 1995). Esto sugiere que los anillos A, B y C se requieren para la unién con
la célula, pero que otras partes del extremo carboxilo-terminal de la molécula se requieren
ademds para la formacidn de los poros. Queda por establecer si 1os anillos A, B y C estdn
implicados en la oligomerizacién de la nisina y/o en su unién a los fosofolipidos de la
membrana.

Segin el modelo de “cuiia”, la unién de la nisina se producirfa por interaccién
electrostitica entre la zona catibnica de la molécula y las cargas negativas de los
fosfolipidos de la membrana (Moll et al., 1996). Otros estudios han demostrado que la
carga positiva de la posicién 12 no es esencial para la actividad antimicrobiana. Por el
contrario, para que la actividad sea éptima los grupos imidazol de las His 27 y 31 deben
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estar protonados. La sustitucién de la His 27 por Asp (como ocurre en la nisina Z) o por
Lys, no altera la actividad antimicrobiana, aunque mejora su capacidad de difusién.

En resumen, puede considerarse que los anillos A, B y C estdn implicados en la
unién de la nisina a las células y en la oligomerizacion de la molécula, mientras que las
cargas positivas del extremo carboxilo-terminal son las responsables de su insercién en la
membrana para dar lugar a la formacién de poros (Moll ¢t al., 1996).

2.3.4. Resistencia e inmunidad

Existen tres tipos diferentes de resistencia a la nisina: la resistencia transferible, la
espontdnea y la inmunidad. La resistencia transferible a la nisina, observada en algunos
microorganismos, s un factor independiente no ligado genéticamente a la produccidon de
nisina. En algunos casos, los determinantes de la resistencia a la nisina se han encontrado
asociados a pldsmidos, como en L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis (pldsmido
pNP40, McKay y Baldwin, 1984) y en L. lactis subsp. lactis (plasmido pTR1040,
Klaenhammer y Sanozky, 1985; pldsmido pSFOl, von Wright er al., 1990). Los
determinantes de la resistencia a la nisina de los pldsmidos pNP40 y pSFO1 se han
clonado y expresado en cepas de L. lactis subsp. lactis. El andlisis de la secuencia del gen
de interés de pN40 revel6é un marco abierto de lectura que codifica una proteina de 319
aminodcidos (Froseth y McKay, 1991). De la secuencia de amino4cidos se ha sugerido
una ubicacién en la membrana, sin embargo, la funcién de esta proteina es, hasta la fecha,
desconocida. Una sonda de oligonucledtidos disefiada a partir de el gen de resistencia del
pNP40 no hibrid6 con fragmentos digeridos del ADN de la cepa productora de nisina L.
lactis ATCC 11454, lo que indica que este gen es distinto al que confiere la inmunidad en
la cepa productora (Froseth y McKay, 1991). La resistencia de este tipo estd generalmente
asociada a otras ventajas competitivas ¢omo la de la resistencia a bacteriéfagos (Dykes,
1995).

En otros organismos, la resistencia a la nisina estd mediada por la produccién de un
enzima reductasa que destruye a la nisina (nisinasa). La inactivacién de la nisina se
produce a consecuencia de la modificacién de uno o varios de sus residuos de
deshidroaminodcidos (Jarvis, 1970, Jarvis y Farr, 1971). Este enzima se ha descrito en
Lactobacillus plantarum, L. lactis subsp.lactis, L. lactis subsp. cremoris, Enterococcus
faecium, Leuconostoc sp., Staphylococcus aureus, Streptococcus salivarius subs.
thermophilus y varias especies del género Bacillus (Harris et al., 1992b).

Por otro lado, existe también una resistencia espontdnea que se observa cuando se
cultivan cepas sensibles a la nisina en presencia de cantidades subletales de ésta, lo que
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origina la aparicién de mutantes resistentes. En estos casos, la aparicién de resistencias
podria estar asociada a a la alteracién de ciertos componentes de la membrana o de la
pared celular, lo que evitarfa la adhesién o el funcionamiento de la bacteriocina (Dykes,
1995).

La inmunidad propiamente dicha a la nisina, es aquella que posee la cepa productora
para protegerse a si misma (Venema et al, 1995). La proteina de inmunidad estd
codificada en el operdn de la nisina por el gen nisl. Nisl es una lipoprotefna anclada en el
exterior de la membrana citoplasmética (Kuipers er al, 1993a). La clonacién y la
expresion del gen nisl en cepas de E. coli y de L. lactis determina la inmunidad de los
transformantes. a la nisina, aunque el mecanismo exacto de su actividad todavia no se
conoce con exactitud (Kuipers et al., 1993a; Engelke et al., 1994).

Recientemente, se han descrito otros tres genes relacionados con la inmunidad a la
nisina : nisF, E y G. El gen nisG codifica por una proteina hidrofébica que podria actuar
de una manera similar a como actian las proteinas de inmunidad frente a las colicinas, que
interaccionan directamente con las moléculas de colicina cerrando los poros creados por
estas bacteriocinas. Las protefnas NisE y NisF poseen una secuencia similar a la de los
transportadores tipo ABC, por lo que podrian transportar al lantibitico al exterior de la
célula (Siegers y Entian, 1995), aunque dicho mecanismo no ha sido todavia bien
evaluado.

Otros mecanismos de inmunidad, que incluyen la inhibicién de la adsorcitn a la
membrana o del ensamblaje de los poros, podrfan tambien contribuir al nivel total de
inmunidad. Potencialmente, todas las proteinas de la maquinaria biosintética tienen
afinidad por la nisina y podrfan, por tanto, interaccionar con ella. Estas proteinas forman
en su mayor parte un complejo localizado en la membrana de la célula productora. Se ha
observado que para conseguir un nivel de inmunidad equivalente al de la cepa salvaje, se
requiere la presencia de todos los componentes de la maquinaria biosintética. (Saris er al.,
1996).

2.3.5. Papel fisiologico de la nisina en las cepas productoras

Aunque gran cantidad de microorganismos poseen actividad bacteriocinogénica, el
papel concreto de las bacteriocinas en las poblaciones mixtas no estd todavia claro. La
ventaja competitiva que supone la produccién de bacteriocinas, se ha demostrado al
observar la predominancia de las cepas productoras de bacteriocinas en poblaciones
bacterianas modelo (in vivo e in vitro). Asimismo, el papel especifico de las cepas
productoras de nisina en los ecosistemas naturales estd todavfa sin determinar. Existen
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varias teorfas en cuanto al papel de la nisina en las cepas productoras (Hurst, 1981; de
Vuyst y Vandamme, 1994):

2.3.5.1. Papel como factor competitivg

Es evidente que la capacidad de producir compuestos antimicrobianos, que puedan
inhibir a otras bacterias que compitan por los mismos recursos, supone una ventaja dentro
de la poblaci6én bacteriana. La nisina asegura la dominancia del microofganismo productor
cuando compite con otros organismos. El hdbitat natural de los microorganismos
productores de nisina no se conoce con exactitud, aunque se sabe que forman parte de la
flora presente de forma natural en la leche cruda, junto con con otros lactococos ldcticos.
Segin Hirsch (1952), este nicho ecolégico es nuevo para estos microorganismos y surgié
a partir de la domesticacion de los animales productores de leche. Actmamente se cree que
el habitat original de los lactococos ldcticos productores de nisina eran las plantas (Harris
et al., 1992a). Al coincidir varias especies en este huevo sustrato, desarrollaron
mecanismos de competicién, de modo que L. lactis produce nisina y L. cremoris, también
presente en la leche, es el microorganismo més sensible a esta y, paralelamente, L.
cremoris produce diplococina y L. lactis es el microorganismo mds sensible a ella (Hirsch
y Grinsted, 1951; Hirsch, 1952). Ademds, el hecho de que las caracteristicas necesarias
para crecer en substratos licteos, como son la fermentacién de la lactosa, la actividad
protedsica y la resistencia a los fagos estdn codificadas en pldsmidos corrobora este
argumento (McKay, 1983).

2.3.5.2. Papel como regulador del crecimiento celular

Estudios realizados por Hurst (1981), sugieren que la nisina tiene una accidn
reguladora del crecimiento del microorganismo productor, participando activamente en el
comienzo y en el final del crecimiento. En las cepas no productoras de nisina, esta
funcién se supliria por otros péptidos (nisinoides) con caracterfsticas similares a la nisina
pero biolégicamente inactivos (Hurst, 1978).

2.4. Biosintesis de 13 nisina

Monitorizando mediante marcadores radiactivos la actividad bioquimica de las
células de Lactococus lactis subsp. lactis productoras de nisina, Hurst (1966a, b) observé
que la biosintesis de la nisina en un medio quimico definido no se inhibfa por la
mitomicina C, un inhibidor de la replicacién del ADN, pero sf por la actinomicina D, un
inhibidor de la sintesis de ARN, sugiriendo que la biosintesis de la nisina no dependfa del
ADN recién formado, pero s{ del ARNm. Ademds, los inhibidores de la biosintesis de
proteinas como el cloranfenicol, la puromicina o la terramicina (Hurst, 1966b; Ingram,
1970) y la clortetraciclina (Ingram, 1970), inhibfan la biosintesis de la nisina, tanto antes
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como después de su iniciacién. Estos resultados hicieron sospechar que la biosintesis de
la nisina no se realizaba mediante complejos multienzimdticos, como en el caso de los
antibidticos peptidicos, sino que se trataba de un mecanismo de sintesis ribosomal. Esta
hip6tesis se confirmé con los estudios realizados por Ingram (1969, 1970), que siguié la
incorporacién de los aminoécidos serina, treonina y cistefna marcados radioactivamente
en la biosintesis de la nisina, observando que aunque estos aminodcidos no estdn
presentes en la molécula madura de nisina, se incorporaban a la cadena polipeptidica
durante su biosintesis. El producto final era ademds sensible a los inhibidores de la
biosintesis de proteinas. Ingram concluy$ que los aminodcidos serina y cisteina, por un
lado, y treonina y cistefna por otro, eran los precursores en la formacién de lantionina y
b-metil-lantionina, respectivamente. Postulé que la serina, treonina y cisteina se
incorporaban inicialmente en un péptido precursor y, a continuacién, la deshidratacién de
las serinas en las posiciones 3, 5 y 33 y de la treonina en las posiciones 2, 8, 13, 23 y 25
daban lugar a la formacién de los amino4cidos o.,p-insaturados deshidroalanina y
deshidrobutirina respectivamente. Por otro lado, la adicién de la cisteina en la posicién 7
y las de las posiciones 11, 19, 26 y 28 al doble enlace de la dehidroalanina en la posicién
3 y a la dehidrobutirina en las posiciones 8, 13, 23 y 25, daba lugar a la formaci6n de los
anillos de lantionina y 3-metil-lantionina, respectivamente. Continuando con esta
hip6tesis, postulé un mecanismo de biosintesis de la nisina en dos pasos: en primer lugar,
la sintesis ribosomal de un precursor polipeptidico biol6gicamente inactivo de mayor peso
molecular, que contendria los aminodcidos normales, incluyendo las serina, treonina y
cisteina; a continuacién, este péptido precursor se convertiria en la molécula madura
biol6gicamente activa, por accién de uno o varios enzimas, que serfan responsables de la
deshidratacién de la serina y la treonina y de la formaci6n de los anillos tioéter (aunque
esta tltima reaccién también se podria dar espontdneamente (Weil et al., 1990).

En la actualidad, los avances en biologia molecular han permitido demostrar la
sintesis ribosomal de la nisina y la de otros lantibidticos a partir de moléculas precursoras
denominadas prepéptidos (Jung, 1991; Jung y Sahl, 1991), que posteriormente sufren
modificaciones post-traduccionales. Estas incluyen la modificacién de los aminodcidos y
la eliminacién de las secuencias lider (Kaletta y Entian, 1989). El precursor de la nisina A
(prenisina), es una molécula de 57 aminodcidos compuesta por una secuencia lider de 23
residuos, seguido de una secuencia de 34 aminoédcidos que se corresponde con la nisina
madura, excepto que contiene serina, treonina y cisteina en lugar de los aminodcidos
modificados correspondientes (Buchman et al., 1988; Kaletta y Entian, 1989; Dodd et al.,
1990). Los mecanismos de modificacién postraduccional hipotetizados por Ingram se han
confirmado a nivel molecular. Actualmente se considera que el primer paso en la
biosintesis de la nisina serfa la deshidratacién de serina y treonina en el prepéptido para



Introduccion

formar DHA y DHB y, a continuacién, la formacién de los anillos de lantionina y f3-
metil-lantionina por la adicién de los grupos sutfhidrilo de las cisteinas vecinas a los
dobles enlaces de DHA o DHB, seguido de 1a escisidn de la secuencia lider.

2.4.1. Localizacién y organizacion de los determinantes genéticos de la
biosintesis de la nisina.

El mecanismo molecular de la biosintesis de la nisina, es un fenémeno complejo en
el que no sélo participa el gen estructural, sino que también requiere de la presencia de
otros genes encargados de la modificacién de los aminodcidos, la eliminacién del péptido
lider, el transporte a través de la membrana citoplasmatica y el desarrollo de la inmunidad
o autoproteccién de la bacteria productora. En los ultimos afios se han descubierto y
secuenciado los genes responsables, observando que se encuentran préximos al gen
estructural, relacionados con éste y organizados, al menos en parte, en operones.
También se han identificado los productos de estos genes y sus funciones, en muchos
casos deduciéndolas por comparacién de su secuencia con la de otras proteinas
conocidas. A la organizacién de estos genes se le ha denominado en inglés gene cluster,
este término indica un grupo de genes relacionados, con varios promotores y
terminadores, localizados en varios operones. No obstante, para simplificar la
terminologia a partir de este momento hablaremos del operén de la nisina, teniendo en
cuenta que esta denominacién supone una simplificacién de este concepto y que no es
totalmente correcta.

El oper6én de la nisina tiene un tamafio aproximado de 11 kpb y comprende los
genes nisABTCIPRKFEG (Entian y de Vos, 1996). Estos genes, junto con al menos los
genes para el metabolismo de la sacarosa, se encuentran en transposones o elementos
genéticos transponibles de, aproximadamente, 70 kpb como el 725301 (Dodd er al.,
1990; Hom et al., 1991) o el Tn5276 (Rauch y de Vos, 1992a). El gen estructural (nisA),
que codifica el péptido precursor se sitia en ¢l extremo 5° del transposén, justo a 800 pb
de la secuencia de insercién, mientras el resto de los genes se localizan a continuacién y
se transcriben en la misma direccién (Jack et al., 1995) (figura 1.7.).

Inicialmente se contemplé una localizacién plasmidica de los determinantes
genéticos de la nisina (Kozak er al, 1973; 1974), puesto que las técnicas de curado de
pldsmidos aumentaban la frecuencia con la que diversas cepas de Lactococcus lactis
perdian la capacidad de producir la nisina. Sin embargo, el aislamiento de cepas
productoras de nisina carentes de pldsmidos (Davey y Pearce, 1982, Fuchs et al., 1975),
permitié que Steen et al., (1991) postulasen que el gen nisA debia estar localizado en el
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cromosoma de L. lactis subsp. lactis ATCC11454, ya que dicho gen hibridaba con
fragmentos de restriccién demasiado grandes como para encontrarse en un pldsmido.

La evidencia definitiva de que dichos genes se localizan en el cromosoma se obtuvo
tras clonar y caracterizar el gen estructural (nisA). El conocimiento de este gen y de las
secuencias de ADN adyacentes, facilité el disefio de sondas génicas. Fueron Dodd et al.
(1990), los que demostraron definitivamente la ubicacién cromos6mica de estos genes al
conseguir, a partir de una cepa de L. lactis no productora de nisina y carente de pldsmidos
(L. lactis MG1614), un transconjugante productor de nisina por conjugacién con una
cepa productora de nisina (L. lactis NCFB894). Mediante experiencias de hibridaci6n se
demostrd que el cromosoma de 1a cepa receptora carente de plasmidos, L. lactis MG1614,
habia adquirido un segmento de ADN que contenfa el gen nisA. La secuenciacion de este
gen, revel( 1a presencia de una secuencia de insercién 1S904 cerca del final del fragmento
de ADN incorporado, 850 pares de bases (pb) antes del gen nisA. El andlisis detallado de
fa relaci6bn genémica entre esta copia del IS904 y el gen nisA en diferentes
transconjugantes productores de nisina, proporcioné la primera prueba formal de la
localizacién fisica de los determinanies genéticos en el cromosoma de L. lactis. La
secuenciacién del fragmento de ADN localizado antes del IS904 identificé una repeticion
directa terminal de 6 pb (5°-TTTTTG-3") que definfa el extremo de un transposén
conjugativo de 70 kb denominado Tn5301. La electroforesis de campo pulsado (PFGE)
del ADN cromosémico digerido con Sma I, establecié con precisién el tamafio y la
localizacién cromosémica del Tn5301 en los transconjugantes productores de nisina
(Horn et al., 1991). Un andlisis de 10 transconjugantes distintos, derivados de una cepa
receptora a partir de varias donantes, mostraron la preferencia de dos zonas diana del
ADN cromosdmico, donde se integraria el transpos6n de la nisina.

Posteriormente, otros investigadores obtuvieron las mismas conclusiones con otras
cepas de L. lactis productoras de nisina. De esta manera, Rauch y de Vos (1992a.,b),
encontraron en la misma localizacién, un elemento pricticamente idéntico al IS904 en L.
lactis subsp. lactis NIZO RS, al que denominaron iso-1S904 o IS1068 y demostraron la
existencia de otro transposén conjugativo, Th5276, con una organizacién genética y unas
repeticiones directas terminales idénticas a las del 7n5301. Ambos transposones se
ajustan a la definicion de transposones conjugativos (Rauch y de Vos, 1992a), es decir,
son fragmentos de ADN que se insertan en diferentes lugares del cromosoma, codifican
funciones adicionales a las estrictamente requeridas para su transposicién y son
autotransmisibles.
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Existen dos circunstancias que claramente indican la unién genética existente entre la
produccion de nisina y la capacidad de fermentar la sacarosa. En primer lugar, en las
experiencias de curado siempre se pierden la capacidad de fermentar la sacarosa y la de
producir nisina conjuntamente (Leblanc et al., 1980; Gasson, 1984; Gondlez y Kunka,
1985; Steele y McKay, 1986; Tsai y Sandine, 1987). En segundo lugar, ambos fenotipos
se transfieren conjuntamente por conjugacion desde diferentes cepas de L. lacfis subsp.
lactis productoras de nisina a otras receptoras de la misma especie, incluyendo la variedad
diacetylactis (Gasson, 1984; Gonzdlez y Kunka, 1985; Steele y McKay, 1986; Broadbent
y Kondo, 1991; Rauch y De Vos, 1992a) y a otras cepas de L. lactis subsp. cremoris
(Steele y McKay, 1986; Broadbent y Kondo, 1991). Las experiencias de curado y
conjugacién han demostrado también la presencia de otra informacién genética asociada a
dichos caracteres, como es la resistencia a bacteriéfagos (Broadbent y Kondo, 1991;
Gireesh et al., 1992; Gonzdlez y Kunka, 1985) y la produccién de la NS5-
(carboxietil)ornitina sintetasa (Donkersloot y Thompson, 1990), aunque este iltimo
cardcter no parece estar presente en todas las ocasiones (Thompson et al., 1991).

2.4.1.1. Gen estructural nisA 'y su producto (prepronising)

Tres grupos de investigacion independientes secuenciaron y clonaron, casi
simultdneamente, el gen estructural de la nisina (nisA), a partir de tres cepas distintas de
Lactococcus lactis (Buchman et al., 1988; Dodd et al., 1990; Kaletta y Entian, 1989). La
estrategia de los tres grupos fue similar, basdndose en el empleo de sondas de
oligonucledtidos degenerados, disefiadas a partir de la secuencia aminoacidica de la nisina
propuesta por Ingram (1970). En los tres casos la secuencia del gen nisA era idéntica
aunque se observaron ciertas diferencias en las secuencias adyacentes. Como ya hemos
indicado, el gen estructural (risA) que codifica el péptido precursor se sitiia en el extremo
57 del transposén, justo a 800 pb de la secuencia de insercién.

El gen estructural da lugar al prepéptido de 57 aminoécidos denominado prenisina,
que consiste en una secuencia lider de 23 residuos en el extremo N-terminal seguida de la
pronisina, de 34 residuos. La pronisina coincide totalmente con el modelo postulado por
Ingram (1970), mientras las modificaciones post-traduccionales ocurren exclusivamente
en la zona del propéptido (Jack et al., 1995).

Mediante mutaciones de determinados resfduos de la secuencia del lider se ha
observado que algunos de ellos son esenciales en la biosintesis de la nisina. De este
modo, modificaciones en la zona de corte (especialmente a nivel -1 y -4) afectan al
procesado de la molécula, e impiden que se produzca la separacién del propéptido,
originando la acumulacién extracelular del péptido precursor inactivo, que puede ser
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activado por rotura enzimética con tripsina, liberando la nisina activa (van der Meer er al.,
1994). Dichos resultados sugieren que la separacién de la secuencia lider es el dltimo
paso en la maduracién de la nisina, y que es necesaria para liberar el péptido activo. Por
otro lado, mutaciones en los residuos de las posiciones -15, -16 o -18 impiden que se
detecte Ia secrecién o acumulacién intracelular de la nisina o de sus precursores, lo que
sugiere que participan en la biosintesis de la nisina y podrian interaccionar con los
enzimas de la maduracién y/o con el sistema de transporte (van der Meer, 1994). Dichos
residuos parecen, por lo tanto, esenciales para que actie la maquinaria biosintética. Se
han obtenido también quimeras constitufdas por el lider de la subtilina con ¢l propéptido
de la nisina. En este caso, la maquinaria biosintética, con la excepcién de la proteasa,
reconoce el péptido hibrido y origina moléculas de nisina madura, aunque con el péptido
lider unido a ellas (Kuipers et al., 1993b). Sin embargo, al intentar el efecto contrario
(unir el lider de la nisina con el propéptido de la subtilina) no se obtuvieron moléculas
maduras de subtilina (Rintala ez al., 1993).

2.4.1.2. Genes relacionados con la maduracion (nisB v nisC) v sus productos

A 108 pb de la terminacidn del gen nisA se encuentra el inicio de otro marco abierto
de lectura que corresponde al gen nisB (Buchman er al., 1988; ; Dodd er al., 1990;
Kaletta y Entian, 1989). Este gen codifica una proteina de 993 aminodcidos y 117,5 KDa
en L. lactis 6F3 (Engelke er al., 1992) o de 852 amino4cidos y 100,5 KDa en L. lactis
ATCC11454 (Steen et al., 1991). A pesar de la diferencia de tamaiio, no existen
diferencias significativas en la produccién de nisina en las dos cepas, lo que sugiere que
el extremo C-terminal de la protefna NisB no juega un papel fundamental en la
biosintesis. En ambos casos, antes del codén de iniciacién ATG siempre se encuentra, a
una distancia adecuada, una secuencia de Shine-Dalgarno 5"-GAGAGG, que actuaria
como promotor. La proteina NisB comparte notables homologias con las proteinas de
lantibidticos similares, como la SpaB (Chung y Hansen, 1992; Klein et al., 1992) y EpiB
(Schnell ez al., 1992).

A continuacion del gen nisB se encuentra el nisT y solapado con su extremo 37se
encuentra el nisC. Este dltimo codifica una proteina (NisC) de 414 aminodcidos con un
peso molecular de 47,3 KDa. Este gen posee homologias significativas con los genes
spaC (Klein et al., 1992) y epiC (Augustin et al. ,1992;Schnell et al, 1992), de los
operones de la subtilina y epidermina, respectivamente.

Las proteinas NisB y NisC no muestran homologias con otras proteinas presentes

en las bases de datos, salvo con los productos de genes similares en microorganismos
productores de otras bacteriocinas, lo que sugiere que participan en procesos
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biocataliticos no descritos anteriormente, por esto se pensé que estos genes podrian ser
los responsables de las modificaciones post-traduccionales de la nisina. De hecho,
estudios realizados con mutantes demostraron que alteraciones del gen nisB o del nisC
eliminan totalmente la produccién de nisina (de Vos et al., 1995; Kuipers et al., 1993;
1995; Siegers et al., 1996). Este efecto podria ser el resultado del fallo en el sistema de
autorregulacién de la nisina, que, como veremos posteriormente, requiere la presencia de
nisina madura en el medio para inducir la expresién de todos los genes del operén. La
existencia de alteraciones de los genes citados origina el cese temporat de la produccién de
nisina madura y como cesa el efecto inductor, cesa también la transcripcién de los genes,
como lo demuestra la ausencia de ARNm nisA y no se produce la nisina madura (Kuipers
et al., 1995). Sin embargo, dicho efecto se elimina si se afiade nisina madura en el medio
para inducir la expresion del gen nisA. No obstante, al hacer esto en este caso, tampoco
se observa la produccién de nisina madura en los mutantes, lo que sugiere que dichos
genes parecen ser esenciales en la maduracidn .

El mecanismo por el que las protefnas NisB y NisC catalizarfan las reacciones de
deshidratacién y formacién de las uniones tioéter, todavia no se ha determinado
completamente, si bien estudios similares con el lantibi6tico Pep3 sugieren que la proteina
PepB es responsable de la deshidratacién de los aminodcidos, mientras que la PepC se
encargaria de catalizar la formacién de los anillos tioéter a partir de los residuos
deshidratados y la cisteina (Meyer et al., 1995). La homologia de estas proteinas con las
NisB y NisC pemmiten sospechar que el proceso de maduracién de la nisina sea similar.
También existe una cierta similaridad entre la protefna NisB y la IlvA de E. coli, una
trefna deshidratasa, lo que confirmarfa la hip6tesis de una funcién deshidratasa de la
proteina NisB (Gutowski-Eckel et al., 1994),

Empleando vesfculas de L. lactis y mediante estudios de co-sedimentacion, se
observé que la proteina NisB cosedimenta con la fraccién vesicular y dnicamente puede
separarse de ésta tras un tratamiento con dodecil sulfato sédico (SDS). Ademds los
andlisis por transferencia de proteinas (Western blot) mostraron que la proteina NisB se
encuentra estrechamente unida a la fraccidn vesicular de L. lactis (Engelke et al., 1992).
Dichos resultados sugieren que esta proteina se encuentra asociada a la membrana
citoplasmdtica, como indica su naturaleza hidrof6bica, por lo que la biosintesis de la
nisina podria localizarse en este lugar, al igual que sucede con otros lantibidticos (Schnell
et al. 1988). El anclaje de la proteina NisB se localiza en el lado citoplasmdtico de la
membrana celular.
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Recientemente, la coinmunoprecipitacién del prepéptido con las protefnas NisB y
NisC sugiere que ambas proteinas se encuentran asociadas en la membrana celular,
formando un complejo multimérico denominado lantionina-sintetasa, que catalizaria la
maduracién de la nisina (Siegers et al., 1996). Ademds, también se ha evidenciado la
interaccién fisica de NisC con el transportador NisT. El complejo lantionina-sintetasa,
estaria por 1o tanto formado por la protefna NisB, al menos dos unidades de NisC vy,
ademds, otras dos unidades del transportador NisT (Siegers et al, 1995). En los estudios
de co-inmunoprecipitacién, se ha observado que al interaccionar NisA con NisB, la
regi6n del lider queda enmascarada al estar probablemente envuelta en la interaccién con
NisB. Posiblemente, el lider es necesario para el reconocimiento de NisA por la proteina
NisB, mientras que la unién de NisA con NisC se realiza en la region del propéptido.

La nisina ejerce su mecanismo de accién fuera del microorganismo productor, por lo
que es necesario que, una vez sintetizada, sea expulsada al exterior a través de la
membrana citoplasmadtica, este papel lo realiza Ia proteina NisT. El gen nisT se localiza a
continuacién del codén de terminacién del nisB. El marco abierto de lectura comienza con
un codén de iniciacién ATG precedido por una secuencia 5-TGAGGA, que podria actuar
como lugar de unién al ribosoma. Ademds, en las posiciones -10 y -35 que preceden a
este gen existen regiones que podrian actuar potencialmente como promotores (Engelke et
al., 1992).

El gen nisT codifica una proteina de 600 aminodcidos y 69 KDa, denominada nisT.
Esta proteina tiene una homologia del 43,8% con la proteina SpaT, involucrada en la
biosintesis de la subtilina (Engelke et al., 1992; Kaletta et al., 1991b; Klein et al., 1992).
La inactivacién del gen spaT ha proporcionado evidencias acerca de su papel en el
transporte de la subtilina, ya que los mutantes resultantes producen subtilina pero su
crecimiento cesa mucho antes y sufren fenémenos de agregacién, formando estructuras
micelares, debido a la acumulacién intracelular de la subtilina por defectos en el sistema
de transporte (Klein ez al., 1992). En esta misma linea, se ha observado que la expresién
de NisT en E. coli resulta muy t6xica para éste, 1o que sugiere que esta proteina interfiere
notablemente con el metabolismo celular (Engelke et al., 1992). Por otro lado, una
deleccion en este gen elimina la produccién de nisina, aunque se detecté actividad en los
lisados celulares (de Vos et al., 1995, Qiao y Saris, 1996). Al complementar la cepa
mutante con un pldsmido portador del gen nisT, se recuperd la capacidad de producir
nisina. Todo ello sugiere que NisT es la proteina encargada del transporte, y que la
maduracién del lantibidtico es independiente de este sistema.
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La protefna NisT, al igual que 1a SpaT pertenece a la familia de los transportadores
del ipo ABC, ATP-dependientes (Engelke et al., 1992; Kuipers et al., 1993a). Este tipo
de protefnas transportadoras presentan dos dominios: una zona N-terminal, que se
expande a través de la membrana y un dominio citopldsmico en el extremo C-terminal
donde se produce la unién con el ATP, que proporciona la energfa necesaria para el
transporte (Higgins, 1992; Fath y Kolter, 1993) y que contiene la secuencia consenso
Gly-Xaa-Gly-Lys-Ser-Thr. El dominio responsable de la unién con el sustrato todavia no
se ha identificado.

2.4.1.4. Gen responsable de la separacion de la secuencia lider: nisP

El gen nisP se encuentra a un par de bases del final del nisI (Engelke et al., 1994,
Van der Meer et al., 1993). Comienza con un codén GTG, inusual en L. lactis, precedido
a 6 pb por un lugar de unién al ribosoma AGGA y codifica una proteina (NisP) de 682
aminodcidos y 74 KDa. NisP posee una homologia del 42% con la proteina EpiP, que
participa en la maduracién de la epidermina. La secuencia aminoacidica de NisP en L.
lactis NIZO RS y L. lactis 6F3 muestra una pequefia diferencia de un aminoécido (Van
der Meer et al., 1993; Engelke et al., 1994), aunque esta diferencia no es importante para
su actividad.

La bisqueda de proteinas homélogas en las bases de datos, ha mostrado que NisP
posee caracteristicas tipicas de las serina-proteasas, especialmente de las del grupo de la
subtilisina (Van der Meer et al., 1993; Engelke et al., 1994). Los aminodcidos
caracteristicos de los lugares activos y cataliticos de dicho grupo, también estdn
fuertemente conservados en NisP. El extremo C-terminal podrfa actuar como anclaje en la
membrana celular, sugiriendo que NisP se localiza en el exterior de la célula y unida a ella
(Van der Meer, 1993). La secuencia primaria de NisP tiene las caracteristicas tipicas de
una preproproteina (Van der Meer et al., 1993), lo que implica que NisP se sintetiza como
una protefna precursora y, a continuacién, se exporta a través de las envolturas celulares.
La pro-NisP tendria que sufrir una maduracién posterior para convertirse en una proteasa
activa.

El sobrenadante de una cepa de L. lactis defectiva en el gen nisP no contenfa nisina
(Van der Meer et al., 1993), pero presentd un péptido de mayor tamafio molecular, que al
ser analizado resultd ser la nisina madura unida a la secuencia lider. Ademds, al incubar
este péptido con membranas celulares que contenfan la proteina NisP activa, se liber6 Ia
nisina madura, que conservaba su actividad antimicrobiana correspondiente. Por otro
lado, la expresion de NisP en E. coli hidrolizé la prenisina, cuando ésta se afiadié al
sobrenadante. Estos resultados indican que la activacién proteolitica extracelular de la
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prenisina por la proteina NisP es el ultimo paso en la biosintesis de la nisina, y que uno
de los papeles de la secuencia lider es la de mantener el prepéptido inactivo en ¢l interior
de la célula.

La estructura tridimensional del dominio catalftico de ias serina-proteasas del tipo de
la subtilisina esti muy conservada (Siezen et al., 1991), esto ha permitido realizar
estudios de modelado molecular basados en la homologia de las estructuras
tridimensionales de la NisP con otras serina-proteasas. De este modo, se ha observado
que la secuencia de aminodcidos del lugar de procesado de la prenisina, encaja
especificamente en la regién de unién al substrato de la proteina NisP, siendo las zonas
m4s importantes para la interaccién la carga positiva de la posicién Argl (que interacciona
i6nicamente con uno o dos residuos de Asp del centro activo del enzima) y el residuo
hidrofébico de Ala* (que interacciona hidrofébicamente) (Siezen er al., 1995). Esto se ha
podido comprobar porque las mutaciones en los residuos Arg! y Ala* impiden la
separacién del lider de la nisina madura (Van der Meer et al., 1994). Por otro lado,
también se ha observado que cerca de la zona de unién con el sustrato existe una zona
muy rica en aminodcidos arométicos, que podrfa estar implicada en la unién a la
membrana celular o a otras proteinas de membrana, como la NisT, formando parte de un
complejo biosintético. Otra posibilidad es que esta zona podrfa servir como regién de
reconocimiento y unién al extremo hidrofébico C-terminal del precursor de la nisina, que
se corresponde con el péptido modificado.

Por otro lado, al sustitufr la secuencia lider de la nisina por la de la subtilina, esta
quimera se transportd eficientemente al exterior de la célula pero NisP no fue capaz de
reconocer a la molécula y romperla, probablemente por la presencia de una Gln en la
posicion -1 (Kuipers et al., 1993b). Curiosamente, la proteina NisP actia como receptor
para otro lantibi6tico, la camocina UI49, de tal modo que, en comparacién con otras
bacterias l4cticas, las cepas de L. lactis productoras de nisina son aproximadamente 10
veces mds sensibles a esta bacteriocina (Stoffels er al., 1993; 1994),

2.4.1.5. Genes responsables de la inmunidad: nist. nisE nisF v nisG

El primer gen descrito implicado en la inmunidad de la nisina fue el nisl. Este gen se
sitda a continuacidén del nisC y su inicio se solapa con el codén de terminacién de este
tltimo (Engelke ez al. 1994; Kuipers et al., 1993a). El inicio del gen nisI estd precedido
de un lugar de unién al ibosoma TGAAAGGAGG que coincide con el lugar consenso de
unién del ribosoma para L. lactis (Van de Guchte et al., 1992). Este gen codifica una
lipoproteina (Kuipers et al., 1993a; Qiao et al., 1995) de 245 aminodcidos y 27,8 KDa,
incluyendo en su extremo N-terminal lo que parece ser una secuencia seital de 19
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aminodcidos, andloga a la presente en otras lipoproteinas. Las lipoprotefnas bacterianas
_constituyen un grupo de protefnas que se anclan a la membrana citoplasmdtica o a la pared
celular mediante su fraccién lipidica, mientras los lipidos estdn unidos covalentemente al
residuo de cisteina situado en el extremo N-terminal de la proteina excretada (Wu y
Hayashi, 1986). El extremo N-terminal de Nisl posee la estructura tripartita tipica de los
péptidos sefial, con un radical -NH? cargado positivamente, un niicleo hidrofébico y un
lugar de ruptura (Von Heijne, 1988). Esta proteina es muy similar a la Spal, que regula la
inmunidad de la subtilina, ambas presentan un extremo hidrofébico N-terminal con una
secuencia sefial y una Cys en la posicién +1 en la zona de rotura para la peptidasa II,
tipica de las lipoproteinas bacterianas (Kuipers et al., 1993a; Klein y Entian, 1994). El
extremo C-terminal es mds hidrofilico y parece que sobresale hacia el exterior de la
membrana citoplasmatica. Dicha proteina se modifica a lipoproteina y se ancla en la
membrana de la célula hacia el exterior, una vez que se ha eliminado la secuencia sefial
(Saris er al., 1996). No se ha encontrado homologia de esta proteina con las presentes
hasta la fecha en las bases de datos, excepto por la secuencia sefial para la peptidasa II,
altamente conservada.

Existen evidencias de que esta proteina estd relacionada con la inmunidad de la cepa
productora, ya que la transformacién del gen responsable de su produccién en una cepa
sensible no productora de nisina (L. lactis MG1614), incrementa notablemente su
inmunidad (Engelke et al., 1994), aunque ésta nunca llega a ser del nivel de las cepas
productoras. La expresién del gen responsable en E.coli, también produce cierta
resistencia en las células sensibilizadas previamente con EDTA (Kuipers et al., 1993a).
Ademds, las mutaciones del gen nisI en las cepas productoras de nisina, no afectan a su
produccién, pero incrementan considerablemente la sensibilidad de éstas a la nisina
(Siegers y Entian, 1995). En una cepa productora, modificada en el gen nisA (cepa
NZ9800) y deficiente en la produccién de nisina, se observé una resistencia diez veces
menor a la nisina A que en la cepa salvaje. S6lo se obtuvo un nivel de inmunidad
equivalente al de la cepa salvaje cuando dicha cepa se complement$ con un pldsmido
portador del gen estructural nisA o del nisZ (Kuipers et al., 1993a). Se ha observado
también, que mutantes de las cepas productoras que producen nisina en menor cantidad o
no la producen, muestran también diferentes niveles de inmunidad, coincidiendo el mayor
nivel de inmunidad con la mayor produccién (Rauch et al., 1991). Estos resultados
sugieren que la produccién de nisina es un requisito necesario para alcanzar un nivel
adecuado de inmunidad, probablemente porque la propia nisina participa en la regulacién
de su expresién y su presencia estimula la expresién de otros genes del mismo operén,
incluido el de la inmunidad.
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El mecanismo por el que la proteina Nisl ejerce su accién protectora, todavia no se
conoce con exactitud. Considerando su naturaleza lipoproteica, probablemente se adsorbe
al exterior de la membrana celular y confiere la resistencia al interaccionar directamente
con el lantibidtico o al impedir la asociacidn de las moléculas de nisina para formar los
poros que alteran la membrana plasmaética (Entian y de Vos, 1996).

Sin embargo, se ha observado que en cepas inicialmente sensibles a la nisina, aun
produciendo niveles de proteina Nisl equivalentes a los de la cepa salvaje, el nivel de
inmunidad no es equiparabie entre ellas, lo que sugiere que deben existir otras proteinas
adicionales que también participan en la inmunidad (Saris et al., 1996). Recientemente, se
han descrito otros genes que podrian estar relacionados con la inmunidad, denominados
nisF, nisE y nisG (Siegers y Entian, 1995). Dichos genes son muy similares a los
descritos spaF y spaG, que parecen participar en la inmunidad de las cepas de Bacilus
subtilis productoras de subtilina (Klein y Entian, 1994; Entian y de Vos, 1996) y se
localizan al final del operén de la nisina, aproximadamente a 12 kb del gen estructural,
donde parece que constituyen un operdn separado del resto de los genes de la maquinaria
biosintética (Saris ez al., 1996).

El gen nisF codifica una proteina de 225 aminoédcidos y un peso molecular de 24,7
KDa. El marco de lectura del nisF comienza a 102 pb del final del nisK y se inicia con un
codén ATG; antes de este gen se localizan regiones promotoras similares a otras
previamente descritas en L. lactis (Van de Guchte et al., 1992), lo que sugiere que dicho
gen posee su propio promotor. Ademds, la regidn no codificante entre los genes nisK y
nisF contiene una repeticién inversa de 16 pb, que puede formar un bucle y servir, por lo
tanto, como finalizador de la transcripcién del nisK (Siegers y Entian, 1995). Por tanto,
los genes nisFEG parecen formar un oper6n aparte de los nisABTCIPRK, aunque no es
independiente de ellos.

Inmediatamente después del gen nisF se encuentra el gen nisE, que codifica una
protefna de 247 o 242 amino4cidos, segdn cudl de los codones AGT de la secuencia se
considere como coddn de iniciacién. Las secuencias de NisF y NisE son muy similares a
los extremos amino y carboxilo de la SpaF, respectivamente y parecen funcionar, al igual
que esta, como transportadores de tipo ABC.

El gen nisG se superpone al extremo 3°del nisF y codifica una proteina de 241
aminoécidos y 24,2 KDa, que es muy hidrofébica y similar a las protefnas implicadas en
la inmunidad a las colicinas. Estas protefnas son también muy hidrofdbicas y presentan
tres 0 cuatro dominios que interaccionan con la membrana. Parece ser que dichas
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protefnas participan en la inmunidad porque actian interaccionando con los dominios
formadores de canales (Pugsley, 1988; Song y Cramer, 1991), la semejanza de estas
proteinas con la NisG hace pensar que ésta posee una funcién similar.

Las mutaciones en los genes nisFEG ocasionan un incremento en la sensibilidad a la
nisina (Siegers y Entian, 1995), aunque dichos mutantes son capaces de sobrevivir a los
niveles relativamente altos de nisina que producen, lo que significa que estas cepas son,
por definicién, inmunes. Sin embargo, algunos mutantes son mds sensibles que la cepa
salvaje a la nisina afiadida exégenamente, lo que sugiere que el grado de inmunidad de
estos microorganismos s¢ adapta a la cantidad de nisina que producen. Existe de nuevo
una clara correlacién entre el nivel de nisina producido y el grado de inmunidad
alcanzado, lo que probablemente se debe a un efecto del sistema de autorregulacién. De
ahi que las cepas mutantes que producen menor cantidad de nisina presenten a su vez una
menor transcripcién de todos los genes del operén y, por lo tanto, una menor inmunidad
cuando se comparan con otras cepas productoras de cantidades elevadas de nisina, como
es el caso de las cepas salvajes. Estos resultados hacen dificil extraer conclusiones acerca
de si una proteina participa en la inmunidad, en el caso de las cepas que presentan niveles
inferiores de inmunidad pero que también producen menores cantidades de nisina, puesto
que los niveles de las otras protefnas implicadas en la biosfntesis van a ser menores (Saris
et al., 1996).

Algunas experiencias realizadas recientemente, contradicen el papel de las proteinas
NisFEG en la inmunidad. Asi por ejemplo, la cepa mutante F17332 (Dodd et al., 1992)
no productora de nisina tiene un nivel de inmunidad equivalente al de la cepa salvaje,
probablemente debido a la transcripcién de los genes nisBTCIPRK por accién del
promotor IS905. Considerando la necesidad de la produccién de nisina para la
transcripcion del operén nisFEG (Saris et al., 1996), esta cepa no deberfa transcribir
dichos genes, sin embargo, es totalmente inmune a la nisina (Dodd et al., 1992).

Duan et al., (1996) han descrito en la cepa no productora de nisina L. lactis M189,
la coexistencia de dos mecanismos diferentes que determinan su resistencia a esta
bacteriocina. Por un lado, posee un pldsmido no conjugativo (pND301), con el gen de la
resistencia a la nisina presente en otros microorganismos y ya descrito por Froseth y
McKay (1991} y, por otro lado, posee otro pldsmido conjugativo (pND300), que confiere
resistencia a esta bacteriocina por un mecanismo distinto, puesto que su secuencia carece
del gen responsable de la resistencia presente en el pldsmido pND301, y del gen nisl, que
confiere la inmunidad. Un andlisis de dicha secuencia ha revelado la presencia de los
genes nisF, nisE y nisG, lo que hace suponer su implicacién en la resistencia de esta
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cepa. Esta es la primera vez que se describe la presencia de estos genes aisladamente de
los del oper6n de la nisina. Por lo tanto el papel de estos genes en la inmunidad todavia
no estd totalmente determinado, puesto que algunas experiencias sugieren la implicacién
de estos genes en la inmunidad (Siegers y Entian, 1995; Duan et al., 1996), pero otros la
contradicen (Dodd et al., 1992; Saris, 1996).

A pesar de 1a similitud entre las proteinas que confieren la inmunidad a la nisina y a
la subtilina, tanto en su secuencia aminoacidica como en sus propiedades generales, no
existe inmunidad cruzada entre ellas, de forma que las cepas productoras de nisina son
sensibles a la subtilina y viceversa (Sahl et al., 1995), lo que demuestra la especificidad
del mecanismo inmune. La inmunidad cruzada sélo se ha observado en el caso de las
variantes naturales, como la nisina A y la nisina Z (de Vos er al., 1993).

En resumen, la localizacién de la proteina Nisl sugiere como mecanismo de
inmunidad la inhibici6n en la formacién de poros por interaccidn proteica en la superficie
de la célula, aunque la actividad de la proteina Nisl parece requerir la asistencia de otras
protefnas. El empleo de transportadores, tanto hacia dentro como hacia el exterior de la
célula, podria ser un mecanismo adicional de inmunidad para la nisina, reduciendo lo
suficiente el nivel de nisina ¢n la membrana como para inhibir la formacién de los poros.
Como se ha propuesto para la subtilina, este transportador podria transportar la
bacteriocina que interacciona con la membrana al interior de la célula, donde sufriria una
degradacién intracelular (Klein y Entian, 1994). Queda por dilucidar si este transportador
actuarfa también de modo similar al NisT, transportando los precursores al exterior de la
célula. De ser asi, ello explicarfa el fenotipo productor de subtilina en un mutante con un
gen spaT afuncional (Klein et al., 1992).

QOtros mecanismos de inmunidad, como la inhibicién de la adsorci6n en la
membrana o del ensamblaje de las moléculas para formar los poros, podrian contribuir al
nivel total de inmunidad. Potencialmente, todas las proteinas de la maquinaria biosintética
tienen afinidad con el lantibiético y podrian interaccionar directamente con €l, ya que
forman mayoritariamente un complejo localizado en la membrana. Un nivel de inmunidad
equivalente al de las cepas salvajes, requiere un complejo biosintético completamente
funcional. No se excluye, por tanto, la posibilidad de que existan otras proteinas, ain no
descritas, implicadas en la inmunidad (Saris er al., 1996).

2.4.1.6. Regulacion de la biosintesis v genes implicados: nisR v nisK
La regulacién de la biosintesis de la nisina se realiza por las proteinas NisR y NiskK.
Estas dos proteinas forman el llamado sistema regulador de dos componentes, que
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pertenece a una familia de reguladores de respuestas ambientales que participan en
procesos tales como la regulacién de la esporuiacién, la osmoregulacién o la anaerobiosis
y se encuentran tanto en bacterias Gram-positivas como en las Gram-negativas. Estos
sistemas constan de una histidina kinasa unida a la membrana celular, que responde a un
estimulo exterior mediante la autofosforilacién de un residuo de His en el dominio C-
terminal. El grupo fosfato se transfiere a continuacién a un residuo de 4cido aspdrtico del
correspondiente regulador de respuesta, que generalmente actia a nivel del ADN,
activando la transcripcién (Msadek er al., 1993). En este caso, la diana para este
regulador seria el promotor del gen nisA y, recientemente, se ha demostrado que la seiial
que activa este sistema es la propia nisina madura (Kuipers et al. ,1995; Qiao et al.,
1996).

El gen nisR se encuentra a 49 pb del coddn de terminacién del nisP (Van der Meer et
al., 1993) y se inicia con una secuencia donde se observan tres posibles codones de
iniciacién. La opini6n generalizada es que la NisP se compone de 229 aminoécidos, ya
que uno de los codones, el AGT, es €l normalmente empleado por L. lactis como cod6n
de iniciacién (Van der Meer et al., 1993). La NisR posee una gran homologia con ¢l
regulador de respuesta SpaR del operén de la subtilina (Klein et al, 1993) y el mayor
grado de identidad con otros componentes reguladores de sistemas de traduccién
sensorial ocurre en los 110 residuos del extremo N-terminal. Los aminodcidos activos se
encuentran conservados en todos los miembros de esta familia y en el caso de la NisR,
por comparacién de secuencias, corresponderfan a los residuos Aspl0, Asp33 y Lys102,
La Asp53 serfa el lugar de fosforilacién para la correspondiente histidina kinasa (Sanders
y Koshlands, 1988).

Solapando al gen nisR se encuentra el nisK, que se inicia con un codén ATG y
codifica una proteina (NisK) de 447 aminoécidos y 51,3 KDa (Engelke er al., 1994; Van
der Meer et al., 1993). La proteina NisK muestra una gran similitud con las histidina
kinasas de los sistemas reguladores de dos componentes. Las homologfas se presentan en
la regién C-terminal. Dichos segmentos mantienen conservado un residuo His, en el que
se produce la autofosforilacién (His238 en NisK), un residuo Asp (Asp349 en NisK) y
un fragmento rico en glicina en el extremo C-terminal (del aminodcido 380 al extremo C-
terminal de la NisK). La protefna NisK posee también homologia con la SpaK de B.
subtilis, de funcién similar, con la que muestra gran similitud en su perfil de
hidrofobicidad (Engelke er al., 1994): ambas moléculas presentan en sus regiones N-
terminales dos fragmentos hidrof6bicos separados por un fragmento hidrofilico, siendo
sus extremos C-terminales hidrofilicos. Los dos fragmentos hidrofébicos son posibles
dominios situados en el interior de la membrana citoplasmdtica, mientras que la regién
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hidrofilica intercalada se corresponderfa con el dominio sensor extracelular. La region
hidrofilica C-terminal, podria ser el dominio de traducci6n de sefial con actividad kinasa
(Engelke et al., 1994).

Cuando los genes nisABTCIR se encuentran en un pldsmido multicopia en una cepa
receptora no productora de nisina, se observa la produccién del precursor de la nisina, lo
que indica que la sobreexpresién del gen nisR por sf sola es suficiente para activar la
transcripcion de nisA y de los genes subsiguientes (van der Meer er al., 1993). Sin
embargo, cuando en un pldsmido multicopia sélo se encuentran los genss nisABTCI, no
se observa la transcripcién del gen nisA (Kuipers et al., 1993a).

Kuipers et al. (1995) han demostrado que es la propia nisina madura la que induce
la transcripcién de su propio gen estructural y de los genes subsiguientes, mediante un
mecanismo de traduccion de la sefial, al actuar sobre el sensor histidina kinasa NiskK. Para
demostrarlo, Kuipers contruyd un mutante con una deleccién de 4 pb en el gen estructural
nisA (AnisA), lo que anul6 la transcripcién de este gen y la produccién de nisina y redujo
la inmunidad de la cepa a niveles basales. Sin embargo, al afiadir pequefias cantidades de
nisina al medio extracelular, se consiguié la transcripcion del gen nisA. La cantidad del
transcrito dependi6 de la cconcentracién de nisina afiadida. Otros péptidos también fueron
capaces de inducir la transcripcidn, como la nisina Z y varios mutantes de la nisina Z, asi
como la nisina Z madura unida a la secuencia lider de la subtilina. Estos experimentos
sugieren que la parte modificada del lantibidtico juega un papel fundamental en el proceso
de induccidn, especialmente los residuos modificados del extremo N-terminal de la
molécula. Otros péptidos relacionados como el precursor de la nisina de 57 aminod4cidos,
la subtilina, la lacticina 481, el Pep5 y la lactococina A no indujeron la sintesis de nisina.

Un andlisis de los requerimientos estructurales de la sefial externa, empleando
fragmentos de nisina procedentes de digestién enzimdtica y variantes genéticas, ha
revelado que se necesitan al menos los 12 residuos del extremo N-terminal para producir
la inducci6n, siendo esencial que el anillo A esté intacto. Las modificaciones en la
molécula también influyen a su capacidad de induccién (Dodd er al., 1996a). Asimismo,
la inactivacidn insercional del gen nisK elimina la inducibilidad y la transcripcién de nisA,
lo que indica que NisK es esencial en el mecanismo de traduccién de seiial, al
interaccionar probablemente con la propia nisina (Kuipers et al., 1995; Qiao et al., 1996).

El mecanismo de autoregulacién previamente descrito podria interpretarse de varias

maneras: (1) en primer lugar, para ahorrar energia, ya que al controlar la expresién de la
totalidad de los genes, cualquier disfuncién en unc de ellos anularia la sintesis del
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inductor y, por lo tanto, la expresién de todos los genes biosintéticos, (2) para alcanzar
los niveles de inmunidad en respuesta a los altos niveles de nisina producidos por las
c€lulas vecinas, es decir, para amplificar la respuesta a las seftales ambientales o (3) para
promover la comunicacién célula a céhula, lo que permite la produccién de altas cantidades
del péptido antimicrobiano en una accién concertada, disminuyendo por consiguiente la
aparicién de resistencias en los microorganismos diana (Kuipers et a!.,‘1995).

Los resultados obtenidos han permitido desarrollar sistemas de sobreexpresién de
proteinas en las bacterias ldcticas, empleando el promotor de la nisina y sus elementos
reguladores (de Ruyter et al., 1996; Kuipers et al., 1997), estos sistemas podrian
emplearse incluso en los alimentos, puesto que la nisina estd permitida como aditivo
alimentario.

2.4.1.7. Qpganizacion de los genes del operén de la nisina

Como ya se ha indicado, el grupo de genes responsable de la biosintesis, regulacién
¢ inmunidad de la nisina, se localiza en un transposén conjugativo de 70 kb. Se han
descrito transposones de estas caracterfsticas en varias cepas de L. lactis productoras de
nisina A, tales como L lactis NIZO RS (transposén Tn5276, Rauch y de Vos, 1992a) L.
lactis NCFB894 (transposén Tn5301, Horn et al., 1991) y en el productor de nisina Z,
L. lactis NIZO 22186 (transposén Tn5278, Rauch et al., 1994). En todos los casos se ha
determinado su secuencia y organizacion, siendo ambas pricticamente iguales en todos
ellos.

El sistema comienza con ¢l gen estructural nisA, que se localiza en el extremo 57 del
transposén y, a continuacion, se suceden los demds marcos abiertos de lectura que se
transcriben en la misma direccién relativa y en el orden BTCIPRKFEG (figura 1.7.). Si
bien por andlisis de la secuencia de ADN se han postulado diversas regiones que podrfan
actuar como posibles promotores, localizados delante de los genes nisA, nisB, nisT,
nisC, nisR y nisF, as{ como terminadores tras los genes nisB, nisK y nisG (Engelke er
al., 1992; Dodd y Gasson, 1994; Siegers y Entian, 1995; Immonen et al., 1995), Ra et
al. (1996) han demostrado recientemente la existencia de dos promotores funcionales que
controlarfan a lo grupos de genes nisABTCIPRK y nisEFG, respectivamente. Los
promotores de estos dos operones presentan una homologfa del 73%. Ambos operones
estdn coordinados y autoregulados por la propia nisina madura extracelular, formando un
reguldn.
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2.4.2. Mecanismo de maduracion de la nisina

De los resultados descritos previamente, es posible sugenr el siguiente esquema de
biosintesis y maduracién de la nisina (de Vos et al., 1995). En primer lugar (figura 1.8.),
la sefial inductora, que serfa la propia nisina madura, activarfa, mediante €l sistema
regulador de dos componentes NisR/NisK, el promotor del operén nisABTCIPRK y el
del nisFEG, lo que origina la transcripcién del producto del gen nisA, la prepronisina,
que contiene los aminogcidos sin modificar y las cistefnas libres y que podrfa adoptar una
estructura en ¢-hélice. La prepronisina se dirige, presumiblemente por accién del péptido
lider, a un complejo localizado en la membrana que contiene los enzimas NisB
(responsable de la deshidratacién de los aminoicidos) y NisC (responsable de la
formacion de los anillos). En este momento, la secuencia lider colaboraria en mantener el
péptido en su forma inactiva (van der Meer et al., 1993). Tras la modificacion de los
aminodcidos y la formacién de los anillos, la prenisina madura se transporta al exterior
por medio del transportador NisT, con la subsiguiente hidrélisis del ATP. Finalmente, el
precursor de la nisina se activa por la ruptura proteolitica por la proteasa extracelular
NisP, anclada en la envuelta celular. El destino de la secuencia lider liberada todavia no se
ha determinado y no se sabe si, simplemente, se degrada o si tiene alguna otra funcién.

Respecto a la inmunidad, existen dos mecanismos que podrfan participar en la
proteccién de la célula frente a su propio producto. El primero de ellos, estaria mediado
por la lipoproteina Nisl, unida en el exterior a la membrana celular a través de su anclaje
lipidico, posibiemente interacciona con las moléculas de nisina extracelulares o con las
que forman los poros, alterando su formacién o sellidndolos. Por otro lado, un sistema
transportador del tipo ABC, consituido por las proteinas NisE, NisF y NisG, podria
participar también en el desarrollo de la inmunidad. Estas proteinas actuarian
transportando la nisina madura al interior de la célula, donde sufrirfa a continuacién la
degradacién enzimdtica correspondiente.

El papel de la secuencia lider, aparte de su funcién de mantener al péptido como un
precursor inactivo, no se conoce con exactitud. En particular, todavia no se conoce c6mo
actia dirigiendo al prelantibidtico hacia los sistemas de maduracién y de excrecién, cudl
es su destino tras su liberacién y en qué medida podria participar, una vez liberado, en
otros procesos tales como el de la inmunidad.
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Figura 1.8. Biosintesis del lantibidtico nisina A. Fuente: H. Dodd (1996).
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2.4.3. Factores que afectan a la biosintesis de la nisina
2.4.3.1. Cepa bacteriana

De Vuyst (1994), determiné la producci6n de nisina entre distintas cepas de L. lactis
subspp. lactis , observando una gran variabilidad en cuanto a los niveles de produccién
entre cllas. Estas diferencias no se supieron justificar y s6lo se plantearon diversas
hipétesis, indicando que el grado de expresion de los ezimas implicados en la maduracién
y en la degradacién de 1a nisina, podrfan determinar las diferencias en la produccion, asi
como en ¢l grado de inmunidad.

Optimizando los nutrientes y las condiciones de crecimiento de las cepas salvajes de
L. lactis, no se ha conseguido incrementar la produccién de nisina por encima de 3000
Ul/ml. Por ello, solamente mediante el empleo de técnicas de manipulacién genética,
podria mejorarse la capacidad y los niveles de produccién de nisina de dichas cepas.
Gasson (1984), ha sugerido que esto podria conseguirse incrementando en cada c€lula el
ntimero de copias de los genes que participan en la sintesis de la nisina, sin embargo se ha
observado que cepas transconjugantes que presentan mds de una copia de los genes de
interés, no producen necesariamente mds nisina que las cepas salvajes originales.

2.4.3.2. Condiciones de cultive

El medio en el que se desarrolla el microorganismo, incluyendo la disponibilidad de
nutrientes, la temperatura y pH de crecimiento, el nivel de oxigeno y la presencia de
metabolitos inhibidores, influyen en gran medida en la produccién de nisina. Este efecto
se debe, en parte, a su influencia en la multiplicacién celular y en la masa celular
producida por mililitro de medio de cuitivo.

Hirsch (1951) estudié el efecto de la composicién del medio en la produccién de
nisina, observando que determinados componentes tienen un efecto posilivo en la
produccién. Asi, por ejemplo, al suplementar el medio con un 2,5% de glucosa se
incrementa tanto el crecimiento total (masa celular total) como la cantidad de nisina
producida. Otros suplementos como el pantotenato célcico o el sulfito sédico,
incrementan notablemente la produccién de nisina, probablemente debido a su influencia
sobre el coenzima A, necesario para el metabolismo de la glucosa y a su aportacion de
azufre a la cistefna, aminodcido presente en la molécula de nisina.

De Vuyst (1995), desarrollé un medio sintético minimo (SM8) con el fin de
simplificar la purificacién posterior de esta bacteriocina. Este medio estd compuesto por
ocho aminodcidos (4cido glutdmico, metionina, valina, leucina, treonina, arginina,
isoleucina e histidina), cinco vitaminas (biotina, pantotecnato cdicico, 4cido nicotinico,
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piridoxina y riboflavina) y las sales minerales fosfato dihidrogenado, fosfato monodcido
de sodio, cloruro sédico, sulfato magnésico y citrato trisédico. Con este medio, también
se pudo evaluar el impacto de cada uno de los componentes en la produccién de 1a nisina,
observandose que la biosintesis de nisina depende, en gran medida, de la presencia de
una fuente de azufre como una sal inorgédnica (sulfato de magnesio o tiosulfato sédico) o
los aminodcidos metionina, cisteina o cistationina. Los aminodcidos serina, treonina y
cistena, estimulan altamente la produccién de nisina sin afectar el rendimiento celular
final, lo que indica su papel precursor durante la biosintesis de este compuesto.

El pH tiene un efecto pronunciado en la produccién de nisina, ya que los niveles
méximos de produccién se alcanzan cuando el pH se mantiene por encima de 6 (Egorov ez
al., 1971). Un ajuste continuo del pH, es mejor que un ajuste intermitente o que el
empleo de sustancias tamponantes (Ray, 1992). La temperatura de incubacién también es
un factor relevante, segin Hirsch (1951), la produccién de nisina es méxima cuando el
cultivo se incuba entre 25 y 30 °C, aunque a 37°C el crecimiento inicial sea m4s répido.

La aireacién tanbién reduce el crecimiento celular y, consiguientemente, la
produccién de nisina. Jin-Young er al. (1989) determinaron las condiciones Gptimas de
produccién de nisina por L. lactis IFO12007 en un fermentador, observando que la
concentracién Optima de glucosa fue de 60g/l y el pH y la temperatura ¢ptimos fueron de
6,5 y 37 °C, respectivamente; la méxima concentrcién de nisina alcanzada fue de 2000
U¥/ml

2.4.3.3. Sintesis durante ¢l crecimicnto

Como ocurre en otras bacteriocinas, la tasa méxima de produccién de nisina se
alcanza al final de la fase de crecimiento exponencial, mostrado la cinética propia de un
metabolito primario asociado al crecimiento celular y, por lo tanto, relacionada con la
masa celular total (De Vuyst y Vandamme,1993). A diferencia de publicaciones anteriores
(Hurst, 1966a), Ra er al. (1996) indican que la nisina se secreta ya desde los estadios
iniciales de crecimiento a un nivel similar al de fases subsiguientes. Sin embargo, su
presencia en el sobrenadante no se detecta en las fases iniciales, ya que la nisina secretada
se adsorbe a la superficie celular y se libera al medio hacia la mitad de Ia fas¢ exponencidi,
cuando el pH del medio desciende por debajo de 5.5.

Como se ha citado previamente, la biosintesis de la nisina y su inmunidad se
encuentran autorreguladas por la nisina madura del exterior de las células. Las células en
fase de crecimiento estacionario todavia mantienen algo de nisina adsorbida a su
superficie, de manera que si se transfieren a un medio de cultivo fresco, la nisina
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adsorbida inmediatamente induce una nueva cascada de amplificacién, puesto que se
necesitan muy pequefias cantidades de nisina para el proceso inductivo. Esto explicaria el
que estas células desarrollen la inmunidad ya en las fases iniciales de su crecimiento (Ra
et al., 1996). Desde las primeras fases del crecimiento hasta la fase estacionaria, s6lo se
observan pequeifias variaciones en el nivel de inmunidad y produccién. En la fase
estacionaria, el nivel de nisina comienza a decrecer, aunque el nivel de inmunidad y
transcripcién es todavia alto (Ra et al., 1996), lo que podria deberse a la liberacién de
enzimas proteoliticos inespecificos a causa de la lisis celular (de Vuyst y Vandamme,
1992).

Engelke et al. (1994) monitorizaron la expresién de la prenisina y de la proteina
NisB, observando que se incrementan significativamente cuando las células alcanzan la
mitad de la fase logaritmica de crecimiento, alcanzando un méximo al inicio de la fase
estacionaria. En esta fase, la expresi6én de la prenisina disminuye lentamente, con un 60%
de actividad residual tras 26 horas en la fase estacionaria. NisB se expresa débilmente en
las primeras cuatro horas tras la inoculacién y luego aumenta notablemente al final de la
fase logaritmica, alcanzando el mdximo en la fase estacionania y disminuyendo al 50%
tras la incubacién durante toda la noche. En cuanto a la actividad de la nisina, durante las
primeras cinco horas tras la inoculacién, no se observa actividad inhibidora. Luego la
actividad se incrementa notablemente, y alcanza su méximo en la fase estacionaria. Tras
incubar durante una noche, la actividad disminuy6 a un 30% del m4ximo valor alcanzado.

Comparando la cinética de NisA y NisB con el desarrollo de la actividad inhibidora,
se observa que la expresion de la prenisina precede a la de NisB y al desarrollo de la
actividad, que estd coordinada con la expresién de NisB. Por lo tanto, la primera proteina
expresada es la prenisina y, a continuacién le sigue, a los 30 minutos, la de NisB. La
expresién de NisB coincide con la aparici6n de la actividad antimicrobiana, lo que
fundamenta el hecho de que NisB participa en la maduracién del prepéptido.
Sorprendentemente, incluso en la fase estacionaria, tras una incubacién de toda la noche,
la prenisina y NisB estdn presentes en un nivel de aproximadamente un 60%. La
expresion de la protefna NisB en la fase estacionaria, indica que todavia se estd
produciendo la maduracién y que la nisina se sigue sintetizando en la fase estacionaria.
Esta observacién podrfa suscitar nuevas posibilidades de produccién, mediante la
utilizacion de células inmovilizadas productoras de nisina (Engelke et al., 1994).

2.4.3.4. alizacidn en la célul
Una vez modificada la prenisina, ésta ripidamente se transporta al exterior de la
célula a través de la protefna NisT, que formaria parte del complejo lantionina sintetasa,
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Cuando las c€lulas crecen a un pH constante de 6,8, m4s del 80% de la nisina permanece
unida a la célula, mientras que a un pH por debajo de 6, el 80% se excreta al medio de
cultivo. Estudios posteriores han revelado que a pH 6,8 la nisina unida a las células es
siete veces mayor por unidad de peso seco que a pH 4,2 (White y Hurst, 1968). Tras
romper las c€lulas y examinar diferentes fracciones, aproximadamente el 60% de la nisina
se localiz6 en la fraccién de la pared celular. La fraccién total soluble en etanol (que
contiene la fraccién lipidica de la membrana y otras partes y las protefnas solubles en
etanol) contenfa aproximadamente el 57%, mientras que la fraccién etandlica de la
membrana celular contenfa sélo el 9% de la nisina total.

2.5. Ingenieria proteica de la nisina

Las experiencias de ingenierfa proteica en la molécula de nisina tienen como
finalidad mejorar sus propiedades con el fin de ampliar su aplicacién comercial como
conservante de los alimentos. Con ello se pretende construir variantes de la nisina que
posean propiedades superiores a las de la molécula original, como un espectro de
inhibiciéon mds amplio o una mayor actividad especffica frente a un determinado
microorganismo de interés como Listeria spp. o Clostridium spp. Ademds, se pretende
mejorar la eficacia de la nisina incrementando su solubilidad y estabilidad. La molécula de
nisina tiene en su estructura zonas especialmente débiles, como las debidas a los residuos
DHA y DHB, con la ingenierfa proteica se pretende también producir variantes més
resistentes. Estas variantes genéticas, ademds de su potencial aplicacién préctica, son una
herramienta muy 1til en los estudios sobre la relacién estructura-actividad o del modo de
accion de la molécula de nisina. También se han empleado cnicas de mutacién dirigida
para introducir modificaciones en la secuencia lider con el fin de estudiar el papel y la
relevancia de cada uno de sus residuos (van der Meer et al., 1994).

Las experiencias de ingenierfa genética son especialmente dificiles en los
lantibidticos, puesto que para conseguir expresar comrectamente estas moléculas se
requieren la presencia de otros genes implicados en su biosintesis, de manera que se
permita que las modificaciones post-traduccionales, el transporte, la rotura del péptido
lider y el desarrollo de la inmunidad, puedan realizarse adecuadamente.

En la obtencién de variantes genéticas se han empleado dos tipos de estrategias. La
primera de ellas se denomina de complementacién, en la que se emplea una cepa receptora
con una deficiencia en el gen estructural y a la que se transforma con un pldsmido que
contiene este mismo gen con la modificacién de interés (Dodd et al., 1992; Kuipers et al.,
1993a); una variante de este método, aprovecha la existencia del variante natural de la
nisina A , la nisina Z: empleando un microorganismo libre de pldsmidos productor de
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nisina A, se transformé con un pldsmido que posefa el gen estructural de la nisina Z con
diversas modificaciones. El gen estructural modificado fue transformado y su producto
exportado eficazmente, gracias a la maquinaria biosintética de la nisina A. Posteriormente,
la nisina A se separ6 de las variantes genéticas de nisina Z, mediante cromatografia de
HPLC (Kuipers et al., 1992).

Por oro lado, el segundo método empleado para conseguir variantes genéticas
consiste en la utilizacién de la técnica denominada de reemplazamiento génico (Kuipers et
al., 1993a; Dodd et al., 1996b), en la que el gen de la cepa salvaje se sustituye por una
copia mutada del mismo gen. El grupo investigador del Dr. Gasson (Norwich, U.K.) ha
disefiado y evaluado diversas variantes de la nisina mediante sistemas de expresién
lactocécicos en los que el gen de interés (normalmente el gen estructural, nisA), se
sustituye por otros genes que han sido sometidos a técnicas de mutagénesis dirigida. Esta
segunda aproximacién, posee las ventajas de mantener €l balance entre la expresion del
gen estructural y los demds genes biosintéticos, de no correr el riesgo de perder las
funciones codificadas por pldsmidos y de producir mayores rendimientos. El efecto que
las mutaciones en el gen estructural o en la secuencia del péptido lider tienen en la
actividad de la nisina ya se han comentado previamente.

2.6. Produccion comercial de la pisina

La nisina se obtiene comercialmente desde 1950, mediante fermentacién microbiana
con el pH controlado, a partir de leche completa, desnatada, reconstituida (Hawley y
Hall, 1957) o de leche tratada con papafna, pepsina o tripsina para hidrolizar parte de sus
proteinas (Hall, 1963). Para evitar la contaminacién por levaduras, clostridios o
bacteriéfagos, debe utlizarse un medio estéril y la produccién y liofilizacién deben
realizarse en una planta estéril.

Actualmente la nisina disponible en el mercado adopta el nombre comercial de
Nisaplin®, y se produce y comercializa por Aplin & Barret Ltd. (U.K.). Nisaplin es
esencialmente el producto desecado y estabilizado de un cultivo de L. lactis subsp. lactis
productor de nisina, que contiene proteinas desnaturalizadas de la leche, cloruro sédico y
una actividad estandarizada de 1 x 106 Ul/g (Hawley y Hall, 1957). La nisina también se
ha producido comercialmente en Polonia (Nizpol) y en la antigua Rusia (Niros) (Gudkov
et al., 1973b). En la patente de Aplin & Barret Ltd. (Hawley y Hall, 1957) la nisina se
recupera por la técnica descrita por Hirsch (1951) y la concentraci6n requerida se
consigue precipitdndola con sales, redisolviéndola y volviéndola a precipitar y desecando
el concentrado final. En el producto ruso, la nisina se recupera mediante extraccién con
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dcido acético (Egerov et al., 1979) y el empleo de adsorbentes (Baranova y Egorov,
1981).

2.7. Toxicidad de I3 nisina

El hecho de que los microorganismos productores y seguramente la nisina se
encuentren de forma natural en diversos sustratos alimenticios como 1a leche y productos
ldcteos (Chevalier et al., 1957), vegetales (Harris et al., 1992a; Uhlman et al., 1992) y
productos cdrnicos (Rodriguez et al., 1995) y que, por lo tanto, se haya ingerido por
animales y personas durante décadas sin ningtin efecto adverso aparente, ¢s al menos
indicativo de la poca o nula toxicidad de la nisina (Frazer et al., 1962). Ademds, la
inactivacién de la nisina por los enzimas del tracto gastrointestinal (Heinemann y
Williams, 1966; Jarvis y Mahoney, 1969), garantiza un efecto inocuo en la flora intestinat
(Barber et al., 1952).

Por otro lado, 1a nisina no se detectd en la saliva de las personas que ingirieron
chocolate con 200 UI/ml de nisina a los 10 minutos de haberlo consumido (Claypool et
al., 1966) por lo que no se cree tenga efecto en la flora de la cavidad oral. También se ha
avaluado su toxicidad en la dieta de cerdos (Barber et al., 1952) y aves (Coates et al.,
1952) en los que no se observaron efectos negativos.

Ademds, la nisina no manifiesta resistencia cruzada con los antibi6ticos que se
emplean en terapia humana (Hirsch, 1951, 1954; Lipinska, 1977) y tampoco se han
observado efectos de sensibilizacién en seres humanos (Lipinska, 1977). La dosis letal
50 (LDsp) es similar a la de la sal comin, es decir, unos 7 g por Kg de peso corporal
(Hara et al., 1962).

En 1969 el Comité de Expertos sobre Aditivos en los Alimentos de la FAO/WHO
(Food Agriculture Organization/ World Health Organization), revisando los estudios
realizados sobre la toxicidad de la nisina, recomend6 su aceptacién como aditivo (WHO,
1969), con una dosis diaria aceptable (ADI) de 0.825 mg por Kg de peso y dia.
Actualmente, su utilizacién estd permitida en mds de 50 paises y adopta el nimero E234
en la lista positiva de aditivos de la Unién Europea.

2.8. Propiedades inmunoldgicas

A nivel toxicolGgico, 1a nisina empleada en los alimentos no manifiesta actividad
biolégica en los seres humanos (Lipinska, 1977) y, debido a su pequefio tamafio
molecular, puede considerarse como un hapteno, es decir una molécula que por si misma
es incapaz de originar una respuesta inmune. Para obtener este efecto, es necesario
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conjugarla a otra molécula que le confiera el tamafio adecuado, denominada molécula
vehiculadora o portadora. No obstante, experimentalmente es conveniente generar
anticuerpos frente a la nisina con el fin de desarrollar métodos inmunoldgicos de
deteccién rdpida de la misma en los sobrenadantes de los microorganismos productores o
en los alimentos, asi como de fijar los anticuerpos en columnas que permitan su
purificacién en un sélo paso por cromatograffa de inmunoafinidad.

Hasta la realizaci6n de esta trabajo, solamente Falahee et al. (1990) y Stringer et al.
(1995) han publicado resuitados referentes a la obtencién de anticuerpos policlonales
frente a la nisina. Falahee et al. (1990), conjugaron la nisina (1 mg, equivalente a 37 x
103 UI) a la albiimina de huevo mediante el método del glutaraldehido (Reichin et al.,
1968), emusificaron €l conjugado con adyuvante de Freund y lo inyectaron
intramuscularmente en ovejas de raza Suffolk. El suero obtenido a los 9 meses de la
primera inoculacién, posefa anticuerpos especificos frente a la nisina A, con los que una
vez purificados por imunoafinidad, se desarrollé un método de deteccién ELISA tipo
sandwich con un limite de deteccién de 1,9 x 10-2 Ul/ml (unos 0,51 ng/ml). La validez
del método para detectar la nisina en los alimentos se comprobd analizando muestras de
queso con distintas concentraciones de nisina, la recuperacién de nisina en estas muestras
fue del 85%. La nisina inactivada por el método de Fowler et al. (1975) no se detectd en
el ELISA, lo que sugiere que los epitopos reconocidos por los anticuerpos se encuentran
asociados a su actividad antimicrobiana. El ELISA sandwich desarrolladomanifest6 una
correlacién de r= 0,995 al compararlo con el método de deteccién de Fowler er al. (1975).
Al analizar la reactividad cruzada de estos anticuerpos con otros lantibitticos del tipo A
(subtilina, PepS y gallidermina), un lantibitico del tipo B (RO 09-0198) y oftras
bacteriocinas (lactacinas F y B, pediocina A, sakacina A y otras no bien definidas)
(Falahee y Adams, 1992), no se observé reactividad cruzada con ninguno de ellos salvo
con la subtilina, que fue significativamente reconocida por dichos anticuerpos.

Stringer er al. (1995), también desarrollaron anticuerpos policlonales frente a la
nisina A con ¢l fin de estudiar in situ la produccién, distribucién y difusién de la nisina en
productos cdrnicos con Lactococcus lactis. Los anticuerpos se obtuvieron de conejos a los
que se inmunizé con nisina purificada por HPLC a partir del preparado comercial de
Nisaplin®. Los animales se inmunizaron via intravenosa, intramuscular y subcutdnea, sin
embargo, los anticuerpos generados no fueron capaces de detectar la nisina libre 0 la
unida a las células vegetativas o a los esporos del microorganismo sensible B. subtilis en
el alimento fermentado, lo que indica que el método no es eficaz en el estudio de la
distribucién y/o la estabilidad de la nisina en los alimentos. Los anticuerpos si
reconocieron a las células productoras de nisina durante cualquiera de sus fases de
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crecimiento, 1o que permitié determinar la distribucién de estos microorganismos en el
alimento fermentado.

Tampoco se conoce la obtencién anticuerpos monoclonales frente a la nisina A,
aunque s se han obtenido frente a otra bacteriocina, la pediocina RS2 (Bhunia, 1994),
Bhunia obtuvo anticuerpos monoclonales al gelificar un preparado de la bacteriocina
parcialmente purificada en un gel de poliacrilamida ¢ inmunizar intrapédtoneahnente los
ratones con este preparado, adyuvante incompleto de Freund y el compuesto poli(A)-
poly(U). Dichos anticuerpos reconocieron la pediocina RS2 y la pediocina AcH en una
elecroforesis de SDS-PAGE de un cultivo productor crecido durante 27 horas, sin
ninguna reaccién inespecifica aparente. Sin embargo, cuando se ensayé un cultivo crecido
durante 20 horas, los anticuerpos no sélo reaccionaron con la banda de la bacterocina (de
3 KDa) sino también con otras bandas de mayor tamafio (de 6 a 8 KDa.), lo que se
justificé indicando que estas bandas se correspondian con moléculas de prepediocina, ya
que al no poseer actividad antimicrobiana se excluy6 la posibilidad de que se trataran de
agregados de la bacteriocina. La electroforesis de SDS-PAGE con cultivos de
microorganismos productores de otras bacteriocinas, como sakacina A, (Lactobacillus
sake Lb 706), leuconocina LCMI1 (Leuconostoc carnosum LM2), nisina (Lactococcus
lactis ATCC11454) y pediocina A (Pediococcus pentosaceus FBB61), no manifestaron
reactividad cruzada. Los anticuerpos monoclonales también reconocieron a la pedocina
AcH parcialmente purificada diluida hasta 160 veces por transferencia y etecién
inmunoldégica (dot-immunoblotting).

2.9. Métodos de deteccion v cuantificacidon de la nisina

El primer método de deteccién de la nisina se desarroll6 por Cox en 1934, con el fin
de determinar la presencia de nisina o de los microorganismos productores en la leche.
Para ello emple6 un test de reduccién de azul de metileno, en ¢l que los microorganimos
de la leche rdpidamente reducen este compuesto a su forma no coloreada. Si la leche
contenfa lactococos productores de nisina, éstos inhibian el desarrollo de otras bacterias
l4cticas y, por lo tanto, el tiempo necesario para reducir el colorante se incrementaba
significativamente. Chevalier er al. (1957) también describieron un test para detectar
lactococos inhibidores, de los que la mayoria serfan productores de nisina en la leche
cruda. Para ello, un medio enriquecido con agar se inocul6, simult4neamente, con la
muesira de leche y con una cepa termofflica de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
sensible a la nisina. Las placas se mantenfan inicialmente durante un dia a 20 °C,
permitiendo as{ el crecimiento del productor de nisina pero no el del indicador, que era
termofilico. A continuacién, se incrementaba la temperatura a 30 °C, lo que permitia ¢l
crecimiento de Lactobacillus delbrueckii, excepto en la proximidad de las colonias
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productoras de nisina, en cuyo alrededor se observaban zonas claras de inhibicion del
crecimiento.

Este método no resultd ser totalmente satisfactorio, puesto que la nisina no difunde
bien a través del agar a pH 7, debido a su baja solubilidad a pH neutro y a su posible
oligomerizacién. Mattick y Hirsch (1947), desarrollaron un método de dilucién por
extincién en el que a una serie de tubos inoculados con cepas hemoliticas de
Streptococcus agalactiae, se afiadieron diluciones de la muestra a analizar y se
mantuvieron a 37 °C durante 16-20 horas. A continuacién, se determiné el desarrollo del
microorganismo indicador en los tubos y el titulo se calculé como la reciproca de la
dilucién afiadida al dltimo tubo en donde no se produjo el crecimiento.

Por otro lado, Hirsch (1950) describié una variante cuantitativa del método de
reduccién del azul de metileno empleando también diluciones limite. Para ello, emple6
una cepa de crecimiento rdpido de Lactococcus lactis subsp. cremoris (1P5) como el
organismo indicador y la reduccidn del azul de metileno como control de su crecimiento.
Sin embargo, el empleo de un microorganismo que crecfa tan rdpido pero que también era
muy sensible a la nisina, hacfa dificil obtener un punto de equilibrio final estable.

Friedmann y Epstein (1951), desarrollaron un método mds reproducible, preciso y
rdpido con la misma cepa de L. lactis subsp. cremoris de crecimiento rdpido, pero en
lugar de determinar la reducci6bn del azul de metileno se utiliz6 la resazurina,
consiguiéndose un limite de deteccién de 0,5 Ul/ml con un error estdndard del 10%
(Friedmann y Beach, 1950). El método de la resazurina también se utilizé por Gudkov et
al., (1973a), mientras Kalra et al., (1973) desarrollaron un método basado en la
inhibicién de la reduccién del cloruro de trifeniltetrazolio por Enterococcus faecalis en
presencia de nisina, encontrando un a relacién lineal para concentraciones de nisina
inferiores a 2,5 U¥/ml

Basdndose en sus propiedades bactericidas, Hirsch (1950) describi6é un
procedimientc de recuento en placas basado en el nimero de supervivientes de
Streptococcus agalactiae, sin embargo, este método carecfa de reproducibilidad. No
obstante, Hirsch (1950), describi6 un tercer método en el que la cuantificacién se basé en
la prolongacién de la fase de latencia de S. agalactiae al desarrollarse en presencia de
concentraciones subletales de nisina, observando que la duracién de la fase de latencia
estaba relacionada linealmente con la concentracién de nisina en el rango de 5 a 10 U/ml
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Berridge y Barret (1952), desarrollaron un método turbidométrico basado en la
relacién inversa entre las concentraciones de nisina y la densidad 6ptica a 600 nm de un
cultivo en crecimiento exponencial de L. lactis subsp. cremoris. El organismo indicador
se inoculaba en tubos que contenian varias diluciones de nisina y tras 2,5 a 3 horas de
crecimiento del organismo indicador se frenaba su crecimiento con tiomersal y se obtenia
una curva estindar relacionando la densidad éptica a 600 nm con el logaritmo de la
concentracién de nisina. El método era rdpido y 1til en las concentraciones de 0,04 a 0,4
Ul/ml, aunque tenia el inconveniente de no poder utilizarse con sustancias que interfieren
con la determinacidn de la densidad 6ptica, como ocurre con muchos alimentos.

Beach (1952}, propuso un método de difusion vertical en dgar. La difusién de la
nisina se favorecfa aiiadiendo Crill 20 al 0,1% y se realizaba durante toda la noche en
refrigeracién antes de permitir el crecimiento del microorganismo indicador (S.
agalactiae), observdndose una relacién lineal entre el logaritmo de la concentracién de
nisina y la profundidad de la inhibicién en el rango de 100 a 5000 UL/ml. El error
estdndar fue de 15 al 20% (Friedmann y Beach, 1950). Stumbo er al., (1964) también
desarrollaron un método en agar para la deteccién de la nisina en productos enlatados. El
ensayo se basaba en la disminucién de la recuperacién de los esporos de B.
estearothermophilus dafiados térmicamente por la accién de la nisina. Los investigadores
indicaron una sensibilidad de hasta 0,3 Ul de nisina por gramo de producto, sin embargo
es un método demasiado complicado y largo para realizarlo rutinariamente.

Mocquot y Lefebvre (1956), desarrollaron un método horizontal de difusién en agar
para la deteccién de la nisina en quesos. Para facilitar la difusién de la nisina en el agar,
afiadieron a éste un 0,3% de Tween 80 y mantuvieron las placas durante la noche en
refrigeracién, permitiendo, a continuacidn, el crecimiento de! microorganismo indicador
(Lactobacilluis delbrueckii subsp. lactis o L. lactis subsp. cremoris) al incubar las placas a
la temperatura adecuada y observar a continuacién las zonas de inhibicién. Con este
método se consiguid una sensibilidad incluso inferior a las 10 UI por gramo de queso.

Tramer y Fowler (1964) mejoraron el método al afiadir Tween 20 al 1% en el agar
sembrado con el microorganismo indicador (Micrococcus flavus) y depositando las
muestras en pocillos. Después de la incubacién de las placas a 30 °C durante toda la
noche se mide el tamaifio de los halos de inhibicidn, que estd directamente relacionado con
el logaritmo de la concentracién de nisina en un rango de 0,5 a 10 Ul/ml. El método
citado result6 ser especialmente ttil para estimar la nisina en extractos de alimentos, sin
embargo, éstos suelen presentar sustancias que interfieren en el ensayo y no permiten una
lectura adecuada de los resultados. El tratamiento previo de los extractos, liberando la
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nisina de las proteinas a las que pueda estar unida, mediante ebullicién a pH 2 y la
realizacién de controles adecuados en los que la nisina se inactiva por un tratamiento
alcalino a 63 °C durante 30 minutos, permitieron superar estos problemas. Ademds, la
dilucién de las soluciones estdndar y problema se realizan en ¢l mismo solvente (por
ejemplo, un extracto 4cido del alimento libre de nisina).

Este dltimo método se ha adoptado como método estdndar para determinar de forma
rutinaria la presencia de nisina en los alimentos (Fowler et al., 1975). El British Standard
(1974) describe, no s6lo este método para determinar la nisina en muestras de queso, sino
también otros métodos que permiten la diferenciacién de la nisina de otras sustancias
antimicrobianas que puedan estar presentes en ios alimentos, como es la determinacion
del efecto del calor y del pH, la comparacién con un microorganismo productor de nisina
y, mds especificamente la inactivacion de 1a nisina por el enzima nisinasa, producido por
algunas cepas de Bacillus cereus (Jarvis, 1967; Jarvis y Farr, 1971).

Sin embargo, algunos factores influyen en la determinacién de la nisina en los
alimentos por este método. Asi, por ejemplo, Briz (1972) demostré la presencia de
inhibidores naturales en el queso, que influfan en la determinacién de la concentracién
residual de nisina en los quesos de pasta dura. En el caso de la came picada o de
emulsiones cdrnicas, el contenido en grasa de la muestra puede interferir notablemente
durante su extraccion (Bell y De Lacy, 1986). La nisina puede unirse también a los
ingredientes del queso fundido, afectando a su extractabilidad (Somers y Taylor, 1987).
Por otro lado, el ensayo tiene un sensibilidad limitada y pueden formarse halos de
inhibicién debidos al pH dcido de Ias muestras. Por estos motivos, se han desarroliado
varias modificaciones del método de Tramer y Fowler para deteminar 1a nisina residual en
muestras cdmicas (Calderon et al., 1985) y para determinar el titulo de nisina en los
cultivos (De Vuyst y Vandamme, 1992) y se han desarrollado otros métodos de difusién
en agar (Ogden y Tubb, 1985; Rogers y Montville, 1991). No obstante, Wolf y Gibbons
(1996) estudiaron los distintos factores que participan en la técnica de Tramer y Fowler
con el fin de incrementar su sensibilidad y precisién, indicando que Micrococcus luteus es
el microorganismo m4s sensible, que una concentracién de agar inferior (0,75% en lugar
de 1,5%) incrementa Ia sensibilidad del ensayo y que Ia incorporacién de NagHPQO4 al
1% en el agar, ¢vita la posible presencia de falsas zonas de inhibicién debidas al bajo pH
de las muestras,

Otro método semicuantitativo, descrito por Tramer y Fowler (1964), consiste en

suspender los esporos de Bacillus stearothermophilus en un agar no nutritivo; la
germinacion y crecimiento de los esporos no tendrd lugar hasta que unos discos que
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contienen los nutrientes adecuados se sumergen en el extracto del alimento y se depositan
en la superficie del agar. La difusion de los nutrientes estimula la germinacién y el
desarrollo de las formas vegetativas en las condiciones adecuadas de incubacién, dando
lugar a zonas de crecimiento alrededor de los discos. Cuando el exiracto de alimento
contiene nisina, el disco se rodea de una zona de inhibici6n que, a su vez, se rodea de una
zona de crecimiento. Una ventaja de este método es que las placas pueden prepararse en
tandas y los esporos se mantienen viables durante semanas, siempre que las placas se
conserven cerradas y en refrigeracién. Este método tiene una sensibilidad de 0,5 a 1
Ul/ml.

La determinacién de la liberacién de ATP por Lactobacillus brevis empleando
tcnicas de bicluminiscencia (Waites y Ogden, 1987), se ha empleado para estimar la
concnetracion de nisina en la cerveza. Los mismos investigadores (Ogden y Waites,
1986) mostraron previamente que al afiadir la nisina a cultivos de Lactobacillus o
Pediococcus se origina la liberacion de ATP y que tanto la reduccién del ATP intracelular
como el incremento del ATP extracelular, dependen de la concentracién de nisina. El
método es rdpido y puede emplearse para cuantificar la nisina en el rango de 0 a 120
Ul/ml, con un porcentaje de error de menos del 5%.

Recientemente, otro método desarrollado inicialmente para estimar la concentracién
de la pediocina PAl/AcH de Pediococcus acidilactici en caldos de cultivo, se¢ ha
empleado también para detrminar la concentracién de la nisina . Este método consiste en
hacer diluciones decimales de la muestra a analizar en agua destilada estéril y depositar 5
pl de cada dilucién en una placa de agar con Tween 80 al 0,2% e inoculada con unas 106
células de Lactobacillus plantarum NCDO955. Tras una incubacién de las placas durante
la noche a 30 °C, la maxima dilucién que origina una zona de inhibicién de al menos 1
mm se multiplica por 200 para obtener las unidades de actividad (UA) del cultivo original.
La comparacién entre una preparacién de nisina comercial (Nisaplin) con este método,
indica que una unidad intemacional (UI) equivale a 100 unidades de actividad (UA).

Rodriguez et al. (1995) han empleado una modificacién del ensayo en placas
microtituladoras descrito por Geis et al. (1983) para cuantificar la actividad de la nisina
durante su purificacién. Este método utiliza placas microtituladoras de 96 pocillos y las
muestras en medio liquido se diluyen seriadamente en los distintos pocillos. A
continuacidn, se afiade en los pocillos un indculo del microorganismo indicador y las
placas se mantienen durante 14 horas a 32 °C. Finalizada la incubacién, el desarollo
microbiano de los pocillos se determina mediante la lectura de su absorbancia a 620 nm.
Una unidad de bacteriocina (UB/ml), se define como el valor recfproco de la méxima
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dilucién que produce el 50% de inhibicién en el crecimiento del microorganismo
indicador, en este caso de Pediococcus acidilactici 347.

Los métodos inmunolégicos desarrollados hasta la fecha para identificar y
cuantificar la nisina, se han descrito previamente en el apartado propiedades
inmunol6gicas. Falahee ef al . (1990), desarrollaron con anticuerpos policlonales de oveja
un ensayo de ELISA sandwich con una sensibilidad de 1,9 x 102 Ul/ml, detectando
también la nisina en muestras de queso. Los anticuerpos desarrollados por Stringer et al.
(1995) para detectar la nisina in situ, s6lo detectaron a las cepas productoras, por lo que
no son eficaces ni en la deteccién ni en la cuantificacién de la nisina.

Los métodos inmunolégicos tienen la ventaja, frente a los microbiolégicos, de su
especificidad, sencillez, sensibilidad y escasa preparacién previa de las muestras, por lo
que supondrian, probablemente, una mejora frente a los métodos microbiolégicos
utilizados actualmente en la identificacidn y cuantificacién de la nisina.

2.10. Aplicaciones de la nisina

2.10.1. Aplicaciones en la industria alimentaria

A la hora de emplear la nisina en los alimentos, hay que tener en cuenta una serie de
consideraciones técnicas (De Vuyst y Vandamme, 1994): (a). Cuando la nisina se afiade a
un alimento, deberfa hacerse preferiblemente en solucién, para garantizar su distribucién
y deberfa depositarse en la parte liquida del alimento, (b). El pH del alimento debe ser
inferior a 7 para asegurar su solubilidad y estabilidad durante el procesado y
almacenamiento, (¢). Los microorganismos que se pretende controlar deben ser Gram-
positivos, de no ser asi, la nisina deberfa emplearse combinada con otros medios de
conservacion, (d). Debe afiadirse una concetracién suficiente de nisina al alimento como
para alcanzar el nivel residual apropiado y eficaz tras el curado, procesado o
almacenamiento del producto.

En los productos lacteos, la solubilidad de la nisina no es un problema debido a su
pH 4cido y a que contienen suficientes proteinas que facilitan su solubilidad. Al emplearla
en las carnes, la nisina se une ficilmente a las proteinas y a otros compuestos, lo que
dificulta una distribucién uniforme de la nisina (Scott y Taylor, 1981b; Taylor er al.,
1984; Henning ez al., 1986a); asimismo, la camne y los derivados cdrnicos deberfan tener
un bajo contenido de grasa (Jones, 1974) y deberian estar libres de emulsionantes que, a
las concentraciones empleadas en la préictica, disminuyen el efecto inhibidor de la nisina
(Henning er al., 1986b); ademds, la carne y los derivados cdmicos deberian tener un
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contenido bajo de sal, ya que esta puede reducir el efecto inhibidor de la nisina en los
esporos bacterianos (Bell y De Lacy, 1985).

2.10.1.1. Aplicaciones en la industria lctea

La primera utilizacién prictica de la nisina en los alimentos, fug como conservante
en algunos tipos de quesos y esta aplicacién continda siendo hoy en dfa una de las més
relevantes (McClintock et al., 1952; Delves-Broughton, 1990). En los ingredientes que se
emplean en la fabricacién del queso fundido, es fdcil encontrar esporos de especies de
Clostridium que resisten el tratamiento térmico de 85-105 °C durante 6-10 minutos, que
se utiliza durante el procesado para fundir los ingredientes. Las condiciones del queso
procesado, especialmente su elevado pH y humedad, junto con el bajo potencial de oxido-
reduccidén (condiciones anaerobias) favorecen la germinacién de los esporos y el
crecimento de las células vegetativas, ocasionando la alteracién del producto mediante la
produccién de gas, olores desagradables y licuefaccibn del queso. Las especies
generalmente implicadas son Clostridium butyricum, Clostridium tirobutyricum 'y
Clostridium sporogenes. No obstante, dicho crecimiento puede evitarse afiadiendo nisina
en la mezla de componentes, puesto que ésta inhibiria la germinacién de los esporos. Se
ha determinado que 6,25 pg de nisina por gramo de mezcla inhiben una carga de hasta
200 esporos por gramo (Delves-Broughton et al., 1996).

En los quesos fundidos también es preocupante la posible produccién de toxinas por
las cepas de Clostridium botulinum, potencialmente presentes en estos productos. La
nisina retarda o evita el desarrollo de los esporos y la formacién de toxinas botulinicas,
como se ha determinado en muestras de queso fundido inoculadas con C. botulinum de
los tipos A y B (Somers y Taylor, 1987). La cantidad de nisina necesaria para conseguir
el efecto deseado depende de factores como la carga inicial de esporos en la muestra, el
contenido en humedad, el pH, el contenido de sal, el empleo de otros aditivos, el
tratamiento térmico, la temperatura de almacenamiento y su vida 1til (Delves-Broughton et
al., 1996). Las concentraciones empleadas para evitar la alteracién varian de 5 a 20 pg/g,
mientras que los niveles necesarios para proteger frente a C. botulinum son de 12,5 ug/g

0 mayores.

La nisina utilizada procede del preparado comercial de Nisaplin® (que contiene un
2% de nisina pura), afiadiéndolo directamente en polvo a la mezcla de queso o en
suspensién acuosa si el agua forma parte de la formulacién. La adicién de nisina permite
reducir la cantidad de sal e incrementa ligeramente 1a humedad de la mezcla, lo que mejora
su untabilidad (Somers y Taylor, 1987).
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Aunque Hirsch ef al, (1951), demostraron la capacidad de la nisina para inhibir el
desarrollo de los clostridios alterantes del queso de Gruyere, su utilizacién prictica se ve
limitada al inhibir también a los cultivos iniciadores que producen las caracteristicas
propias del queso. No obstante, esto podria evitarse empleando cultivos iniciadores
resistentes a la nisina o transformados con la informacién genética de proteccién e
inmunidad frente a este lantibi6tico. Esto dltimo se ha realizado en la obtencién del queso
Gouda, empleando una cepa proteolitica de Lactococcus lactis subsp. cremoris y otra cepa
de Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis, fermentadora del citrato. En la cepa
proteolitica se incorporé el gen de la resistencia la nisina y en la cepa fermentadora del
citrato se incorporé por conjugacion el transposén de la nisina. En el queso producido por
estas cepas, no se detectd la presencia de Clostridium tyrobutiricum y Staphylococcus
aureus durante su maduracién (Delves-Broughton, 1996).

En aquellos paises tropicales y sub-tropicales donde la temperatura ambiental es
elevada y los sistemas de transporte y refrigeracién inadecuados, la nisina puede
emplearse en la leche pasteurizada a niveles de entre (,625 y 1,25 pg/ml para prolongar
su vida dtil. También se utiliza en la conservacién de leches pasterizadas con sabores (en
las chocolateadas, el cacao puede ser otra fuente de esporos), leche evaporada, leche
esterilizada y en lospostres 14cteos a concentraciones de 2,5 a 3,75 pg/ml.

2.10.1.2. Aplicaciones en la industria conserverg

Los alimentos enlatados de baja acidez, con un pH por debajo de 4,5, deben recibir
un tratamiento €rmico mfnimo de Fo=3 (siendo Fo el niimero de minutos que el centro de
la lata se¢ mantiene a 121 °C) para asegurar la destruccién de los esporos de C. botulinum.
Sin embargo, este tratamiento no destruye otros microorganismos alterantes con esporos
m4s termorresistentes, como los de B. stearothermophilus y C. thermosaccharolyticum
(De Vuyst y Vandamme, 1994). Estos dos microorganismos se encuentran
frecuentemente contaminando la harina, el azicar y las especias de los componentes de las
conservas. De ahi que la adicion de nisina en estos productos, prolongue su
almacenamiento al impedir la esporulacién de estos microorganismos. Su empleo puede
incluso reducir el tratamiento térmico e incrementar el valor nutritivo de los productos
conservados, mejorar la apariencia y la textura y reducir el gasto energético durante el
procesado. Asfimismo, €l tratamiento térmico incrementa la sensibilidad de los esporos a
la nisina y, por consiguiente, reduce la dosis efectiva necesaria.

Por su parte, los microorganismos alterantes capaces de desarrollarse en los

alimentos enlatados de acidez elevada, se caracterizan por ser termorresistentes,
aciddricos y esporulados. Entre ellos se incluyen microorganismos como Clostridium
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pasteurianum, Clostridium butyricum, Bacillus thermoacidurans, Bacillus macerans y
Bacillus coagulans (Heinemann et al., 1965). En algunos de estos productos, como en la
salsas de tomate y frutas enlatadas también puede desarrollarse Clostridium botulinum.
No obstante, todos los microorganismos citados se controlan ficilmente con el empleo de
nisina, puesto que ademds el pH 4cido incrementa su estabilidad y potencia su actividad.

2.10.1.3. Aplicaciones en la industria cdmica

El empleo de la nisina en los productos cdrnicos tiene como limitaciones la escasa
solubilidad de la nisina, distribucién irregular, sensibilidad al calor a pH neutro, posible
unién a protefnas de la carne, interferencia de su modo de accién por los fosfolipidos y
falta de estabilidad. Su empleo tiene como principal interés el reducir el empleo de nitratos
y nitritos en los productos cdrnicos curados (Rayman et al., 1981, 1983) puesto que se
conoce que dichos compuestos originan nitrosaminas potencialmente cancerigenas. No
obstante, los estudios realizados hasta la fecha todavia no son concluyentes en cuanto a la
capacidad de la nisina de sustituir en parte a los nitritos. Mejores resultados se han
obtenido en productos curados envasados al vacfo, donde el factor limitante de la vida util
es el desarrollo de una flora l4ctica alterante.

2.10.1.4. Apli

El empleo de aderezos de ensalada con menor acidez de la tradicional, mejora ¢l
sabor y favorece la deteccidn de los sabores de los diferentes ingredientes de la ensalada.
No obstante, una elevacién del pH de 3,8 a 4,2 facilita la alteracién de los aderezos por
bacterias l4cticas si se mantienen a temperatura ambiente. Dicho crecimiento se controla
eficazmente con la nisina a niveles de 2,5 a 5 mg/l.

Por otro lado, Harris et al. (1992a) desarrollaron un cultivo iniciador para la
obtencién de col fermetada (sauerkraut) , consistente en una cepa de Lactococcus lacis
subsp. lacris productora de nisina y otra de Leuconostoc mesenteroides resistente a este
lantibidtico. Las cepas heterofermentativas de Leuconostoc mesenteroides dominan los
primeros estadios de la fermentacién de este alimento, mientras que los niveles de nisina
producidos retrasan el desarrollo de Lactobacillus plantarum el cual juega un papel
importante en los estadios finales de la fermentacién, de esta manera se obtiene un
producto con las caracteristicas adecuadas.

2.10.1.5, Aplicaciones en Ja industria pesquera

Se han realizado pocos estudios respecto a la posibilidad de emplear la nisina en los
pescados y otros productos de la pesca, probablemente debido a que 1a alteracién de estos
productos se debe fundamentalmente a bacterias Gram- negativas. No obstante, la
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tendencia actual de conservar el pescado en atmdéferas modificadas puede favorecer el
desarrollo de Clostridium botulinum del tipo E. Estudios realizados afiadiendo nisina a
filetes de pescado envasados en atmésferas de 100% de diéxido de carbono, han
permitido observar una inhibicién notable del desarrollo de los microorganismaos
alterantes (Taylor et al., 1990).

2.10.1.6. Aplicaciones en la industria panadera

La nisina se utiliza en bollitos blandos (crumpets), un producto panadero tipico del
Reino Unido y Australia, para eliminar el posible riesgo de toxinfeccién alimentaria por
Bacillus cereus, puesto que los esporos de este microorganismo suelen ser contaminanies
habituales de 1a harina y los tratamientos térmicos empleados en su fabricacidn pueden no
ser suficientes para inactivarlos.

2.10.1.7. Aplicaciones en las bebidas alcohGlicas

La nisina inhibe a las bacterias ldcticas alterantes de la cerveza (fundamentalmente
pediococos y lactobacilos) (Ogden et al., 1988) y del vino (Radler 199G a y b). El hecho
de que las levaduras sean resistentes a la nisina, permite el empleo de esta sustancia
durante la fermentacién, de manera que sus aplicaciones en la industria cervecera serfan:
afiadirla a los fermentadores para evitar o controlar la contaminacién, utilizarla en el
lavado de las levaduras para eliminar las bacterias contaminantes (en lugar de emplear el
lavado 4cido que afecta a la viabilidad de las levaduras), reducir el tratamiento térmico de
pasteurizacién ¢ incrementar la vida Gtil de cervezas no pasteurizadas. En la industria
vinatera las aplicaciones son similares, aunque no se puede emplear en la fermentacién de
los vinos donde la fermentacién maloldctica es deseable.

La nisina también puede emplearse en productos de destilerfa, tanto para bebidas
como para otros productos de aplicacién industrial, incrementando la produccién
alcoholica al reducir la competicién por los sustratos entre las levaduras y las bacterias
ldcticas, que son eliminadas con la nisina. (Henning et al., 1986).

2.10.1.8. Aplicaciones en otros productos

El huevo liquido pasteurizado recibe el tratamiento térmico necesario para garantizar
la eliminacién de Salmonella, generalmente 62-65 °C durante 2 a 3 minutos. Sin
embargo, este tratamiento no es suficiente para eliminar ciertos microorganismos
esporulados u otras células vegetativas mds termorresistentes, algunos de los cuales se
desarrollan a temperaturas de refrigeracién, por lo que este producto posee una vida util
limitada. El empleo de la nisina a concentraciones de 2,5 a 5§ mg/l incrementa la vida til
de estos productos y evita el crecimiento de B. cereus psicrotrofos. Esta aplicacién tiene

79



Introduccion

un interés especial en ovoproductos modificados con un contenido reducido de colesterol.
Parece que la nisina es mds eficaz en la clara que en la yema del huevo, lo que podria
deberse a la gran cantidad de fosfolipidos de la yema que interfieren el modo de accién de
la nisina. La lisozima de la clara del huevo parece tener un efecto sinérgico con la nisina,
en cuanto a que incrementa su actividad bacteriostdtica y amplia el espectro antimicrobiano
de accién (Monticello, 1989).

2.10.2. Limitaciones de su empleo en los alimentos

Existen factores que pueden entorpecer la accién de la nisina como agente
conservante de los alimentos. Asf, en los alimentos con un tratamiento térmico leve, los
enzimas proteoliticos de origen bacteriano, vegetal o animal pueden degradar la nisina, sin
olvidar que la vida ttil de este compuesto depende también de la temperatura, el tiempo de
almacenamiento y el pH. Estos factores conviene considerarlos al calcular la dosis inicial
de nisina necesaria en los alimentos, especialmente cuando se emplea para controlar la
germinacidn de los esporos.

La hidrofobicidad de la nisina contribuye a que los componentes grasos de los
alimentos interfieran en su distribucién uniforme dentro del alimento y reducen su
actividad frente a los microorganismos sensibles (Jung et al., 1992). Los fosfolipidos de
la carne pueden unirse a la nisina y, por consiguiente, reducir su accién. Algunos aditivos
alimentarios también reducen la actividad de la nisina y se conoce, por ejemplo, que la
nisina se degrada en presencia de metabisulfito sédico (un agente antioxidante,
blanqueante y antimicrobiano) y diéxido de titanio, que se emplean frecuentemente en los
alimentos.

Richard (1993) ha observado que cuando la nisina se afiade a la leche que sufre un
tratamiento de esterilizacién HTST (alta temperaturacorto tiempo, es decir, unos
segundos a 72 °C), se reduce su actividad listericida en comparacién con el tratamiento de
calentamiento de 10 minutos a 100 °C, este investigador atribuy$ este fenémeno a los
posibles cambios proteicos que ocurren durante el calentamiento, de manera que cuanto
menos dristico es el tratamiento, m4ds nisina se mantiene unida a las proteinas.

No obstante, algunos de los factores que limitan el empleo de la nisina como
conservante de los alimentos, como su escasa solubilidad y estabilidad a pH neutro, su
hidrofobicidad y su espectro de accién, podrian mejorarse significativamente mediante el
empleo de variantes dela nisina obtenidas por técnicas de ingenierfa genética (Dodd ez al.,
1992).
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2.10.3. Empleo de tratamientos combinados

Existe actualmente un considerable interés en ¢l empleo de la nisina en combinacién
con los nuevos métodos de conservacién de los alimentos, como los de la utilizacién de
presiones elevadas (Ultrahigh Hydrostatic Pressuree, o UHP) y campos eléctricos
pulsantes (Pulsed Electric Field o PEF). En este contexto, Kalchayanand er al. (1994)
describieron qure las células de Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Saimonella
typhimurium dafiadas como consecuencia de estos tratamientos eran sensibles a la nisina
y que la combinacién de ia nisina con estas técnicas producia una accién antibacteriana
mds eficaz que el empleo de aquellas técnicas solamente.

También se ha evaluado la combinacién de nisina con agentes quelantes, ter Stteg
(1993) y ter Steeg et al. (1994) combinando la nisina con lisozima y citrato, han
observado un efecto sinérgico frente a Listeria monocytogenes, previniendo su desarrollo
en paté de higado y quesos fundidos. El empleo s6lo de citrato, de lisozima con citrato o
de nisina con citrato, no evité el desarrollo de estas bacterias en los alimentos.

2.10.4, Estatus legal del empleo de la nisina en los alimentos

El Comit¢ de Expertos de la FAO/OMS sobre Aditivos en los Alimentos
consideraron en 1969 que la nisina no tenfa efectos adversos para el consumidor a dosis
de hasta 3,3 x 100 UI/kg y, en consecuencia, la reconocieron como un aditivo seguro y
legal en los alimentos. Asimismo, €l Comité Cientifico en materia de alimentos de la
Comunidad Europea decidi6 en 1992 afiadir la nisina a [a lista positiva de aditivos con el
nimero E234. Como ya se ha citado previamente, la nisina estdi admitida como
conservante en mds de 50 paises, fundamentalmente para su empleo en quesos
procesados y de untar (en la mayorfa de los paises), vegetales y frutas enlatados (en
paises del este de Europa) y en la leche esterilizada y bebidas licteas (paises cdlidos). Las
regulaciones respecto al etiquetado y concentraciones permitidas varfan ampliamente en
cada pais.

2.10.5. Aplicaciones en la industria farmacéutica

La utilizacion de la nisina purificada a homogeneidad, junto con la posible
potenciacién de su actividad y espectro de accién por agentes quelantes (Blackburn et al.,
1989), han abierto nuevas posibilidades para el empleo de la nisina en la industria
farmacéutica.

Una de las aplicaciones potenciales de la nisina es como agente terapéutico en el

tratamiento de la Glcera péptica, una enfermedad inflamatoria crénica del estémago y
duodeno, que afecta entre €l 3 y el 10% de la poblacién humana. El tratamiento
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convencional incluye el empleo de agentes que reducen la secrecién géstrica, sin
embargo, a pesar de las aparentes tasas de recuperacién, existen recaidas en muchos
casos. Recientemente, se ha encontrado una relacién causal entre el desarrollo de la dlcera
péptica y la colonizacién del estémago y duodeno por la bacteria Gram-negativa
Helicobacter pylori. Este microorganismo se inactiva con antibiéticos, pero éstos
frecuentemente originan transtornos secundarios en los pacientes al afectar a la flora
habitual gastrointestinal e inducir el desarrollo de resistencias.

Los estudios in vitro han demostrado la sensibilidad de Helicobacter pylori a la
nisina y mds atn si su accién se potencia con agentes quelantes. La nisina se adaptaria
facilmente como agente terapéutico para el estomago y duodeno, dado que su actividad se
favorece con el pH 4cido y es resistente a la pepsina del estémago. Ademds, la nisina se
degradaria rdpidamente por las proteasas pancredticas, por Io que se evitarfan otros
efectos secundarios. Su empleo durante mucho tiempo como aditivo en los alimentos, su
escasa toxicidad y su rdpida actividad bactericida avalan su empleo como un agente
terapéutico seguro. Su accién bactericida y la escasa posibilidad de que alcance a la flora
intestinal reducen el desarrollo de resistencias, lo que favorece su empleo frente a otros
agentes antibacterianos. La nisina podria utilizarse no sélo como agente terapéutico, sino
también como profildctico, para evitar la colonizacién del estémago por Helicobacter
pylori (Blackburn y Projan, 1994).

La nisina también podria emplearse como agente terapéutico en el tratamiento de las
mastitis bovinas. Actualmente, este problema se soluciona mediante el empleo de
antibidticos, pero la tasa de recuperacién es pequefia y es necesario mantener un periodo
de supresién prolongado para reducir la aparicién de residuos en la leche. La nisina posee
un potente efecto bactericida frente a la flora implicada normalmente en las mastitis
(especies de Staphylococcus y Streptococcus). Las experiencias de campo han
demostrado que la nisina puede ser un agente eficaz en el tratamiento de esta enfermedad
y. ademds, a diferencia de los antibilticos, su presencia en la leche no ocasionaria
problemas debido a su inactivacién por los enzimas pancredticas y su escasa toxicidad,
contrastada por su empleo como aditivo en los alimentos. En la actualidad, la nisina ya se
emplea como agente profildctico aplicdndose con aplicaciones tépicas antes y después del
ordeiio.

La nisina también podrfa utilizarse en el tratamiento de la malaria, dado que los
deshidroaminodcidos podrian interacionar con enzimas con grupos sulfhidrilos como el
coenzima A y los Plasmodium son sensibles a la deficiencia en este coenzima, Esta
posible actividad se confirmado experimentalmente en ratones infectados con Plasmodium
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berghei (Gross y Morell, 1967), aunque hasta la fecha, no se han vuelto a publicar
experimentos al respecto. Actualmente también se estd investigando el posible empleo de
la nisina en el campo de [a higiene bucal. Estudios en perros Beagle han demostrado que
reduce la placa dental y previene la gingivitis (Howell et al., 1993).

La gran sensibilidad de las especies de Streptococcus y Staphylococcus a la nisina,
le confiere grandes posibilidades para su empleo en los tratamientos tdpicos
dermatolégicos y el tratamiento de infecciones sistémicas resistentes a otros agentes
terapéuticos. También se estd evaluando su posible utilidad en el campo de la cosmética,
para incrementtar la vida ttil de estos productos de tan alto valor afladido.

2.10.6 Otras aplicaciones

‘También se ha sugerido el empleo del gen de la resistencia a la nisina como posible
marcador en vectores de clonaci6n, que puedan emplearse en la expresién de productos
de interés en los alimentos (Von Wright et al., 1990; Froseth y McKay, 1991).
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II. OBJETIVOS DEL TRABAJO

Las bacteriocinas que producen las bacterias ldcticas constituyen una alternativa real
como conservantes de los alimentos, dado que podrian reemplazar o sustituir a otras
sustancias quimicas menos recomendables por sus posibles efectos nocivos secundarios
en la salud de los consumidores. No obstante, hasta ahora la nisina es la dnica
bacteriocina cuyo empleo estd pemitido en los alimentos, pero en el futuro es muy
probable que la caracterizacién bioquimica, inmunolégica, genética y toxicoldgica de otras
bactericinas facilite y permita su utilizacién en la industria alimentaria.

Asfmismo, habrd que mejorar los métodos analiticos empleados en la deteccion y
cuantificacion de las bacteriocinas de los sobrenadantes de los cultivos productores y de
los alimentos, que se basan en la estimacién de su actividad inhibidora frente a un
microorganismo indicador. Aunque estas técnicas son de gran utilidad, presentan
inconvenientes como su inespecificidad, su baja sensibilidad y la subjetividad de su
interpretacién.

Desde el inicio de la década de los afios 70 las técnicas inmunolégicas (y dentro de
ellas, principalmente, las inmunoenzimdticas), han experimentado un gran auge como
herramientas analiticas, constituyendo actualmente, la metodologfa de eleccién en
numerosos campos de la ciencia. Cuando se dispone de anticuerpos de calidad, los
métodos inmunoldgicos son especificos y muy sensibles. Ademds, son ficiles de
gjecutar, permiten el andlisis de numerosas muestras en un breve espacio de tiempo y
pueden automatizarse reduciendo la subjetividad. Sorprendentemente, el impacto de las
técnicas inmunolégicas en la deteccin y cuantificacion de las bacteriocinas ha sido hasta
ahora escaso. También es escasa la bibliograffa relacionada con este tema y los resultados
obtenidos poco satisfactorios (Falahee et al., 1990; Bhunia, 1994; Stringer et al., 1995).
Las razones de ello pueden ser multiples, destacando entre ellas el pequefio tamafio
molecular de estos compuestos (1o que les convierte en pobres inmunégenos), su peculiar
estructura y su limitada disponibitidad.

Como objetivos de este trabajo se ha propuesto el desarrollo de métodos eficaces de
obtencién de anticuerpos frente a la nisina A y la utilizacién de los anticuerpos generados
en la evaluacion y puesta a punto de métodos inmunoenzimdticos (ELISA) que permitan;
(1) la deteccién rdpida de microorganismos productores de nisina, tanto de cepas salvajes
como genéticamente modificadas y (2) el descubrimiento y 1a cuantificacién de la nisina
en los sobrenadantes de los microorganismos productores y en los alimentos. Ademds,
con los anticuerpos generados podrian construirse columnas que permitiesen la
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purificacién de la nisina en un sélo paso por cromatografia de inmunoafinidad.

No obstante, para alcanzar los objetivos propuestos, s¢ necesita conseguir primero
los siguientes objetivos parciales:

1. Obtencidn de anticuerpos policlonales frente a 1a nisina A:

1.1 Preparacién de los inmunorreactivos idéneos mediante la conjugacién de la
nisina A a moléculas vehiculadoras o portadoras constituidas por la toxina
colérica (CT) y la hemocianina de Megathura crenulata (KLH),

1,2, Disefiar pautas de inmunizacién adecuadas que permitan obtener en los
ratones los anticuerpos policlonales de interés,

1.3. Conseguir una mayor cantidad de anticuerpos policlonales mediante la
induccién de ascitis en los ratones inmunizados,

1.4. Desarrollar los métodos inmunoenziméticos (ELISA) apropiados, para
determinar la especificidad de los anticuerpos obtenidos frente a la nisina y su
reactividad cruzada con otras bacteriocinas.

2. Una vez evaluada la inmunogenicidad de los conjugados anteriores, se procederd a la
obtencién de anticuerpos monoclonales, mediante:

2.1. La fusién, en presencia de polietilenglicol, de los linfocitos esplénicos de
ratones inmunizados con las células de mieloma de ratdén de la linea celular
P3X63-Ag.653,

2.2. Identificacién de los hibridomas productores de anticuerpos especificos y
clonacién de los mismos por dilucién limite,

2.3. Estabilizacién de los clones positivos y produccién de anticuerpos a gran
escala, mediante su propagacion in vitro ¢ in vivo,

2.4, Purificacién de los anticuerpos monoclonales de interés por precipitacién con
sulfato aménico,

2.5. Evaluacién de la especificidad y la reactividad cruzada de los anticuerpos
obtenidos y desarrollo de métodos inmunoenzimdticos (ELISA), que permitan
la identificacién y cuantificacién de la nisina en los sobrenadantes de los
microorganismos productores y en los alimentos.

3. Utilizacién de los anticuerpos policlonales y monoclonales obtenidos para:
3.1. El estudio de la cinética de la producién de nisina A por cultivos de
Lactococcus lactis productores de nisina,
3.2. La identificacién y cuantificacién de la nisina en los alimentos,
3.3. El desarrollo de una columna de cromatograffa de inmunoafinidad y la
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evaluacién de su eficacia en 1a purificaci6n de la nisina de los sobrenadantes de
los microorganismos productores,

3.4. El estudio de la especificidad y sensibilidad de los métodos
inmunoenziméaticos (ELISA) desarrollados para la cuantificacién de la nisina,
frente a otros métodos tradicionales de detecci6n.
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IL. 1. MATERIAL GENERAL

1.1. Material de laboratorio

En la preparacién de los medios de cultivo y de las diversas disoluciones acuosas,
empleamos agua destilada obtenida en un destilador "Pobel" mod. 706 y desmineralizada
en un intercambiador i6nico "Seta" mod. R-600. Para las experiencias cromatograficas se
empleé agua desionizada ultrapura, libre de pirégenos obtenida en un aparato "Barnstead”
mod. Nanopure.

Las pesadas ordinarias se hicieron en balanzas monoplato "AD" mod. FX-3000 y
las de precisi6n en balanzas analiticas "AD" mod. ER-120A. Para equilibrar las muestras
a centrifugar, se utiliz6 una balanza biplato "Cobos" mod. 201.

Las centrifugaciones se realizaron en centrifugas refrigeradas "Sorvall" RC-SB,
equipadas con rotores SS-34 y GSA. Las microcentrifugaciones se efectuaron en una
centrifuga Biofuge A de "Heracus" mod. Christ. Las centriofugaciones instantdneas se
realizaron en una centrifuga "Stratagene” mod. Picofuge HF-120.

Las determinaciones y ajustes de pH se realizaron en un PHimetro "Crison" mod.
micropH 2001.

Las esterilizaciones de los medios de cultivo y del material pldstico se realizaron en
autoclaves "Selecta” mod. Autotester G y 43-G. La esterilizaci6n del material de vidrio se
efectud por calor seco en una estufa de aire forzado "Heraeus" mod. KFTU-K. Los
sobrenadantes y algunas de las soluciones empleadas se esterilizaron por filtracién,
empleando filtros "Millipore” de 0,22 um de tamaiio de poro.

Las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en espectrofotdmetros
"Kontron" mod. Uvikon 820 e "Hitachi” mod. U-2000 de doble haz, registrindose los
resultados en una impresora térmica Uvikon LS-4B y en un registrador Uvikon 21. Las
determinaciones espectrofotométricas relacionadas con la purificacién y determinacién de
la concentracién inhibidora minima de las bacteriocinas, se efectuaron en placas
microtituladoras estériles de 96 pocillos "Costar” mod. 3590 y las lecturas en un lector de
placas "Labsystems” iEMS Reader MF.
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Las liofilizaciones se realizaron en un aparato Teruzzi-Mevilsa mod. TP-3 con
superficie dtl de carga de 0.3 m2, dotado de equipo de registro, dispositivo de
termovacfo y programador.

Algunas muestras se filtraron en diversos modelos de filtro "Whatman", Las didlisis
se realizaron en membranas de didlisis de "Medicell" tamaiio 3.

Las muestras y reactivos se conservaron en arcones de congelacién "Kelvinator"
mod. AC-550 y "Liebherr” mod. GT6102, asi como en frigorificos "Kelvinator” mod.
AKR20 y "Liebherr" mod. 38.

En las incubaciones se utilizaron estufas "Heraeus" mod. KB-500, BK-600 y
B6200 y "Selecta” mod. Termotronic 338, termostatadas a la temperatura deseada. El
bafio de agua termostatado fue de "Selecta” mod. Unitronic 6320100.

Para las cromatografias de filtracion en gel, se emplearon columnas de "Pharmacia”
mod. PD-10. Las de intercambio catifnico e interaccién hidrof6bica se realizaron en
columnas convencionales de "Bio-Rad” mod. Econo Column. La cromatografia de fase
reversa se efectud en una columna de "Pharmacia-LKB" mod. PepRPC HRS5/5, integrada
en un sistema de Cromatograffa Liquida Rdpida de P9rotefnas (FPLC) de la misma firma
comercial. El sisiema de FPLC consta de dos bombas de alta presién mod. P-500, un
controlador mod. LCC-500 Plus, una bomba peristiltica mod. P-1, un dispositivo de
védlvulas mod. MV-7, un monitor de luz ultravioleta mod. UV-M-II y una impresora
registradora mod. REC-2. Los tampones empleados en la cromatografia 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.

La desecacién a vacio de las muestras purificadas se efectué en un rotavapor
"Howe" mod. GV1, acoplado a un refrigerador "FTS" mod. Titan y a una bomba de
vacio "Edwards" mod. ED100.

La obtencién de los anticuerpos monoclonales se realizé en una sala estéril provista
de antesala, ldmparas de luz ultravioleta en los techos, una unidad de aire acondicionado
"Interclinet” y un filtro de aire positivo "Telstar”. Adema4s, en su interior se encuentran
una campana de flujo laminar "Telstar" mod. AV-100, un incubador "Heraeus” mod.
6000 con controlador de temperatura y CO3, un microscopio "Nikon" mod. TMS, una
centrifuga "Heraeus" Megafuge 1.0 y un bafio termostatado "Grant" mod. W 14. El gas
utilizado en el incubador fue CO, de calidad N-40, de alto grado de pureza y
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comercializado por la SEQ. Las células de mieloma y los hibridomas se conservaron en
un arcén congelador "Sanyo" Ultralow mod. MDF-392 y en bombonas de nitrgeno
liguido mod. CDB 35 y CDB 18.

Las placas de ELISA utilizadas en los ensayos inmunoenziméticos fueron de la
marca "Nunc", del mod. Maxisorp de 96 pocillos. Su agitacion se realiz en un agitador
de placas de ELISA marca "Wallac", mod. 1296.001 Plateshake y para su lectura se
utilizé un lector de placas "Labsystems" iEMS Reader MF con un paquete informético de
tratamiento de datos incorporado. Las placas tapizadas que asf lo requirieron, se secaron
en una estufa de aire forzado "Heraeus" mod. UT6.

El material general de laboratorio se componfa de pipetas Pasteur, pipetas
automiticas "Gilson" mods. P-20, P-200, P-1000 y "HTL" mods. VE-20, VE-200 y VE-
1000, pipetas multicanales "Labsystem” mod. Finipipette, pipeteadores autométicos,
placas calefactoras y agitadoras "Thermolyne” mod. Nuova II y "Bibby” mod. B2i2,
agitadores de tubos "Heidolph" mod. Reax 2000 y dispensadores de medios de cultivo
"Nichiryo"” mod. 2100DG y "Brand" mod. Dispensette. Se emplearon ademds mecheros
de gas, termémetros, jeringuillas, agujas, hojas de bisturd, etc.

El material de vidrio empleado fue del tipo "Pyrex” y el de pldstico el suministrado
por "Nunc", "Falcon”, "Sterilin" y "Eppendorf™.

1.2. Productos y reactivos

Los productos quimicos de uso general fueron suministrados por "Merck",
"Sigma", "Fluka" y "Panreac”. Los medios de cultivo para las experiencias
microbiol6gicas fueron de las marcas "Oxoid" y "Difco”.

En las técnicas cromatograficas de purificacién de bacteriocinas y en la columna de
inmunoafinidad, se emplearon productos de "Pharmacia-LKB". El gel de intercambio
catiénico fue el SP-Sepharose Fast Flow y el de interaccién hidrofébica de Octyl-
Sepharose CL-4B. Las columnas empleadas en la cromatograffa de inmunoafinidad
fueron las de HiTrap NHS-Activated.

La nisina A utilizada en 1as experiencias de inmunizacién y como estdndar en los

ELISA fue de "NBS Biologicals". El preparado comercial de nisina, Nisaplin® se obtuvo
de "Applin & Barret". Los reactivos empleados en las conjugaciones, técnicas
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inmunoenzimdticas y como adyuvantes en las inmunizaciones fueron de "Sigma" y
"Pierce”. Los inmunosueros comerciales fueron de "Cappel".

Los medios de cultivo utilizados en la obtencién y produccién de los anticuerpos
monoclonales, fueron de las marcas "Gibco" y "Boehringer".

1.3 Material biolégico

1.3.1. Microorganismos productores de bacteriocinas

Los microorganismos productores de nisina y de otras bacteriocinas empleados en
este trabajo, asf como su origen se muestran en la tabla III.1. Dichos microorganismos se
utilizaron como fuente de bacteriocinas, en la evaluacién de la especificidad y la
reactividad cruzada de los anticuerpos generados y en la localizacién de los epitopos
reconocidos por los anticuerpos generados. También se emplearon microorganismos
modificados genéticamente, productores de variantes de la nisina, con ¢l objeto de
identificar y localizar los epftopos de interés, los cuales se muestran en la tabla II1.2.
Todos ellos se mantuvieron en congelacién a -20 °C y -85 °C en caldo nutritivo con un
15% (v/v) de glicerol como agente crioprotector. Los cultivos mantenidos a -20 °C se
revitalizaron cada dos meses, mediante dos o tres pases en caldo nutritivo, para garantizar
su conservacién.

Tabla III.1. Microorganismos productores de bacteriocinas

Microorganismo productor Cepa Bacteriocina Origena
Lactococcus lactis subsp. lactis BB24 Nisina A NBIII
Lactococcus lactis subsp. lactis Gl18 Nisina A NBIII
Lactococcus lactis subsp. lactis FI5876 Nisina A IFR

Lactococcus lactis subsp. lactis  ATCC11454 Nisina A ATCC
Lactococcus lactis subsp. lactis CNRZ150 Nisina Z INRA
Lactococcus lactis subsp. lactis MG1614 No productor IFR

Lactobacillus sake 148 Lactocina S NBIII
Pediococcus acidilactici 347 Pediocina PA-1 NBIII
Pediococcus acidilactici L50 Pediocina L.50 NBIII

3 Abreviaturas: ATCC, American Type Culture Collection (Rockville, EE.UU.); IFR,
Institute of Food Research (Norwich, Reino Unido); INRA, Station of Researches
Laitieres (Jou-en-Josas, Cedex, Francia); NBIII, Departamento de Nutricién y
Bromatologia III, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense (Madrid).
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Tabla IIL.2. Microorganismos obtenidos por ingenieria genética,
empleados en la identificacion y localizacion de los
epitopos de interés

Microorganismo productor Cepa Modificacién ~ Variante Origend
genética

Lactococcus lactis subsp. lactis F17847 AnisAb  No productor IFR

Lactococcus lactis subsp. lactis FI7690 AnisA¢ No productor IFR

Lactococcus lactis subsp. lactis FI8070 nisAd Nisina A IFR
SS5A

Lactococcus lactis subsp. lactis FI8198 nisA¢ Nisina A IFR
S33A

Lactococcus lactis subsp. lactis FI8199 nisAf NisinaA - IFR

S5A, S33A
Lactococcus lactis subsp. lactis Fi8438 AnisP&8  No productor IFR
Lactococcus lactis subsp. lactis F18532 AnisP, No productor IFR
AnisCh

2 Abreviaturas: IFR, Institute of Food Research (Norwich, Reino Unido).

bF17847 procede del FI5876, con la pérdida de una base en el gen estructural de la nisina
A, lo que determina que se altere €l marco de lectura y que no se produzca la bacteriocina.

CF17990, procede del FI5876, con una deleccién de 300 pb en el gen estructural de la
nisina A y pérdida del promotor.

4FI18070 procede del FI5876, con una mutacién que sustituye el codén que codifica por la
Ser en la posicién 5 por otro que codifica la Ala (no se forma DHA en el péptido
maduro).

CFI18198 procede del FIS876, con una mutacién que sustituye el codén que codifica por la

Ser en la posicién 33 por otro que codifica la Ala (ro se forma DHA en el péptido
maduro).

fFI8199 procede del FI5876, con dos mutaciones que sustituyen los codones que
codifican por Ser en las posicién 5 y 33 por otros que codifican la Ala (no se forman
DHAs en ¢l péptido maduro).

2FI8438 procede del FI5876, con una delecci6n en el gen nisP, por lo que no produce
nisina madura.

BFi8532 procede del FI8438, con una delecci6n en el gen nisC, por lo que no produce
nisina madura.

iFI8484 produce la nisina 1-31, con una cola afiadida de 5 His.

JF18256 procede del FI5876, con una mutacién que sustituye el codén que codifica la Lys
en la posicién 12 por otro que codifica la Leu.

kFI8542 procede del FIS876, con una mutacién que sustituye el codén que codifica por la
Ser en la posicién 3 por otro que codifica la Val (no se forma el anillo A).
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1.3.2. Microorganismos indicadores

Los microorganismos indicadores empleados en la deteccién de la nisina mediante
pruebas microbiolGgicas, se muestran en la tabla IIL.3. Los microorganismos se
conservaron de la manera citada previamente para los productores de bacteriocinas.

Tabla IIL3. Microorganismos indicadores empleados para detectar la
nisina, mediante pruebas microbiolégicas

Microorganismo indicador Cepa Origen?
Pediococcus acidilactici 347 NBIII
Lactobacillus helveticus CHI1 CHL

4 Abreviaturas: CHL, Christian Hansen’s Laboratories (Copenhague, Dinamarca); NBIII,
Departamento de Nutricién y Bromatologia III, Facultad de Veterinaria, Universidad
Complutense (Madrid).

1.3.3. Compuestos purificados empleados en la identificacién y
localizacion de los epitopos de interés

En el estudio de los epitopos reconocidos por los anticuerpos generados, también se

emplearon fragmentos y variantes de la nisina A obtenidos por técnicas de ingenierfa

genética o por degradaci6n o rotura enzimdtica, asf como algunos lantibiéticos andlogos.

Todos los compuestos, mostrados en la tabla 1I1.4. y figura IIL1., se obtuvieron

purificados a homogeneidad.

1.3.4, Animales de experimentacion

Para la obtencién de los anticuerpos, tanto policlenales como monoclonales, se
emplearon ratones hembras Balb/c de seis a ocho semanas de edad, alimentados con dieta
de mantenimiento rata-ratén y agua potable ad libitum. Los ratones fueron donados por el
animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid.

1.3.5. Cultivos celulares

Para la obtencién de los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales se
utilizé la linea celular P3X63-Ag 8.653, cedida por el Departamento de 1+D del Instituto
Llorente (Madrid).
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Tabla I11.4. Fragmentos, variantes genéticas y analogoes de la nisina A,

empleados en la identificacion y localizacion de los epitopos

de interésa,

Compuesto

Caracteristicas

Nisina 1-12b
Nisina 1-20b
Nisina 1-31¢
Nisina 1-324
Nisina DHASAC
Nisina DHA33AC
Nisina DHAS5,33A¢
Nisina K12L¢

Nisina H27K¢
Nisina 1-32 Des5Alad

Secuencia lider €
Nisina Z
Subtilina

Péptido constituido por los 12 primeros aminodcidos de la nisina
A

Péptido constituido por los 20 primeros aminodcidos de la nisina
A

Péptido constituido por los 31 primeros aminodcidos de la nisina
A

Péptido constituido por los 32 primeros aminodcidos de la nisina
A

Molécula de nisina A con Ala en la posicién 5 en lugar de DHA
Molécula de nisina A con Ala en la posicién 33 en lugar de DHA
Molécula de nisina A con Ala en las posiciones 5 y 33 en lugar
de DHA

Molécula de nisina A con Leu en la posicién 27 en lugar de Lys
Molécula de nisina con Lys en la posicién 27 en lugar de His
Péptido constituido por los 32 primeros amino4cidos de la nisina
A sin la DHA de la posicién 5 (se rompe el anillo A)

Secuencia lider de la nisina A, de 23 aminodcidos

Bacteriocina purificada

Bacteriocina purificada

4 Todos los compuestos fueron obtenidos, purificados y cedidos por el grupo
investigador de M. J. Gasson y col., del Instimte of Food Research (Norwich, Reino
Unido), excepto la nisina Z que fue purificada y cedida por el equipo de W. M. de Vos y
col., del Nederlands Instituut voor Zuivelonderzoek (Holanda).

b Obtenidos por rotura enzimética.
¢ Obtenidos por ingenierfa genética.
d Obtenidos por degradacin debida a un almacenamiento prolongado o a un tratamiento

dcido.

€ Obtenido por sintesis quimica.
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Figura III. 1. Fragmentos y variantes de la nisina A empleados en la

identificacién y localizacion de fos epitopos de interés.
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I11.2. METODOS

2.1. Medios y condiciones de cultivo de los microorganismos empleados
2.1.1. Medios de cultivo empleados en el crecimiento de las bacterias
lacticas
2.1.1.1. Caldo nutritivo d¢ Man, Rogosa y Sharpe (MRS, Oxoid)
Composicion: gl
Peptona 10,0
Extracto de carme 8,0
Extracto de levadura 4,0
Dextrosa 20,0
Acetato sodico (-:3H20) 50
Fosfato dipotdsico : 2,0
Citrato triaménico 2,0
Sulfato magnésico(-7H20) 0,2
Sulfato de manganeso (-4H20) 0,05
Tween 80 1,0 ml
pH 6,2
Preparacion:

Para rehidratar el medio se suspenden 52 g del medio de MRS en 1 L de agua
destilada, calentdndose hasta su completa disolucion. La esterilizacién se efectia en
autoclave a 121°C durante 15 min,

Composicion. N
Medic MRS 35,0
Agar bacteriolégico (Difco) 15,0
Preparacion:

Se suspenden los componentes en 1 L de agua destilada, calentdndose la solucién
hasta su ebullicién para asegurar la homogeneizacién del agar y se procede como en la
seccién anterior.
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2.1.1.3. Mgdio semisélido d¢ Man. Rogosa y Sharpe (agar semisélido MRS)
Composicion: gl

Medio MRS 55,0

Agar bacteriol6gico (Difco) 7.5
Preparacion:

Se suspenden los componentes en 1 L de agua destilada, calentdndose la solucién
hasta su ebullicién para asegurar la homogeneizacién del agar y se procede como en la
seccién 2.1.1.1.

2.1.2. Condiciones de cultivo

Las bacterias ldcticas se crecieron sin agitacién a 32 °C hasta la fase de crecimiento
estacionario, excepto L. helveticus que se incubd a 42 °C. Para la purificacién de la
nisina, el microorganismo productor se cultivé en estas condiciones durante 16 h.

2.1.3. Obtencion de los sobrenadantes libres de células

Tras su revitalizacién, los microorganismos de interés se inocularon en el medio
adecuado (MRS en el caso de las bacterias l4cticas) y se incubaron a la temperatura
apropiada durante 16 horas. A continuacién, se obtuvo el sobrenadante libre de células
por centrifugacién del cultivo a 10.000 rpm .y 4 °C durante 10 min.- Posteriormente, €l
pH del sobrenadante se ajusté a 6,2 con NaOH 1 N y 10 N y se esterilizé por filtracidn,
con filtros de 0,22 pum de didmetro de poro. El sobrenadante se reparti6 en alicuotas de
250 pl, que se mantuvieron en congelacidn a -20 °C hasta su utilizacién.

Los sobrenadantes obtenidos de la manera descrita, se emplearon en pruebas
microbiolégicas (test de difusién en agar, apartado 2.2.1.) para determinar su actividad
inhibidora y en las inmunoenzimiticas (ELISA competitivo directo, apartado 2.8.4.) para
evaluar la especificidad y la reactividad cruzada de los anticuerpos policlonales y
monoclonales de interés.

2,2, Pr microbioldgi rminaci ivi

P )

riocin
2.2.1. Prueba de difusion en agar

El método fue descrito por primera vez por Tramer y Fowler (1964), y modificado
por Rodriguez et al. (1995) y se realiza de la siguiente manera:
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2.2.1.1. Preparacién de las muestras 3 analizar

2.2.1.1.1, Obtencion de los sobrenadantes libres de células
Los sobrenadantes de los microorganismos productores de las bacteriocinas a
analizar, se obtuvieron de la manera descrita en el apartado 2.1.4.

2.2.1.1.2. Preparacion de las soluciones de nisina estindard
Las concentraciones de interés se prepararon diluyendo la nisina pura en PBS (pH
7.4) y en MRS (pH 6,2).

2.2.1.2, 160 de las s 1gar ¢ mi anismo indicador
Para ello, se emplearon placas de Petri de 140 mm de didmetro que contenfan 60 ml

de agar semisGlido MRS con, aproximadamente, 105 UFC/ml del microorganismo
indicador (L. helveticus para la nisina) y un 1% de Tween 20, este ltimo para favorecer
la difusién de la bacteriocina e incrementar la sensibilidad del ensayo. A continuacidn,
una vez solidificadas las placas, se secaron en una estufa a 37 °C durante 1h.

2.2.1.3. Deteccidn v cuantificacion de 1a actividad antimicrobiana de Ias my

En las placas preparadas como se cita en la seccién 2.2.1.2., se practicaron, con
ayuda de un “"sacabocados”, pocillos de 6 mm de didmetro, en los que se depositaron 50
pul de la dilucién de nisina estindar o de los sobrenadantes libres de células del
microorganismo productor. Todas las muestras se ensayaron por duplicado. Las placas se
mantuvieron a 4 °C durante 2 h para favorecer la difusién de la bacteriocina vy,
posteriormente, se incubaron durante 24 h a la temperatura adecuada para ¢l desarrollo del
microorganismo indicador. Finalizada la incubacién, el didmetro de los halos de
inhibicién se midi6 con un calibre y la actividad antimicrobiana se expresé en mm? segin
la férmula:

Actividad= [(D-9)/2]2

Siendo, "D" el didmetro del halo de inhibicién en mm y "d" el didmetro del pocillo
{6 mm).

2.2.2. Prueba de inhibicion en placas microtituladoras
Esta prueba se empled para detectar y cuantificar la actividad inhibidora durante la
purificacién de la nisina tanto por el método tradicional como por inmunoafinidad. Este
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ensayo fue descrito por primera vez por Geis et al. (1983), y modificado por Cintas et al.
(1995) y Rodriguez et al. (1995).

El microorganismo empleado como indicador fue P. acidilactici 347, sembrado en
caldo MRS e incubado a 32 °C hasta su fase estacionaria. En los primeros pocillos de las
placas microtituladoras se depositaron 100 pl de las muestras a analizar, realizdndose a
partir de ellas diluciones seriadas (1/2, 1/4, 1/8, etc.) en caldo MRS vy, posteriormente se
afiadieron a cada pocillo 150 ul del microorganismo indicador, manteniendo las placas a
32°C durante 14 h. Finalizada la incubacién, el crecimiento del microorganismo indicador
en los pocillos se determiné mediante la lectura espectrofotométrica de las placas a 620
nm. Una unidad de bacteriocina (UB), se define como la concentracion de muestra 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 le afiadié muestra).

2.3. Purificaciéon de la nisina A del sobrenadante de¢l microorganismo
L is BB24

Con el objeto de obtener una concentracién adecuada de nisina A para proceder a la
inmunizacién de los ratones y elaborar otros conjugados necesarios en la realizacién de
los inmunoensayos, inicialmente se purificé la nisina segin el método descrito por
Rodriguez et al. (1995) y Cintas et al. (19935), consistente (figura [11.2.) en:

2.3.1. Obtencion de sobrenadante

L. lactis BB24, microorganismo productor de la nisina A se revitalizé y desarrollé
en caldo MRS durante 16 horas a 32 °C; a partir del mismo y con un asa de platino se
inoculé un frasco con 1 L de caldo MRS, que se incub6é a 32 °C durante 16 h. El
sobrenadante libre de células se obtuvo por centrifugacién del cultivo a 10.000 rpm
durante 10 min a 4 °C.

2.3.2. Precipitacion con sulfato aménico

Las proteinas en disolucién se encuentran solvatadas por moléculas de agua,
exponiendo hacia la fase acuosa sus porciones hidréfilas y manteniendo los grupos
hidréfobos hacia el interior. El sulfato aménico, en concentraciones elevadas, compite
exitosamente con las moléculas de agua para unirse a las proteinas, disminuyendo por
tanto la solvatacién (hidratacién) de las protefnas y provocando que expongan sus grupos
hidréfobos, que interaccionan entre si por fuerzas de Van der Waals, produciendo la
precipitacién de las proteinas.
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Lactococcus lactis BB24
(Cultivo, 1 L)

Cromatograﬁ:a Cromatografia Cromatografia
de illltercamblo de interaccién de fase reversa
catidénico hidrofébica (FPLC)

Centrifugacién Precipitacion

con sulfato amonico

Sobrenadante

Prueba de actividad

Figura I11.2. Purificacién de la nisina A segin Rodriguez y col., 1995.
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Al sobrenadante libre de células obtenido de la manera decrita en la seccién anterior,
se le afiadieron, lentamente y en agitacién 500 g de sulfato amdnico. A continuacién, la
muestra se mantuvo 30 min en agitacién a 4 °C y se cetrifugé a 10.000 rpm y 4 °C
durante 2¢ min. Los precipitados y la pelicula flotante resultante de la cenirifugacién se
resuspendieron en 200 ml del tampon NaH2PO4/NapHPO4 20mM, pH 5,8 (tampén A).

2.3.3. Cromatografia de intercambio catiénico

Este método de separacién se basa en la adsorcién, selectiva y reversible de las
moléculas con carga neta positiva a una matriz cromatogrifica de carga eléctrica neta
negativa. Los grupos negativos de la resina se encuentran inicialmente asoctados a
cationes moéviles (Na*) suministrados por €l tampén de equilibrado, que serdn
reversiblemente reemplazados por las cargas positivas de las proteinas, sin alterar la
conformaci6n de la matriz cromatogrfica. A continuaci6n, las proteinas adsorbidas se
desplazan del lecho cromatogréfico al afiadir un tampdn con mayor fuerza iénica o al
variar el pH del sistema hacia o sobre el pl de la proteina. El gel empleado fue ¢l SP-
Sepharose Fast Flow, que es un intercambiador cati6nico fuerte con un soporte de
agarosa con los grupos funcionales -CH2-SO3-.

Se emplearon columnas convencionales de 2,5 x 30 cm en las que se depositaron
aproximadamente 30 m} del gel; tras equilibrarlo con 100 ml del tampdn A, se deposité
lentamente la fracci6n resultante de la precipitacién con sulfato aménico. A continuacién,
el gel se lavé con 75 ml de tampdn A y se procedié a la elucién de la bacteriocina con 100
ml de NaCl 1 M en el tamp6n A.

2.3.4. Cromatografia de interaccion hidrofébica

La separacién por interaccién hidrofébica permite separar los componentes no
polares de una solucién polar, basdndose en el establecimiento de fuerzas de Van der
Waals entre los ligandos de la matriz cromatogréfica y las proteinas en disolucién. Las
proteinas hidr6fobas quedan retenidas en el gel al interaccionar sus grupos hidréfobos
con los ligandos inmovilizados del gel. La elucién se produce al afiadir concentraciones
bajas de alcoholes miscibles en agua o detergentes, cuyos grupos apolares compiten por
los sitios de adsorcién del gel, lo que conduce a la separacién de las proteinas ligadas

inicialmente.

En la realizacién de esta técnica, se emplearon columnas convencionales de 1,5 x 20
cm en las que se depositaron, aproximadamente, 5 ml del gel de Octyl-Sepharose CL-4B.
El-gel se equilibré con 30 ml de una solucién d¢ suifato aménico al 10% (p/v) en el
tampdén A. A la muestra a cromatografiar (la eluida de la columna de intercambio
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catiénico) se le afiadié también sulfato aménico hasta una concentracién final del 10%
(p/v) y se deposit6 lentamente en la columna equilibrada. Posteriormente, la columna se
lavé con 20 ml del mismo tampén de equilibrado y la elucién de la bacteriocina se realizé
con 18 ml de una solucién de etanol al 70% en el tamp6n A.

2.3.5. Cromatografia de fase reversa

El fundamento de la separacién en este tipo de cromatografia es €] mismo que en la
cromatografia anterior, si bien este sistema la columna empleada (PepRPC HRS5/S) se
integra en un equipo de Cromatograffa Liquida Rdpida de Protefnas (FPLC), que permite
controlar de forma muy precisa los gradientes de los tampones y lograr asf un gran poder
de resolucién, permitiendo la separacién de fracciones hidrofébicamente muy similares.
Ademais, el sistema estd integrado a un detector de ultravioleta con un registrador que
permite monitorizar el perfil de elucién de la muestra aplicada a la columna.

Para realizar esta técnica, la muestra procedente de la cromatografia de interaccién
hidrofébica se preparé previamente diluyéndola en 50 ml del tampén A y afiadiendo 4cido
trifluoroacético (TFA) a una concentracién final del 0,1% (v/v). A continuacion, se
inyectd a la columna previamente equilibrada con TFA al 0,1% en el tampén A, a un flujo
de 1ml/min. La columna se lav6 con el mismo tampdn de equilibrado hasta que la Apsy
alcanz6 de nuevo la linea basal y entonces se procedié a la elucion de la muestra,
empleando un gradiente lineal de 0 a 100 de TFA al 0,1% en 2-propanol y un flujo de 0,5
ml/min, registrdndose la Azs4 de las fracciones eluidas.

A continuacidn, se determind la actividad antimicrobiana de las fracciones eluidas, y
las positivas se mezclaron y diluyeron con 10 ml del tampén A con un 0,1% de TFA,
recromatografidndose en condiciones similares a las descritas, hasta obtener un dnico pico
de absorbancia con actividad antimicrobiana. La fraccién cromatogréfica final, se
conserv( desecdndola al vacio.

Todo el proceso de purificacién descrito se realizé a temperatura ambiente y su
seguimiento se llevé a cabo determinando la actividad antimicrobiana en las fracciones
resultantes de cada cromatografia, mediante el ensayo de inhibicidn en placas
microtituladoras descrito en la seccién 2.2.2. de este capitulo.

2.3.6. Determinacion de la concentracion de nisina A de las muestras
purificadas
La concentracion de nisina A de la muestra purificada se determiné conociendo su
coeficiente de extincién molar a 220 nm. Para la nisina A, este coeficiente es de 21,2, es
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decir, una solucién de 1 mg/ml de nisina A pura en una cubeta estdndar de 1 cm posee
una Ajpq de 21,2 (de Vos et al., 1993).

Cuando un inmunégeno entra por primera vez en contacto con el organismo, es
captado por las células presentadoras del antfgeno (APC) que lo procesan en su interior y
lo muestran en su superficie, unido a las proteinas del complejo mayor de
histocompatibilidad del tipo II (HMC II). Dicha unién es reconocida por las células Ty (T
helper) que se unen a este complejo a través de unos receptores denominados T. La unién
fisica entre los dos tipos de células desencadena la liberacién de citoquinas, originando,
entre otras acciones, la diferenciacién de los linfocitos en células plasmaticas, productoras
de anticuerpos.

Por otro lado, para que los compuestos inmunégenos inicien la reaccién inmune,
deben contener un epftopo que sea capaz de unirse al anticuerpo de superficie de un
linficito B virgen y de promover la comunicacién entre los linfocitos B y los linfocitos Ty
de manera similar a lo descrito para las células APC. Una vez que el inmundgeno contacta
con la célula B a través del anticuerpo de superficie, penetra en su interior donde se
procesa en fragmentos que migran a la superficie, donde se unen a las proteinas del HMC
IL. El complejo formado por 1os fragmentos del inmunégeno y dichas proteinas, s¢ une al
receptor de superficie de las células Ty. La unién fisica entre las dos células desencadena
la liberacién de citoquinas, que promueven la diferenciacién de las células B a células
plasmdticas, productoras de anticuerpos. La unién del inmunégeno al anticuerpo de
superficie de la célula B virgen, determina la especificidad de los anticuerpos resultantes,
puesto que la zona de unién del antigeno al anticuerpo de superficie es idéntica al lugar de
unioén de los anticuerpos secretados.

El tamafio molecular de la nisina A determina que, a pesar de ser antigénica,
probablemente no sea inmunégena, es decir, no sea capaz de iniciar por s{ misma una
respuesta inmune, A este tipo de moléculas se les denomina haptenos. Esto se debe a que
por su pequefio tamaifio no pueden unirse simultdneamente a las protefnas del HMC 1I
presentes en la superficie de las células APC y de los linfocitos B y a los receptores de las
células T. Por ello, para inducir una respuesta inmune, deben conjugarse a otras
moléculas (portadoras,vehiculadoras o transportadoras) que facilitan su de unién con los
receptores de las células T. El hapteno, por su parte, provee el epitopo que se une al
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anticuerpo de superficie y a los anticuerpos secretados posteriormente por las células
plasméticas.

En este estudio, la nisina A se conjugé a dos moléculas portadoras distintas, para
evaluar la eficacia de cada una en la induccién de la produccién de anticuerpos
especificos. Estos compuestos fueron la toxina colérica (CT) y la hemocianina de
Megathura crenulata, conocida con la denominacién del inglés de keyhole limper
haemocianin 0, abreviadamente, como KLH.

2.4.1. Conjugacion con la toxina colérica (CT)

La toxina colérica como molécula transportadora se ha empleado con éxito como
molécula portadora en la obtencién de anticuerpos frente a diversos haptenos (Azcona-
Olivera et al., 1992a; Abouzied et al., 1993; Chu et al., 1995).

Este compuesto presenta como ventajas: (1) su propiedad de actuar también como
adyuvante; (2) el procedimiento de inmunizacién es rdpido; (3) genera gran cantidad de
anticuerpos; (4) como adyuvante, es menos dafiino que el de Freund; (5) es ideal cuando
existe poco antigeno disponible, puesto que con bajas concentraciones de toxina colérica
y pocas inoculaciones del inmundgeno, se consigue una respuesta rdpida y eficaz y (6) su
toxicidad se elimina con el glutaraldehido, sin que disminuyan sus propiedades
adyuvantes.

2.4.1.1. Conjugacién por el método del glutaraldehido

El procedimiento empleado para conjugar la nisina A con la toxina colérica fue el del
glutaraldehido (Avrameas y Ternynck, 1969; Briand et al., 1985), segiin el procedimiento
descrito por Azcona-Olivera et al. (1992a). Este método genera una unién muy estable a
través de los grupos amino. Para ello, el hapteno se mezcla con la molécula portadora en
las proporciones adecuadas y se afiade, a continuacién, una cantidad limitante de
glutaraldehido, el acoplamiento se limita por la cantidad de glutaraldehido afiadida.
Finalmente, la reaccién de acoplamiento se detiene con borohidruro sédico. Los grupos
amino reaccionantes de la molécula de nisina proceden de los €-amino de los tres residuos

de lisina y del grupo amino-terminal.
La conjugacién se realizé en la proporcién molar 50:1 (nisina A:toxina colérica), a 4

°C y en un tampén fosfato 0,01 M, de pH 7,4 (PBS). Los pasos a seguir fueron los
siguientes:
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(a). Preparar la solucién de toxina colérica en agua desionizada estéril a una concentracién
de | mg/ml y de la de nisina A en agua destonizada a una concentracién de 2 mg/ml.

(b). Depositar 0,5 mg de la toxina colérica (0,5 ml) en un vial de vidrio con 1 mg de
nisina (0,5 ml) y completar el volumen hasta 2 ml con tampén salino PBS. Agitar la
mezcla con una ufia magnética y afiadir, gota a gota, con agitacién permanente, un
volumen equivalente (2 ml) de glutaraldehido al 2% (v/v) en PBS, continuando la
reaccion durante 1 h. A continuacidn, parar la reaccién con borohidruro sédico a una
concentracién final de 10 mg/ml (40 mg en total) y continuar el proceso durante 1h.

(c). Finalmente, dializar la mezcla resultante para eliminar 1a nisina libre, frente a PBS
0,01 M durante 48 h. a 4 °C, realizando dos cambios del tamp6n PBS durante la
didlisis. La membrana de didlisis tenia un tamafio de corte de 12.000. Tras
determinar el volumen final y, por lo tanto, la concentracién tras la didlisis, el
conjugado se diluye hasta conseguir la concentracién deseada para la inmunizacién,
se esteriliza por filtracién y se reparte en viales de vidrio estériles, que se conservan a
4°C.

2.4.2. Conjugaciéon con la hemocianina KLH

La KLH es la hemocianina aislada del molusco Megathura crenulata y es una de las
moléculas m4s utilizadas como moléculas portadoras, por su gran tamafio (su peso
molecular varfa de 4,5 x 105 a 1,3 x 107), fuerte inmunogenicidad y gran cantidad de
lisinas disponibles, que proveen los grupos amino necesarios para la conjugacién. Su
tamaifio, sin embargo, hace que precipite con facilidad. Este compuesto no tiene
propiedades adyuvantes, por lo que para mejorar la respuesta inrnune, el conjugado debe
administrarse mezclado con algiin compuesto con esta propiedad.

2.4.2.1. Conjugacidn por ¢l método del glutaraldehido

En la conjugacién de la nisina A con la KLH, se empleé el mismo método descrito
para la conjugacién de la nisina A con la toxina colérica. No obstante, en este caso la
conjugacidn se realizé en una proporcién en peso de 1/2 (nisina A:KLH) a 4 °C y en un
tampén fosfato 0,01 M, de pH 7,4 (PBS). Los pasos a seguir fueron los siguientes:

(a). Depositar la nisina A (2 mg en 1 ml de PBS) en un vial de vidrio que contiene una
solucién de KLH (4 mg en 3 ml), de manera que la concentracién final de ésta sea de
Img/ml. Agitar la mezcla con una ufia magnética y afiadir, gota a gota, con agitacién
permanente, un volumen equivalente (4 ml) de glutaraldehido al 2% (v/v) en PBS,
continuando la reaccién durante 1 h. A continuacién, parar la reaccién con
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borohidruro sédico a una concentracién final de 10 mg/ml (80 mg en total), y
continuar el proceso durante Lh.

(b). Finalmente, dializar la mezcla resultante para eliminar la nisina libre frente a PBS
0,01 M durante 48 h. a 4°C, realizando dos cambios del tampén PBS durante la
didlisis. La membrana de didlisis debe tener un tamafio de corte de 12.000. Tras
determinar el volumen final y, por lo tanto, la concentracién tras la didlisis, el
conjugado se diluy6 hasta conseguir la concentracién deseada para la inmunizacion,
se distribuy® en viales de vidrio estériles y las alfcuotas resultantes se conservaron en
congelacién a -20 °C.

2.5. Produccion de anticyerpos policjonales frente a la nisina A, en el
r los ¢ i i

Con el fin de evaluar la eficacia de 1os inmunégenos desarrollados para inducir la
produccion de anticuerpos especificos frente a 1a nisina A, los ratones se inmunizaron con
los conjugados descritos, analizando posteriormente los inmunosueros generados.

En la inmunizacién de los ratones, se emplearon hembras de la estirpe Balb/c de
seis a ocho semanas de edad, dispuestos en tres lotes de cuatro animales. El primer lote se
inmunizé con la nisina A conjugada a la toxina colérica y el segundo y el tercero, con la
nisina A conjugada a la KLH, empleando distintas vias de inmunizaci6n.

2.5.1. Pautas de inmunizacién
2.5.1.1. Protocolo I: Conjugado con Ja toxina colérica

Los cuatro ratones se inmunizaron con el conjugado de nisina A con la toxina
colérica (nisA-TC), segun el procedimiento descrito por Azcona-Olivera et al. (1992a).
Cada animal recibié 10 pg por dosis en 200 pul de PBS 0,01 M. La via empleada fue la
intraperitoneal y las inmunizaciones se realizaron los dfas 0, 10, 16 y 38. No fue
necesario emplear adyuvante en las inmunizaciones, puesto que la propia toxina colérica
actiia como tal.

2.5.1.2. Erotocolo IL Conjugado con Ja KLH

En este caso, el conjugado se emulsioné con el Adyuvante de Freund, compuesto
que favorece el desarrollo de la reaccion inflamatoria, produce un incremento de la
respuesta inmune y retarda el catabolismo del antigeno. El Adyuvante Completo de
Freund se compone de células de Mycobacterium tuberculosis inactivadas por el calor y
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vehiculadas en aceite de parafina y monooleato. El aceite mineral impide la dispersi6n y
retarda el catabolismo del antigeno, proporcionando una fuente de estimulacién antigénica
prolongada. Por otro lado, los componentes de la pared de M. tuberculosis, como el
muramil-dipéptido, estimulan la respuesta inmune inespecifica induciendo la secrecién de
citoquinas, estimulando la actividad de las células procesadoras del antigeno y originando
una reaccién inflamatoria local en el lugar de inyeccién. El Adyuvante Incompleto de
Freund carece de las células de M. tuberculosis. .

En este protocolo, un grupo de cuatro ratones se inmunizé por via intraperitoneal
con 25 pg/dosis del conjugado de la nisina A con KLH (nisA-KLH), emulsionados en
una mezcla a partes 1guales (v/v, 300 pil totales) del Adyuvante Completo de Freund y de
PBS estéril. Otros cuatro ratones, recibieron la misma dosis del conjugado con el
adyuvante (25 pg/dosis) por via intradérmica. Las inoculaciones se realizaron a intervalos
de 14 dfas, con un total de tres intnunizaciones; a partir de la segunda inyeccién, el
Adyuvante Completo de Freund se sustituy6 por el Incompleto.

2.5.2. Seguimiento de las inmunizaciones

Antes de la primera inoculacién,se realizé una sangria inicial de los ratones, para
determinar la ausencia de reactividad de los animales frente al antigeno utilizado. Después
de la segunda y sucesivas inyecciones, se realizaron sangrias parciales para evaluar el
proceso de inmunizacién. :

En los animales inmunizados con el conjugado nisA-TC, se realizaron tres sangrias,
a los 5 dias de cada inmunizacién, desde la segunda vez que fueron inmunizados. En los
inmunizados con el conjugado nisA-KLH, se realizaron cuatro sangrias parciales, dos a
los 7 dfas tras la segunda y terecera inmunizaciones y otras dos a los dos y tres meses de
la tercera inmunizacidn,

Todas las muestras de sangre se tomaron del plexo retroorbital, con capilares
heparinizados y previa anestesia de los ratones con éter dietilico.

2.5.3. Obtencidon y conservacion del suero

La sangre extraida se conservé en refrigeracién durante 24 h para favorecer la
coagulacién y, a continuacién, se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 min para obtener ¢l
suero correspondiente. El suero de los animales se distribuy6 en alicuotas y se conservé
en congelacién a -20 °C hasta su evaluacion.
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2.5.4. [Evaluacion de la especificidad e inmunoreactividad de los
anticuerpos generados

Inicialmente se comprobé el titulo del suero de todos los animales y su evolucién
tras las sucesivas inmunizaciones, mediante el ELISA indirecto descrito en la seccién
2.9.3. A continuacién, se evalué en los inmunosueros de interés la presencia de
anticuerpos especificos frente a la nisina A utilizando para ello las técnicas del ELISA
competitivo directo e indirecto descritas en la seccién 2.9.4., empleando curvas patrén de
la nisina A en PBS y en el caldo MRS y se determind la posible intereferencia de este
tltimo en los inmunoensayos.

Con los sueros especificos obtenidos de la inmunizacién de los ratones con el
conjugado nisA-KLH, también se determiné su capacidad de reconocer a la nisina A
presente en sobrenadantes de cepas productoras, asi como su inmunoreactividad frente a
sobrenadantes de microorganismos productores de otras bacteriocinas, utilizando para
ello la técnica del ELISA competitivo directo adecuada. Los microorganismos empleados
se citan en la tabla ITL. 1. y los sobrenadantes se obtuvieron como se indica en la seccién
2.1.4. de esta memoria.

Con Jos inmunosueros citados, también se determiné la presencia de la nisina A en
el preparado comercial de Nisaplin® (Applin & Barret Ltd.), estimdndose la
concentracién de bacteriocina pura en el preparado comercial en funcién de los datos
indicados por el fabricante. Si un gramo de Nisaplin posee 1 x 106 U L de actividad y un
gramo de nisina A pura 40 x 106 U.L, en un gramo de Nisaplin® existen 25 mg de nisina
A pura. Con estos datos, el preparado de Nisaplin® se diluy6 en PBS de manera que se
obtuviesen las siguientes concentraciones de nisina A pura (ng/ml): 25.000, 12.500,
5.000, 2.500, 1.250, 625, 312,5 y 156,25. La deteci6n de la nisina A se realizé
empleando un ELISA competitivo directo I, con los sueros obtenidos por inmunizacién
subcutdnea de los ratones con el conjugado nisA-KLH.

Finalmente, se comparé la sensibilidad de las técnicas inmunoenzimdticas (ELISA)
optimizadas con la de los métodos microbiolégicos tradicionales (ADT) de deteccién y
cuantificacién de nisina, para lo que la nisina A se diluy6 en el caldo MRS a las siguientes
concentraciones en ng/mi: 0, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500. La deteccién y
cuantificacién de la nisina se realizé con un ELISA competitivo directo I con los sueros
obtenidos por inmunizacién subcutdnea de los ratones con el conjugado nisA-KLH y por
la técnica del ADT, empleando como microorganismo indicador a Lactobacillus helveticus
(seccidn 2.2.1.).
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2.6. Erodyccion de anticuerpos policlonales frente a la nisina A en el
liquide ascitico de los ratones inmunizados

Para obtener una mayor cantidad de los anticuerpos policlonales de interés, éstos se
obtuvieron del liguido ascitico de ratones nuevamente inmunizados, segin el
procedimiento de Kurpisz et al. (1988), modificado por Azcona-Olivera et al . (1992a).

2.6.1. Protocolo de inmunizacién y seguimiento del proceso

Un grupo de cuatro ratones se inmunizé con el conjugado nisA-KLH, con los
Adyuvantes Completo e Incompleto de Freund (grupo I) y otro grupo de cuatro animales
se inmuniz6 con el mismo conjugado sin Adyuvantes (grupo II). Los animales recibieron
tres dosis de 235 (g del conjugado en 300 p! de vehiculo, por via intraperitoneal. La pauta
de inmunizacién fue la siguiente:

(1). En los dfas 0 y 14, los ratones recibieron las dosis previamente citadas de
inmundgeno.

(2). En los dias 3 y 17, se les administrd, por via intraperitoneal, 300 pl de "Pristane”
(2,6,10,14-tetrametil pentadecano).

(3). El dia 21 se realiz6 una sangrfa parcial, para evaluar el curso de la inmunizaci6n
(titulo y especificidad de los anticuerpos del suero), mediante un ELISA indirecto y
competitivo directo, respectivamente y el dfa 28 se administré a los animales una
Gltima dosis de inmunégeno.

(4). El dfa 31 los ratones recibieron por via intraperitoneal 6 x 106 células de mieloma de
la linea celular P3X63-Ag.653 (linea no secretora).

(5). Alos 14, 17 y 21 dias de la inoculaci6n de la linea celular (42, 45 y 49 dias del inicio
de la inmunizacién), se obtuvo liquido ascitico de los animales con ascitis y el dltimo
dia de su obtencidn, los animales se sacrificaron y se tomaron muestras de sangre
para evaluar los anticuerpos del suero de la manera descrita previamente.

2.6.2. Obtencion del liquido ascitico y conservacion

El liquido ascitico se obtuvo mediante puncién intraperitoneal de los ratones con
ascitis con una aguja de 0,8 x 25, dejando caer el liquido por gravedad sobre un tubo
estéril. El liquido ascitico se mantuvo en congelacién a -20 °C hasta la ltima extraccion,
momento en el que se procedié a su purificacién.
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2.6.3. Purificacion de los anticuerpos del liquido ascitico

Los anticuerpos del liquido ascitico de los animales inmunizados, se purificaron por
precipitacién con sulfato aménico al 50%, segiin el procedimiento de Hebert ez al., 1973,
que consiste, bdsicamente, en:

(1). Centrifugar el liquido ascitico a 1.500 rpm durante 5 min a 4 °C, para eliminar
lipidos, células y otros compuestos presentes en el sedimento.

(2). Medir el volumen del sobrenadante y precipitar los anticuerpos con un volumen
equivalente de sulfato aménico saturado, manteniendo la mezcla en agitacion a 4 °C
dutrante 20 min.

(3). Centrifugar la mezcla resultante a 3.500 rpm durante 20 min a 4 °C y resuspender €l
sedimento en un volumen equivalente al inicial de NaCl al 0,85% (p/v).

(4). Repetir los pasos (2} y (3)., realizando tantas precipitaciones como sean necesarias y
tras la dltima centrifugaci6n, resuspender el sedimento en un tampén fosfato PBS,
pH 7.2.

(5). Eliminar las sales del sedimento mediante su didlisis durante 48 h a 4 °C frente a PBS
0,01 M, realizando cuatro cambios del tampén. El producto de la didlisis se reparte
en viales, se liofiliza y se mantiene a -20 °C hasta su utilizacién,

2.6.4. Determinacién de la concentracion de proteina de los anticuerpos
policlonales

La concentracién de proteina de los anticuerpos purificados, se estimé empleando
un kit comercial de "Pierce-Chemicals”, que contenia azul brillante de Coomassie G-25
como reactivo colorimétrico especifico de las proteinas y seroalbimina bovina fraccién 5
como patrén interno. La técnica deriva del método de Bradford (1976), basado en que la
unién del colorante con las protefnas en disolucién provoca en aquél un cambio de color
de rojo-marrén a azul; este cambio es proporcional a la cantidad de proteina y se cuantifica
espectrofotométricamente.

2.6.5. Caracterizacion isotipica de los anticuerpos policlonales

La clase y subclase de los anticuerpos generados, se determiné por un ELISA
indirecto utilizando un kit comercial de "Sigma", que contiene inmunosueros de conejo
frente a las inmunoglobulinas IgG1,IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM e IgA de raton.

2.6.6. Evaluacion de la especificidad e inmunoreactividad de los
anticuerpos generados

La presencia de anticuerpos especificos frente a la nisina A, en el suero y en el liquido

ascitico de los ratones inmunizados, se evalud mediante un ELISA competitivo directo
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(secién 2.9.4.), utilizando la nisina A tanto en PBS como en el caldo MRS, asf como su
reactividad con la nisina Z, también en ambos vehiculos.

La capacidad de los anticuerpos especificos de reconocer a la nisina presente en
sobrenadantes de cepas productoras, asi como su inmunoreactividad frente a
sobrenadantes que contenian otras bacteriocinas, se evalu6 mediante un inmunoensayo de
tipo ELISA competitivo directo tipo 1. Los microorganismos empleados se muestran en la
tabla IIl. 1. Los sobrenadantes se obtuvieron como se indica en la seci6én 2.1.4. de esta
memoria.

2‘7. Q! I a2 # I * # ] Il ! l

La obtencién de anticuerpos monoclonales se describié por primera vez en 1975
por Kdohler y Milstein. El procedimiento consiste en fusionar los linfocitos productores de
anticuerpos, procedentes del bazo de ratones inmunizados, con células de mieloma de
rat6n. El producto de la fusién (hibridoma) poseerd la propiedad de los primeros de
producir anticuerpos y la de las segundas de multiplicarse indefinidamente al cultivarlas in
vitro. Los hibridomas producen hasta 103 moléculas de anticuerpo por minuto, cada
hibridoma procede de un sélo linfocito, perteneciente a un clon y s6lo reconoce la parte de
la molécula que éste reconocia (determinante antigénico), por ello a los anticuerpos
generados se les denomina monoclonales. Como no es posible el aislamiento de los
linfocitos de interés del bazo del rat6n, la fusion se realiza con todas las células del bazo,
por lo que es necesario analizar todos los hibridomas producidos y seleccionar aquellos
que producen los anticuerpos de interés.

Este procedimiento ha permitido superar muchos de los problemas y limitaciones de
las técnicas inmunolGgicas convencionales. Actualmente, gracias a esta técnica es posible
obtener y producir cantidades ilimitadas de anticuerpos especificos y homogéneos frente a
casi cualquier molécula, independientemente de la pureza del antigeno empleado durante
la inmunizacién. La especificidad, reactividad cruzada, afinidad y propiedades fisicas de
los anticuerpos se seleccionan segin la necesidad de cada caso. El diagrama bdsico de
obtencidn de los anticuerpos monoclonales, se resume en la figura IT1.3.
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Figura 111.3. Diagrama basico de obtencion de anticuerpos monoclonales.
Fuente: J. W. Goding (1993).
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2.7.1. Protocolo de inmunizacién

En la obtencién de anticuerpos monoclonales frente a la nisina A, se emplearon
ratones hembras de 6-8 semanas de edad de la estipe BALB/c. La inmunizacién se
realizé administrando por via subcutinea cuatro dosis de 25 g de nisA-KLH en
intervalos de 2 semanas. La primera inyeccién consistié en 0,3 ml de nisA-KLH en
solucion salina (0.85%):Adyuvante Completo de Freund (1:1; v:v), mientras en las
inoculaciones sucesivas el Adyuvante Completo se sustituyé por el Incompleto. Cuatro
dias antes de la fusidn, los ratones con la mejor respuesta inmunol6gica, recibieron la
tltima dosis del inmunégeno sin Adyuvante, por via intraperitoneal.

2.7.1.1. Jeguimiento d¢ la inmunizacidn

Para evaluar el proceso de inmunizacion, se realizaron sangrias parciales a partir del
plexo retroorbital de los ratones inmunizados, anestesiados previamente con éter dietdlico.
El suero se obtuvo de la sangre mantenida a 4 °C durante 16 h y de su centrifugacién
posterior a 10.000 rpm durante 10 minutos. E! titulo de los inmunosueros y la presencia
de anticuerpos especificos frente a la nisina A, se determinaron mediante ELISA indirecto
y competitivo directo, respectivamente. El suero del animal seleccionado para la fusién,
también se empleé como control positivo durante la seleccién de los hibrodomas
productores de anticuerpos especificos.

2.7.2. Medios de cultivo y soluciones empleadas

2.7.2.1. Medio de cultivo completo (CRPMID)
Composicion:

RPMI-1640, sin glutamina (Gibco) 100 mi
L-Glutamina (100x) (Gibco) I mi
Solucién de Penicilina-Estreptomicina (Gibco) 1 ml
Suero Fetal Bovino (Gibco) 15 ml

Previamente a su utilizacién, las botellas con el suero fetal bovino se mantuvieron a
56 °C durante 30 min para inactivar el complemento.

2.7.2.2. Medio de cuitivo sin suero

Sus componentes son los mismos que los del medio anterior, a excepcidn del suero
fetal bovino.
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2.7.2.3. Medio de cultivo con penicilina-estreptomicing (PEST-RPMI)

Composicion:

RPMI-1640, sin glutamina (Gibco) 100 ml

Solucién de Penicilina-Estreptomicina (Gibco) I ml

2.7.2.4. i it mpl men n_hi i inopterin
imidina (HAT-CRPMI

Contiene el medio de cultivo completo (CRPMI), suplementado con un 4% del
medio HAT (50x, Sigma).

Contiene medio de cultivo completo (CRPMI), suplementado con un 2% del medio
HT (50x, Gibco).

2.7.2.6. BM-Condimed® H1 (Boehringer Mannheim Biochemica)

Este medio consta de una mezcla compleja de factores de crecimiento y citoquinas,
que estimulan el crecimiento de los hibridomas después de 1a fusién y durante el clonaje.
Utilizado como suplemento, evita la necesidad de utlizar células acondicionadoras de los
medios de cultivo empleados. Se afiade al 10% a los medio de cultivo CRPMI, HAT-
CRPMI y HT-CRPML

2.7.2.7. Tampén de lisado

Composicion: g/t
CINH4 8,29
KHCO; 1
EDTA 0,037

Una vez disueltos los componentes en 1 L de agua destilada, el tampén se esteriliza
por filtracién y se mantiene a temperatura ambiente.
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2.7.2.8. L incién

Para tefiir las células se empled el tripdn azul. Este es un colorante que tifie las
células no viables, que no deben contarse, de azul oscuro. Las células de micloma se
tifien con una solucién de tripdn azul al 10% en agua destilada. y los linfocitos con una
solucidn de tripdn azul al 0,2% en agua destilada.

2,7.2.9. Mezcla de congelacidn

Consiste en una solucién de dimetilsulféxido (DMSQO, Sigma) al 10% en el suero
fetal bovino descomplementado.

2.7.3. Obtenciéon de hibridomas
Para la obtenci6n de hibridomas, se procedi6 a la fusién de los linfocitos esplénicos
de los ratones inmunizados con las células de mieloma de ratén.

fusién
La linea celular empleada para la fusién fue la P3X63-Ag 8.653 (Kearney et al.,
1979), constituida por células de mieloma de ratones Balb/c, con el enzima hipoxantina-

guanina-fosforibosoltransferasa inactivado por mutacién (HGPRT-) y que se caracterizan
por: (1) crecimiento continuo in vitro, dividiéndose en las condiciones ¢ptimas de cultivo
cada 24 horas, (2) alta eficacia de clonacién, (3) alta eficacia de fusién con los linfocitos
de rat6én y (4) ser una linea no secretora, que no produce inmunoglobulinas.

Las células de la lfnea celular empleada, se descongelaron 15 dfas antes de la fusién
para aclimatarlas y comprobar su viabilidad. Para ello, se parti6 de dos viales de células
de mieloma congeladas en nitrégeno liquido, con una densidad celular de 5 x 106
células/ml. Cada vial se descongel6 en un baiio a 37 °C y su contenido se traspasé a un
frasco de cultivo de 75 cm? al que se afiadieron 20 ml del medio de cultivo completo. Los
frascos se¢ incubaron en posicién horizontal a 37 °C en una atmdésfera saturada de
humedad y con un 5% de COj. Las células se subcultivaron cada 48 horas.

En el momento de la fusién es esencial que las células de micloma se encuentren en

la fase de crecimiento exponencial y que la concentracién celular no exceda de  109¢éY/ml.
Por ello, las células de mieloma se subcultivaron el dfa anterior a la fusion.
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El dia de la fusién, se centrifugaron las células de mieloma a 1.500 rpm durante 5
min y el sedimento se resuspendié en el medio de cultivo sin suero para lavarlas dos
veces por centrifugacién a 1.500 rpm durante 5 min. Tras su lavado, se eliminé el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 10 ml del medio de cultivo sin suero, para
determinar su concentracién celular.

2.7.3.2. Obtencion de los linfocitos gsplénicos

El dia de la fusién se extrajo el bazo del ratén seleccionado. Para ello, el animal se
sacrificé por exsanguinacién a través del plexo retroorbital y, a continuacién, se
desinfecté sumergiéndolo en un bafio de etanol al 70%. Seguidamente y en condiciones
de esterilidad, el animal se colocé en decidbito supino, se escindié la piel y el peritoneo y
se extrajo el bazo, que se deposité en una placa de Petri con 20 ml del medio de cultivo
sin suero. Con unas pinzas de diente de ratén se eliminé la grasa existente y se¢ troced el
bazo en pequefios fragmentos. La mezcla se homogeneiz6 con una pipeta Pasteur estéril
de pldstico. Los linfocitos suspendidos en el medio se transfierieron a un tubo de
centrifuga estéril, dejando sedimentar los productos de deshecho (cdpsula del bazo, etc.)
durante 5 min a 4 °C (sobre hielo), transfiriendo el sobrenadante a otro tubo de centrifuga
estéril que se centrifugé a 1.600 rpm durante 8 min. Tras ello, se eliminé el sobrenadante
y se afladieron 5 ml del tampén de lisado, que tiene como finalidad destruir los glébulos
rojos, dispersando el sedimento al agitar suavemente durante 2 min. Seguidamente, se
depositaron 10 ml de medio de cultivo sin suero fetal y la mezcla se centrifugé de nuevo a
1.600 rpm durante 8 min, eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el sedimento en
10 ml del medio de cultivo sin suero. La concentracién celular de la preparacion se
determiné mediante su tincién con tripdn azul y recuento en el hemocitémetro de
Neubauer . :

2.7.3.3. Agente fusionante
Como agente fusionante s¢ empleé el polietilenglicol (PEG) de Pm 1.500

(Pontecorvo, 1975). Este compuesto fusiona las membranas plasmaticas de las células de
mieloma y de los linfocitos adyacentes, formando una dnica célula con 2 0 mds ndcleos.
Esta nueva célula retiene los nicleos hasta que las membranas nucleares se disuelven
previamente a la mitosis. Durante la primera mitosis y sucesivas divisiones celulares, los
cromosomas se reparten entre las células hijas. No obstante, debido al anormal nidmero de
cromosomas de los hibridomas, no siempre se transmiten todos ellos a las células hijas,
sino que algunos se pueden perder. El PEG es el agente fusinante més empleado en la
obtencién de hibridomas, ya que permite una frecuencia de fusién elevada y una gran
reproducibilidad. En la actualidad, el mecanismo de la fusidn no se conoce con exactitud
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y parece que es necesaria Ja presencia de un contaminante no identificado en el PEG, para
que se induzca la fusién celular (Wojciezsyn et al., 1983).

Previamente a su empleo, et PEG (Boehringer Manheim GmbH) se calent6 durante

1 min en un baifio a 37 °C.

2.7.3.4. Eusion celular

El procedimiento seguido durante la fusién celular fue el siguiente:

(1). Tras determinar la concentracién de las células de mieloma y de los linfocitos

(2).

(3).

extraidos del bazo, se ajustaron las concentraciones de modo que la proporcién final
de linfocitos esplénicos y de células de mieloma durante la fusi6n fue de 7,5:1.

La mezcla celular se centrifugé a 1.500 rpm durante 5 min y el sedimento se
resuspendié en 10 ml del medio de cultivo sin suero. El lavado de las células se
realizé dos veces m4s. Tras eliminar completamente el sobrenadante para evitar la
dilucién del PEG, el sedimento celular se liber6 de la pared del tubo con pequefios
golpecitos, tras lo cual se procedié a realizar la fusién celular afiadiendo 1 ml de
PEG, gota gota y en agitacidn durante | min. Una vez afiadido el PEG, la mezcla se
agité levemente durante 30 seg més.

Transcurrido este tiempo, el PEG se diluyé lentamente y en agitacién con medio de
cultivo sin suero, afladiendo sucesivamente: {a) 1 ml de medio de cultivo sin suero
durante 1 min, (b) 3 ml de medio de cultivo sin suero durante 3 min y (c) 16 ml de
medio de cultivo sin suero durante 6 min. A continuacién, las células se incubaron
durante 15 min a 37 °C y un 5% de CO2 y se sedimentaron por centrifugacion a
1.500 rpm durante S min.

(4). Una vez eliminado el sobrenadante, las células se resuspendieron en 75 ml del medio

HT-CRPMI suplementado con un 10% de BM-condimed y la suspensién celular se
distribuy6 en placas de 96 pocillos (150 pl/ pocillo), excepto en los pocillos
circundantes exteriores en donde se deposité medio con penicilina-estreptomicina,
para prevenir la evaporacién y evitar la contaminacién de las células. Las placas se

incubaron durante 24 h a 37 °C, en una atmdsfera saturada de humedad con un 5%
de CO3.
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2.7.4, Seleccion y mantenimiento de los hibridomas

Una vez realizada la fusién, en los pocillos existe una mezcla de linfocitos, células
de mieloma e hibridomas. Generalmente, s6lo un 1% de las células iniciales se fusionan y
s6lo 1 de cada 105 origina hibridomas viables. Esto indica, que en el cultivo permanecen
todavia muchas células que no se han fusionado. Por otro lado, conviene conocer que
durante la fusién celular se pueden producir tres tipos de uniones: fusiones mieloma-
miloma, linfocito-linfocito y mieloma-linfocito, siendo esta dltima la Gnica de interés.
Ademds, de los hibridomas formados no todos serdn secretores de anticuerpos y de éstos
dltimos, muchos no producirdn los anticuerpos especificos. Es, por lo tanto, necesario
establecer una primera seleccién de los hibridomas y una identificacién de aquellos
productores de los anticuerpos de interés.

Para efectuar la seleccién, se emplea ¢l medio HAT, que contiene aminopterina.
Esta sustancia es un andlogo del 4cido f6lico que bloquea la sintesis de novo del
nucledtido guanosina, por lo que las células se ven forzadas a emplear una via alternativa
de sintesis de este compuesto. Esta via consiste en emplear los compuestos hipoxantina y
guanina y transformarlos en guanosina con el enzima hipoxantina guanina fostoribosil
transferasa (HGPRT). En el caso de las células de mieloma no fusionadas y de los
hibridos resultantes de la unién de células de mieloma, la ruta alternativa no es posible,
por inactivacién del enzima HPGRT, por lo que morirdn en presencia de aminopterina.
Por otro lado, aunque los linfocitos no fusionados y los hibridos linfocito-linfocito
emplean la ruta alternativa y, por lo tanto, mantienen la sintesis de nucle6tidos, estas
células no se desarrollan in vitro y mueren naturalmente a los 7-10 dfas de cultivo.

Los hibridos mieloma-linfocito sobreviven en el medio selectivo HAT, puesto que
de la célula de mieloma poseen la capacidad de reproducirse de forma ilimitada, mientras
que el linfocito aporta ¢l enzima necesarioc (HGPRT) para la sintesis de nucle6tidos,
utilizando la ruta alternativa. Ademds, el medio de cultivo incorpora hipoxantina y
timidina de refuerzo.

Asi pues, a las 24 horas de la fusién comenzé la seleccién de los hibridomas,
afiadiendo 150 p/pocillo del medio HAT-CRPMI e incubando las placas durante 48
horas. Una vez transcurrido el tiempo citado, se retir6 aproximadamente la mitad del
volumen del sobrenadante de cada pocillo y se sustituyé por una cantidad equivalente del
medio HAT. Esta operacién se repitié cada 48 h durante diez dfas, tras lo cual el medio
HAT se fue sustituyendo gradualmente por medio HT. Una vez trascurridos 6 dfas, en
los cambios posteriores se empleé medio completo CRPMI suplementado con un 10% de
BM-Condimed.
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2.7.4.1. [dentifi

Una vez seleccionados y establecidos los hibridomas, se puede producir una
reordenacién cromosémica en las generaciones posteriores, que conlleva la pérdida de
cromosomas. En algunos casos esta pérdida implica a los cromosomas relacionados con
la sintesis de inmunoglobulinas, dando lugar a células no secretoras. Estas poblaciones
celulares crecen més rdpidamente que las células secretoras, por lo que su presencia en los
pocillos con los hibridomas secretores, pueden impedir el desarrollo de éstos. Es
necesario, por lo tanto, detectar lo mds pronto posible los hibridomas productores de
anticuerpos especificos, con el fin de proceder a su clonacién.

Para realizar esta segunda seleccion, se analiz6 el sobrenadante de los pocilios con
un crecimiento positivo. Dada la cantidad de pocillos a analizar, es necesario emplear un
método de detecién sencillo, rdpido y econémico. En este trabajo, la presencia de
anticuerpos anti-nisina A en los sobrenadantes de los hibridomas se evalué mediante el
ELISA competitivo directo tipo II, descrito en la seccién 2.9.3.2, de esta memoria.

2.7.5. Clonacion de los hibridomas positivos

Como se ha descrito previamente, la clonacion es necesaria para evitar el
sobrecrecimiento de las células no secretoras y para garantizar que los anticuerpos
producidos son realmente monoclonales.

En este trabajo, los hibridomas productores de anticuerpos, se clonaron por el
método de la dilucidn lfmite a una concentracién de 0,5 a 1 célula/pocillo (Goding, 1980).
Para ello se tomé una alicuota del contenido del pocillo positivo, se determiné su
concentracién celular y se realizaron diversas diluciones del contenido celular, hasta tener
una densidad de 5 células /pl. De esta diluci6n se tomo €l volumen adecvado para rellenar
cuatro placas de 96 pocillos con 0,5 células /pocillo, se le afiadi6 el volumen
correspondiente de medio completo suplementado con BM y la mezcla se repartié en 4
placas de 96 pocillos con 250 ul/pocillo. En las placas se rellenaron sélo los 60 pocillos
interiores, mientras en los pocillos circundantes exteriores se afiadié medio con penicilina-
estreptomicina, para prevenir la evaporacién y evitar la contaminacion celular.

Transcurridos diez dias, se analiz6 el sobrenadanie de los pocillos con un

crecimiento celular positivo, para seleccionar los clones que segufan produciendo

anticuerpos especificos.
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2.7.5.1. Expansidn de los clones

Tras la clonacién de los hibridomas positives, se procedié a la expansion de los
clones seleccionados mediante subcultivos graduales de las placas de 96 pocillos a placas
de 48 pocillos, 24 pocillos, 6 pocillos y, finalmente, a frascos de cultivo de 25 y 75 cm?,
evaluando durante la expansién la produccién de anticuerpos especificos por los cultivos
seleccionados.

2.7.5.2. Conservacion de los clones

Una vez que los clones alcanzaron una concentracién celular de, al menos, 1 x 107
células, se procedié a su conservacion. Para ello, se determiné la concentracion de las
células de los frascos de cultivo mediante tincién con tripdn azul y recuento en el
hemocitémetro de Neubauer, centrifugando posteriormente los cultivos a 1.500 rpm
durante 5 min. A continuacién, las células del sedimento se distribuyeron en criotubos a
una concentraci6n de 5 x 106 células /ml, en una mezcla de congelacién compuesta por un
90% de suero fetal bovino y un 10% de DMSO. Los clones se conservaron por duplicado
en congelacién a -80 °C y en nitrégeno liquido.

2.7.6. Produccién de anticuerpos monoclonales a gran escala

La produccién masiva de anticuerpos monoclonales, se realiz0 in vitro, por
expansién de los clones productores seleccionados en el medio de cultivo completo € in
vivo , en el liquido ascitico de ratones BALB/c.

2.7.6.1. Cyltivo d¢ los hibrdomas

Se emplearon frascos de cultivo de 75 cm2, donde los hibridomas se desarrollaron
en el medio completo suplementado con un 10% de BM-condimed. El sobrenadante de
los frascos se recogi6 cada 48 h, sustituyéndolo por medio fresco y se comprobé que 10s
clones seguian produciendo anticuerpos especificos evaluando los sobrenadantes
resultantes con un ELISA CD tipo II. Los sobrenadantes obtenidos se mantuvieron a -20
°C hasta su purificacién.

2.7.6.2. ] Icci e anticuerpos monoclonales en el liouido asciti

Para inducir la ascitis, se sigui6¢ bdsicamente el procedimiento descrito por Harlow
y Lane (1988). Previamente, los ratones Balb/c se sensibilizaron con 0,5 ml de pristane
(2,6,10,14-tetrametil pentadecano) por via intraperitoneal. Transcurridas tres semanas, se
inocularon a cada rat6n, también por via intraperitoneal, 1 x 107 células productoras de
anticuerpos monoclonales en fase de crecimiento exponencial, en 0,5 ml de medio RPMI
con un 15% de suero fetal bovino. La recoleccién del liquido ascitico de los ratones en los

que se desarrollaron los tumores, se realizé a los 10 dias de la inoculacién, por puncién
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intraperitoneal. El liquido ascitico recogido se conservé a -80 °C hasta su purificacién
posterior.

2.7.6.3. Punficacion de los anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales de los sobrenadantes de los cultivos celulares y del
liquido ascitico de los ratones, se purificaron por precipitacién con sulfato aménico,
siguiendo el protocolo descrito en la seccién 2.6.3. Los anticuerpos obtenidos de los
sobrenadantes de los cultivos celulares se concentraron cinco veces, mientras que los de
las ascitis no se concentraron.

2.7.7. Determinacién de la concentracién de proteina de los anticuerpos
monoclonales
La concentracién de proteina de los anticuerpos monoclonales purificados, se
estimé empleando el kit comercial de "Pierce-Chemicals" previamente descrito en la
seccidn 2.6.4. de esta memoria.

2.7.8. Caracterizacién isotipica de los anticuerpos monoclonales
La clase y subclase de los anticuerpos generados, se determind por un ELISA indirecto
utilizando el mismo kit comercial de "Sigma" descrito en la seccién 2.6.5. de esta

memoria.

2.7.9. Especificidad

La especifictdad de los anticuerpos monoclonales generados para reconocer a la
nisinas A y Z puras y las producidas en el sobrenadante de los microorganismos
productores, se rcalizé mediante un ELISA competitivo directo tipo II, descrito en la
seccibn 2.9.4.2. de esta memoria. También se evalu6 la reactividad de los anticuerpos
monoclonales frente a los sobrenadantes de los microorganismos productores de otras
bacteriocinas, como la lactocina S, pediocina PA-1 y pediocina L50. Los
microorganismos empleados se citan el la tabla III.1. Para ello, aproximadamente 1x10°
microorganismos de un cultivo revitalizado se sembraron en 5 ml de medio MRS y se
incubaron durante 16 h a 37 °C. El sobrenadante de los cultivos se obtuvo por
centrifugacién a 10.000 rpm durante 10 min a 4 °C. Después, el pH de los cultivos se
ajusté a 6,1 con NaOH 1 N y se esterilizaron por filtracién en filtros de 0,22 pm de
tamafio de poro (Millipore). Por dltimo, se distribuyeron en alicuotas de 250 pl y se
conservaron a -20 °C hasta su uso. La especificidad se determiné empleando el ELISA-
CD tipo II ya descrito.
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2.8. Caracterizacién de los determinantes antigénicos reconocidos por los
anticyerpos policlonales v monoclonales generados

Para determinar la(s) region(es) de la molécula de nisina (epitopo) reconocida por
los anticuerpos policlonales del liquido ascitico del ratén I.B. y por los anticuerpos
monoclonales del hibridoma 5G8 y del clon AD10, se emplearon microorganismos
modificados genéticamente productores de variantes de la nisina (tabla I11.2.), asi como
diversos fragmentos y variantes de la nisina A obtenidos por técnicas de ingenieria
genética o por degradacién o rotura enzimdtica y algunos lantibiticos andlogos (tabla
I11.4.). Las muestras se analizaron empleando un ELISA-CD del tipo I para los
policlonales y del tipo II para los monoclonales, (seccién 2.9.4).

2.9. Técnicas inmunoenzimaticas (ELISA)

2.9.1. Tampones y reactivos empleados

2.9.1.1. Tampén PBS 0.01 M. pH 7.4

Composicion gl
Na(Cl 8.0
NazHPOq4 1,42
NaH>7PO4 0,46
Agua destilada 1L
Preparacion:

Se mezclan los componentes y se ajusta el pH hasta 7,4 con NaOH 10 N,
enrasando con agua destilada hasta completar el volumen deseado.

2.9.1.2. Tampon de lavado
Denominado tampén PBST, se prepara con el tampdn PBS, afiadiendole un 0,05%

de Tween 20.

2.9.1.3. Tampon de tapizado
Es un tamp6n de carbonato/bicarbonato sédico 0,1M, pH 9,6.
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Composicion: gl
NaCOs 1,59
NaHCO3 2,93
Agua destilada 1L

Una vez preparada la solucién y disueltos los componentes, esta se mantiene a 4 °C,

2.9.1.4. Solucidn de bloqueo
‘Se prepara disolviendo un 1% de ovoalbiimina grado II en el tamp6n PBS.

2.9.1.5. Solucién patrén del sustrato

Se prei:)ara disolviendo 135 mg del ABTS (2,2°Azinobis(3-etilbenztiazolin-4cido
sulfénico) en 45 ml de agua destilada, que se distribuyen en alfcuotas de 1 ml y se
mantienen en la oscuridad a -20 °C.

2.9.1.6. Tampon citrato, pH 4.0

Composicion: gl
Acido citrico monohidratado 9.6
Agua destilada 1L
Preparacion:

Se afaden los 9,6 g de 4cido citrico monohidrato a 500 ml de agua destilada, se
ajusta el pH de la solucién a 4 con NaOH 1 N y se completa €l volumen hasta 1 litro,
comprobando que no haya variado el pH. Se reparte la solucién en dos botellas de 500 ml
que se esterilizan en el autoclavey se mantienen a temperatura ambiente.

2.9.1.7. Susiraio del enzima

Composicion: ml
Tampén citrato, pH 4,0 11
Solucién patrén del sustrato 1

HyO, 8 x 103

Esta solucién se prepara inmediatamente antes de su empleo.
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2.9.1.8. Solucién de frenado

Composicion: el
Acido citrico monohidrato 63
Azida de sodio 1

Agua destilada 1L

Una vez preparada la solucién y disueltos los componentes, esta se mantiehe a
temperatura ambiente,

2.9.2. Preparacion de los reactivos
2.9.2.1.. Conjugacién de la nisina A con la ovoalbtmina (nisA-OA

Este reactivo se emple6 para tapizar las placas en las técnicas del ELISA indirecto e
indirecto competitivo, En estos inmunoensayos, las placas se tapizan inicialmente con el
antigeno y en el caso de los haptenos, para garantizar su adsorcién a los pocillos, deben
conjugarse previamente a una molécula que posibilite dicha adsorcién. En este trabajo, la
nisina A se conjugd a la ovoalbiimina (grado VII) por el método del glutaraldehido, de
una manera similar a 1a descrita para los conjugados nisA-TC y nisA-KLH (seccién 2.4.).

La conjugacién se realiz6 en una proporcién molar de 8,5:1 (nisina A:ovoalbiimina)
a 4 °C y en un tampdn fosfato 0,01 M, de pH 7,4 (PBS). Los pasos a seguir fueron los
siguientes:

(a). Disolver la nisina A en agua desionizada a una concentracién de 2 mg/ml, y afiadirla
(5 mg en 2,5 ml) a un vial de vidrio con la soluci6n de ovoalbimina (7,5 mg en 5 ml
de PBS), de forma que la concentracién final de ésta sea de 1 mg/ml en PBS.

(b). Agitar la mezcla con una uiia magnética y afiadir, gota a gota, con agitacién
permanente, un volumen equivalente (7,5 ml) de glutaraidehido al 2% (v/v) en PBS,
continuando la reaccion durante 1 h. A continuacion, detener la reaccién afiadiendo
borohidruro sbdico a una concentracién final de 10 mg/ml (150 mg en total) y
continuar el proceso durante 1h,

(¢). Finalmente, para eliminar la nisina libre, dializar la mezcla resultante frente a PBS

(0,01 M, durante 48 h. a 4 °C, realizando dos cambios del tampén PBS durante la
didlisis. La membrana de didlisis debe tener un tamafio de corte de 12.000. Tras
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determinar el volumen final y, por lo tanto, la concentracién tras la didlisis, la mezcla
s¢ distribuye en viales a la concentracién de 1 mg/vial, que se liofilizan y se
mantienen en congelacién a -20°C hasta su utilizacién.

2.9.2.2. Conj ién nisina A con 1

La nisina A también se conjugé a la peroxidasa de rdbano (Pierce) (nisA-HRP) por
el método del periodato (Nakane y Kawoi, 1974). La conjugacién se realizé en una
proporcién en peso de 1:3 (nisina A:peroxidasa) y el procedimiento fue el siguiente:

(a). Primero se disuelve la peroxidasa (10 mg) en 1,25 ml de agua desionizada y se activa
afiadiéndole, gota a gota, 250 pl de periodato sédico 0,1 M, observando un cambio
de color de la solucién de verde a grisdcea. Mantener la mezcla durante 20 min a
temperatura ambiente, en un agitador orbital a 180 rpm. Seguidamente, dializarla
durante una noche a 4 °C frente a 6 litros de acetato sédico 1 mM, pH 4,4, en una
membrana de tamafio de corte de 12.000.

(b). A continuacién, afiadir a la peroxidasa activada 3 mg de nisina A en 2 ml de NaCl
0,85% y aftadir, para catalizar la reaccién, 10 pl de carbonato sédico 1 M a la mezcla,
gota a gota, manteniéndola en agitacién (180 rpm) a temperatura ambiente, durante 2
horas. Detener la reaccién aftadiendo 100 pl de borohidruro sédico (4 mg/ml), gota a
gota y en agitacién y mantener a continuacién durante 2 horas a 4 °C sin agitar.

(¢). Para eliminar de la mezcla la nisina y la peroxidasa no conjugadas, dializar el
conjugado frente a 6 litros de NaCl 0,85% a 4 °C durante 72 h, realizando dos
cambios de la solucién salina. Por dltimo, determinar la concentracién final del
conjugado dializado, y repartir en alicuotas de 1mg/ ml, que se liofilizan y se
conservan a -2(°C hasta su utilizacién.

2.9.3. Técnica del ELISA indirecto

La técnica del ELISA indirecto (figura II1.4.) se basa en que los antigenos fijados a
una superficie inerte son reconocidos por los correspondientes anticuerpos especificos y
el complejo formado se detecta por un segundo anticuerpo marcado con un enzima, que
reconoce como antigenos a los anticuerpos especificos. La reaccién se pone de manifiesto
al actuar el enzima sobre el sustrato, dando lugar a un compuesto coloreado.

Este inmunoensayo se empleé en la determinacién del titulo de los sueros de los
ratones inmunizados. La metodologia fue la siguiente:
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Figura I11.4. Representacion esquemitica de la técnica del ELISA indirecto.
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(1). Las placas Maxisorp (Nunc) de poliestireno de 96 pocillos, se tapizaron durante 16 h
a 4 °C, con 100 pl/pocillo de nisA-OA (5 pg/ml) en el tampén de tapizado y, a
continuacién, se lavaron 5 veces con tamp6n PBST. Seguidamente, para minimizar
la adsorcién inespecfica, se afiadieron a cada pocillo 300 pl de la solucién de
blogueo (ovoalbimina al 1% en PBS) y las placas se mantuvieron a 37°C durante 30
min. A continuacién, las placas se lavaron de nuevo 5 veces con PBST.

(2). Seguidamente, en los pocillos de las placas se depositaron por dliplicado, 50 pl de
las diluciones (en PBS) seriadas (desde la dilucién 1:100 hasta la 1:25.600) de los
inmunosueros, tras lo que las placas se mantuvieron a 37 °C durante 1 h. El exceso
de anticuerpos no adsorbidos en los pocillos, se eliminé al lavar de nuevo las placas
5 veces con PBST.

(3). A continuacién, se depositaron en cada pocillo 100 pl de un anticuerpo antiespecie
conjugado a la peroxidasa de rdbano (cabra-antirratén [gG-HRP, 2 mg/ml; dilucién
1/500 en la solucién de bloqueo) incubando las placas durante 30 min a 37 Cy se
lavaron por tltima vez 8 veces con PBST.

(4). La peroxidasa adsorbida en los pocillos se determiné colorimétricamente al adicionar
¢l sustrato del enzima. El color producido se estimé midiendo la absorbancia de los
pocillos a 405 nm con un lector acoplado a un sistema informdtico de andlisis de
datos. El titulo de los inmunosueros se determiné como la méxima dilucién que
producia, al menos, el doble de la absorbancia de esa misma dilucién de suero de un
ratén preinmune.

2.9.4. Técnica del ELISA competitivo

Para determinar la especificidad de los anticuerpos de los inmunosueros y de los
producidos en el liquido ascitico, se emplearon dos inmunoensayos del tipo competitivo,
uno indirecto (ELISA-CI) y otro directo (ELISA-CD).

2.9.4.1. ELISA competitivo indirecto (ELISA-CT)

En esta técnica, una concentracién conocida del antigeno se fija a una superficie
inerte y, a continuacién, se afiaden simultdneamente el anticuerpo especifico y la muestra
problema (de concentracién antigénica desconocida), que competird con el antfgeno
inmovilizado por la unién al anticuerpo. Posteriormente, se afiade un anticuerpo
antiespeciec comercial marcado con un enzima. El ensayo se cuantifica por la
concentracién de conjugado comercial que se une al complejo anticuerpo-antigeno
adsorbido (figura ITL.5.). Como control, se utilizan pocillos con concentraciones
crecientes conocidas del antigeno, con cuyas absorbancias se elabora una curva patrén.
Cuanto mayor sea la concentracién del antigeno de la muestra, menor serd el anticuerpo
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retenido en los pocillos y, por lo tanto, menor serd el color resultante. Los resultados se
expresan en funcién del porcentaje de inhibicién, calculado a partir de los valores de la
absorbancia a 405 nm, de la siguiente manera:

% Inhibicién = 100 - % Aaps; siendo,

A4ps determinada en la muestra problema o en el punto de la curva patrén

% A40s5=

Ayps obtenida en ausencia del antigeno

Metodologia:

(1). Este paso fue igual al descrito en el ELISA indirecto empleado para la titulacién de
los sueros.

{2). Seguidamente, en los pocillos de las placas se depositaron simultineamente y por
triplicado, 50 pl del estdndar de nisina A o la muestra (en PBS, MRS o agua
destilada) y 50 pi del inmunosuero (dilufido apropiadamente en PBS) y las placas se
incubaron durante 1 h a 37 °C, tras lo que se lavaron 5 veces con PBST.

(3). La reaccién antigeno-anticuerpo se determiné adicionando €l anticuerpo antiespecie
conjugado a la peroxidasa de rdbano (cabra-antirratén IgG-HRP, 2 mg/ml; dilucién
1/500 en solucién de bloqueo) incubando las placas durante 30 min a 37 °C, y se
lavaron por iltima vez 8 veces con PBST, para eliminar el conjugado no unido
especificamente.

{4). El inmunoensayo se finalizé adicionando el sustrato del enzima, de la manera descrita
en el ELISA indirecto. La concentracién de nisina de la muestra problema, es
inversamente proporcional a la absorbancia de los pocillos en el inmunoensayo y se
determina de su extrapolaci6n en la curva patrén.
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Figura II1.5. Representacion esquematica de la técnica del ELISA
competitivo indirecto (ELISA-CI).
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2.9.4.2. ELISA competitivo directo (ELISA-CD)

En esta técnica, una concentracion conocida del anticuerpo especifico se fija a una
superficie inerte y, a continuacién, se afiaden simultdneamente la muestra problema (de
concentracién angigénica desconocida) y el antigeno marcado con un enzima (de
concentracién fija y conocida), produciéndose la competicién entre ambos por la unién al
anticuerpo. El ensayo se cuantifica por la concentracién del antigeno conjugado unido al
anticuerpo adsorbido. Como controles se utilizan los pocillos con cantidades crecientes
conocidas de antigeno, con cuyas absorbancias se elabora una curva patrén. Cuanto
mayor sea la concentracién de antigeno de la muestra, menor serd el conjugado unido al
anticuerpo adsorbido y, por lo tanto, menor serd el color resultante. Los resultados se
expresan en funcién del porcentaje de inhibicién, calculado de manera andloga a la
explicada en el ELISA-CI.

En este trabajo, se desarrollaron dos modalidades de este tipo de ELISA, la primera
(tipo 1), tapizando las placas directamente con los anticuerpos especificos anti-nisina A y
1a segunda (tipo II), tapizando previamente los pocillos con un anticuerpo que reconoce a
la fracci6én Fc de los anticuerpos de rat6n. El segundo método se emple6 en la deteccién
de los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales especificos y en los
inmunoensayos subsiguientes realizados con dichos anticuerpos.

2.9.4.2.1. ELISA-CD tipo] (figura IIL6.):

Metodologfa:

(1). Los pocillos de las placas se tapizaron con 125 pl de una dilucién apropiada de los
inmunosueros o del liquido ascitico en el tamp6n de tapizado y se secaron durante 16
h a 40 °C en una estufa de aire forzado, tras lo que se lavaron 5 veces con PBST. A
continuacion, en cada uno de fos pocillos se depositaron 300ul de la solucién de
bloqueo (ovoalbimina al 1% en PBS) y las placas se incubaron durante 30 min a 37
°C, tras lo que se lavaron de nuevo 5 veces con PBST,

(2). A continuacién, en cada uno de los pocillos se depositaron sucesivamente y por
riplicado 50 pl del estindar de nisina A o la muestra (en PBS, MRS o agua
destilada) y 50 pl de nisA-HRP (2 pg/ml en la solucién de blogueo). Las placas se
incubaron durante a 1 h a 37 °C y se lavaron 8 veces con PBST.

(3). Finalmente, la peroxidasa adsorbida a los pocillos se¢ estimé, una vez adicionado el
substrato, de la manera descrita en los otros ensayos.
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2.9.4.2.2. ELISA-CD tipo I] (figura II1.6.)

Para detectar la presencia de anticuerpos especificos en los sobrenadantes de los
hibridomas y para evaluar la especificidad y sensibilidad de los producidos por los
diferentes clones positivos, se desarroll$ este segundo tipo de ELISA competitivo directo,
que se realizé de la siguiente manera:

(1). Las placas de ELISA de poliestireno de 96 pocillos, se tapizaron con 125 pl/pocillo
de un anticuerpo anti-especie (inmunoglobulina G de cabra especifica frente a la
fraccién Fc de los anticuerpos de ratén, o IgG antiFc de rat6n} a una concentracién
de 8 ug/mi (dilucién 1/500) en el tampdn de tapizado. Las placas se mantuvieron
durante 16 h a 40 °C en una estufa de aire forzado y se lavaron las placas 5 veces con
PBST. Seguidamente, en cada uno de los pocillos se depositaron 300ul de la
solucién de bloqueo (ovoalbtimina al 1% en PBS) y las placas se incubaron durante
30 min a 37 °C y se lavaron de nuevo 5 veces con PBST.

(2). Posteriormente, en cada pocillo se depositaron 50 pl del anticuerpo anti-nisA diluido
apropiadamente en PBS vy las placas se incubaron durante 30 min a 37°C, lavédndolas
de nuevo 5 veces con PBST.

(3). A continuacidn, en cada uno de los pocillos se depositaron, sucesivamente y por
triplicado, 50 ul del estdndar de nisA o la muestra (en PBS, MRS o agua destilada) y
50 ul de nisA-HRP (2 pug/ml, en solucion de bloqueo). Las placas se incubaron
durante 1 h a 37 °C y se lavaron 8 veces con PBST.

(4). Finalmente, la peroxidasa adsorbida en los pocillos se estimé empleando el mismo
procedimiento que el indicado en el resto de los inmunoensayos.

Para identificar los hibridomas y los clones productores de anticuerpos especificos,
tras el bloqueo y lavado de las placas, se depositaron en grupos de cuatro pocillos 40 pl
del sobrenadante de cada hibridoma o clon (sin diluir), y las placas se incubaron a 37 °C
durante 30 min. Tras el lavado de las placas, en dos de los pocillos de cada grupo se
depositaron 50 pl del tamp6n PBS (como blanco) y en los otros dos, 50 pl de nisina A (5
pg/ml en PBS). A continuacidn, en los cuatro pocillos se depositaron 50 pl del conjugado
nisA-HRP (2 pg/ml en solucién de blogqueo) y el ensayo se completd de la manera
descrita previamente. La presencia de anticuerpos especificos se manifiesta por una
disminucién del color en los dos pocillos donde se deposit§ la nisina A, en comparacién
con el de los pocillos con el blanco.
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.

é® » nisina A O » HRP

<
& - nisA-HRP °°° & Substrato

& Anticuerpo especifico frente a la
nisina A (IgG)

= Anticuerpo anti-IgG (fragmento Fc)

Figura I11.6. Representacidon esquematica de los dos formatos del ELISA
competitivo directo (ELISA-CD).
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2.10. Aplicaciones de los anticuerpos antinisina A_desarrollados

2.10.1. Evaluacién del crecimiento de L. lactis BB24 y seguimiento de la
produccion de nisina, empleando los anticuerpos policlonales
obtenidos del liquido ascitico

2.10.1.1.  Desarrollo de los cultivos

A partir de un cultivo de L. lactis BB24, desarrollado en caldo MRS durante 16 h a
32 °C, se inocularon, aproximadamente, 1 x 105 uf¢c/ml en una baterfa de tubos con 10 ml
de caldo MRS. Los tubos se incubaron a 32 °C, durante tres dias y cada 2 horas se
retiraron dos de ellos, para determinar por duplicado el crecimiento de los cultivos
mediante el recuento en placa de las unidades formadoras de colonias (ufc/ml), asi como
su actividad antimicrobiana y concentracién de nisina A.

2.10.1.2, Activi imicrobi ncentracién de nisina A

Transcurridos los periodos de tiempo preestablecidos, se retiraron los tubos con los
cultivos y se obtuvieron los sobrenadantes libres de células de la manera descrita en la
seccion 2.1.4. La actividad antimicrobiana de estos sobrenadantes se determiné por
duplicado, mediante una prueba de difusién en agar (seccién 2.2.1.) y 1a concentracién de
nisina A mediante un ELISA competitivo directo tipo I (secién 2.9.4.1.), empleando una
dilucién 1/100 de los anticuerpos policlonales del lfquido ascitico de uno de los ratones
inmunizados (ratén [.B.). En el mismo inmunoensayo, se realizé una curva patrén con
diversas concentraciones de nisina A pura en caldo MRS y un programa informdtico de
tratamiento de datos, incorporado al lector de placas, ajusté los valores de absorbancia
resultantes a una curva de regresion, segin el método de Healy (1972). Las absorbancias
de las muestras se extrapolaron en la curva patrén, para determinar las concentraciones de
nisina A correspondientes.

2.10.2. Deteccidon y cuantificacion de nisina A en los alimentos empleando
anticuerpos monoclonales
Para determinar la capacidad de los anticuerpos monoclonales de detectar y
cuantificar la nisina A en los alimentos, se realizd6 una experiencia en la que
concentraciones conocidas de la nisina A se afiadieron a un queso de untar comercial y,
posteriormente, se identificé y cuantificé la presencia de nisina en las muestras.
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2.10.2.1. Preparacion de las mucstras

En la experiencia s empleé queso comercial de la marca Philadelphia Light®
(Kraft, libre de nisina). La extraccién de la nisina A afiadida, se realizé segin Fowler et
al. (1975), procediendo de la siguiente manera:

(1). Se parti6 de muestras de 2,5 g de queso disueltos en 10 ml de HCl 0,02 M,
ajustando su pH a 2,0 con HC1 1 N, A continuacién, en cada una de las muestras se
afiadié la nisina A a una concentracién final de 0, 250, 1.250 y 5.000 ng/g, todas las
concentraciones se prepararon por triplicado.

(2). Posteriormente, las muestras se calentaron a 98°C durante 5 min. y, una vez a
temperatura ambiente, se ajustd su volumen hasta 12,5 ml con HC1 0,02 M, tras lo
cual se centrifugaron a 7.000 rpm durante 20 min a 4°C.

(3). Tras mantener la muestra centrifugada durante 30 min a 4 °C, el sobrenadante
resultante se filtré a través de un filtro Whatman n°1, ajustando su pH a 7,440,1 con
NaOH 5 N. Como control experimental, se prepard, de la misma manera pero sin
afiadir nisina, un extracto de queso cuyo sobrenadante se empled para elaborar una
curva patrén en el inmunoensayo.

2.10.2.2. Detenninacion v cuantificacién de 1a nising de las myestra

La determinacién y cuantificacién de la nisina de las muestras, se realizé mediante
un ELISA competitivo directo tipo II (seccién 2.9.4.2.), empleando para ello los
anticuerpos monoclonales producidos en liquido ascitico por el clon AD10 a la dilucién
1/7.500. La recuperacién de la nisina se calcul$ al extrapolar las absorbancias de las
muestras en una curva patrén realizada en el mismo ensayo, afiadiendo concentraciones
conocidas de nisina A a un extracto de queso libre de nisina. Mediante un programa
informdtico de tratamiento de datos, incorporado al lector de placas, los puntos de la
curva se adaptaron a una curva de regresién.

Con el fin de calcular el coeficiente de variacin inter- ¢ intraensayo, el proceso de
extraccién se repitié durante tres dias distintos y cada dfa se prepararon y se extrajeron
triplicados de cada concentracidn.

2.10.3. Purificacion de la nisina por cromatografia de inmunoafinidad

Los anticuerpos moncclonales obtenidos frente a la nisina A, también se emplearon
en la construccién de una columna cromatogrifica que permitiese la purificacién de esta
bacteriocina en un sdlo paso por cromatografia de inmunoafinidad. Debido a la
complejidad y poca eficacia de los métodos actuales de purificacién de la misma, es
evidente el interés existente en el desarrollo de métodos mds sencillos, eficaces y rdpidos.
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2.10.3.1. Mauiz cromatogrifica

Como matriz cromatogrdfica se empleé una columna HiTrap NHS-activated
(Pharmacia) de 1 ml de capacidad. Las columnas se comercializan con la matriz
empaquetada y con las conexiones necesarias para unirla a una jeringa o adaptarla a una
bomba peristdltica. La matriz estd constituida por un gel de agarosa unido a brazos
espaciadores de 6 d4tomos de carbono mediante la epiclorhidrina. El brazo separador es el
dcido 6-aminohexanoico cuyo grupo carboxilo terminal estd activado con N-
hidroxisuccinimida, de forma que reacciona espontdneamente con ligandos que contienen
grupos amino primarios. De esta manera, los grupos e-amino de las lisinas de las
moléculas que se desean unir (ligandos) producen un ataque nucleofilico a los ésteres de
succinimida, dando lugar a una unién covalente de tipo amida entre el ligando y el brazo
espaciador, con la liberacién de N-hidroxisuccinimida (figura II1.7.).

2.10.3.1.1. Soluciones empleadas

a). Tamp6n de conjugacién: NaHCO3 0,2 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3.
b). Tamp6n A: etanolamina 0,5 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3.
¢). Tampén B: acetato sédico 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 4.

d). Solucién de conservacién: 0,01% de thiomersal en PBS.

2.10.3.1.2. Preparacién de la columna y conjugacién del !;ggngg

(1). Como ligandose utilizaron 10 mg del anticuerpo monoclonal purificado y liofilizado,
disueltos en 1 ml de tampén de conjugacién.

(2). Se retir6 el tap6n superior de la columna cromatogréfica, depositando una gota de
HC1 1 mM frio para evitar la formaci6n de burbujas de aire, se conect6 un adaptador
para cono luer de jeringa y se afiadié mds HC1 I mM. A continuacién, se retiré el
tapn inferior de la columna, dejando fluir el isopropanol que contenia como
conservante, inyectando seguidamente 6 ml de HC1 1 mM frfo con una jeringa de I
ml, a un flujo aproximado de 1 gota cada tres segundos, para evitar la compresién
del gel y que éste se dafiase irreversiblemente.
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0-CHy-CH-CHy-NH-(CH3)5-CO-O-N
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0

N-hidroxisuccinimida

MUY

Figura I11.7. Conjugacién del ligando a la matriz de HiTrap NHS-activada.
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(3). Inmediatamente y con el mismo flujo, se inyecté la solucién con los anticuerpos
disueltos en el tampén de conjugacién. Se cerré la columna y se permitié que la
reaccién de conjugacion continuase durante una hora a temperatura ambiente.

(4). Una vez finalizada la conjugacion, se inactivaron 1os grupos activos remanentes de la
matriz y se eliminé el ligando que no habia reaccionado, inyectando altemativamente
6 mi del tamp6n A y 6 ml del tampén B, repitiendo la misma operacién tres veces. La
segunda vez que la matriz s¢ lavé con el tampén A, dicha solucién se mantuvo en la
columna durante 1 hora a temperatura ambiente, para garantizar la inactivacion de los
grupos que hubieran quedado libres de la matriz.

(5). Finalmente, el pH de la columna cromatografica se neutralizé inyectando el tampén
PBS 0,1 M pH 7.4 y, a continuacién, se inyecté la solucién de conservacién, en la
que la columna se mantuvo hasta su utilizacion.

(6). Para determinar la eficacia de la conjugacién de los anticuerpos a la columna, se
recogieron los 3 primeros ml que salieron de la misma tras el lavado en el paso (4),
determinando la concentracién de proteina (anticuerpos) presente, mediante la medida
de su absorbancia a 280 nm. Antes fue necesario eliminar la hidroxisuccinimida
liberada por la unién de la matriz al ligando y presente tambi€én en esta muestra,
puesto que absorbe fuertemente la luz ultravioleta, lo que se realizé mediante la
filtracién de la muestra en columnas de filtracién en gel.

2.10.3.2. Burificacién de la nising

2.10.3.2.1. Soluciones empleadas
a) tampén de equilibrado y lavado: PBS 0,1 M pH 7,4. Se prepara de la manera descrita
en la seccién 2.9.1.1. de esta memoria.

b) tampén de elucién: glicina-HC1 0,05 M, NaC1 0,5 M, pH 2,7. Para su preparacidn, se
disuelven la glicina con el NaCl en la mitad del volumen necesario de agua destilada y,
a continuacién, se ajusta su pH con HCl 5 N, se enrasa hasta el volumen final con

agua destilada y se comprueba de nuevo el pH.

2.10.3.2.2. Protocolo de purificacion

El protocolo general de purificacién de la nisina se expone a continuacién, Los
volimenes de lavado y eluci6n variaron en funcién del volumen inicial de la muestra y la
purificacién se realiz6 a temperatura ambiente. Los pasos bésicos de este protocolo son:

142



Material y Métodos

(1). Preparar la columna, lavdndola con 3 ml de PBS y otros 3 ml del tampén de elucién,
equilibrdndola finalmente con 3 ml de PBS.

(2). Depositar la muestra a un flujo de 0,5 ml/min.

(3). Una vez aplicada la muestra, lavar la columna con el volumen necesario de PBS,
hasta que no se detecte absorbancia a 220 y 280 nm.

(4). Eluir la nisina retenida en la columna con el tampoén de elucién.
(5). Lavar la columna con PBS y mantenerla en el tamp6n de conservacion.

2.10.3.2.3. Comprobacion de la eficacia de la columna

Para comprobar su eficacia, se inyectaron por la columna alicuotas de 1 ml con
concentraciones conocidas de la nisina pura en PBS (0, 1.000 y 10.000 ng/ml). Tras
aplicar cada muestra, la columna se lavé con 3 mi de PBS y la nisina retenida se eluy6
con 4 ml de tampén de elucién.

La presencia de nisina en las muestras elufdas, se determiné mediante la
cuantificacién de su actividad inhibidora empleando una prueba de difusién en agar
(seccion 2.2.1.), con Pediococcus acidilactici 347 como microorganismo indicador.

2.10.3.2.4. Purificacién de nisina a partir del sobrenadante del microorganismo
productor L. lactis BB24
L. lactis BB24 se cultiv6 durante 16 h a 32°C, obteniendo el sobrenadante libre de
células por centrifugacién de los cultivos a 10.000 rpm durante 10 min. a 4 °C.
Posteriormente, el pH del sobrenadante se ajust6 a 7,4 con NaOH 1 N y se esteriliz6 por

filtracion.

A continuacién, 10 ml del sobrenadante se pasaron por la columna de
inmunoafinidad a un flujo de 0,5 ml/min, lavando la columna con PBS hasta que no se
detect6 ninguna absorbancia a 280 nm (25 ml} y eluyendo la nisina de la columna con 20
ml de tampén de elucién. Las fracciones resultantes de la purificacién se recogieron en
alicuotas de 1 ml, estimando su absorbancia a 280, 254 y 220 nm.

La deteccién y cuantificacion de la actividad inhibidora de las fracciones eluidas, se
realizé mediante un ensayo en placas microtituladoras, empleando Pediococcus acidilactici
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347 como el microorganismo indicador (seccién 2.2.2.), cuantificando la nisina mediante
un ELISA competitivo directo tipo I, tras ajustar el pH de las muestras a 7,4 con NaOH
1 N (secci6n 2.9.4.2.). En este ELISA se utilizaron los anticuerpos monoclonales del
clon AD10, obtenidos de liquido ascitico a una dilucién 1/7.500. La curva patrén se
realiz6 con distintas concentraciones de nisina A pura en el caldo MRS, ajustando los
valores de absorbancia obtenidos a una curva de regresi6n a través del programa
informdtico de tratamiento de datos incorporado al lector de placas.

Con los resultados obtenidos, se obtuvo una tabla de purificacién de la nisina en la
que se reflejé el volumen total, la Ao total, la actividad antimicrobiana total (en U.B.),
la actividad especifica, el incremento de la actividad especifica, la cantidad total de nisina

recuperada y el rendimiento.

Asimismo, la pureza de la nisina obtenida por cromatografia de inmunoafinidad, se
comprobdé inyectando la muestra purificada en una columna PepRPC HR 5/5 Cy/Cig de
fase reversa, integrada en un sistema FPLC (Pharmacia). Tras equilibrar la columna con
dcido trifluoroacético (TFA) al 0,1% en agua desionizada, se inyectS la muestra y se
eluyé empleando un gradiente lineal del 10 al 60% de 0,1% TFA en 2-propanol, a un
flujo de 1 mI/min. La elucién se monitorizé registrando la absorbancia a 254 nm de las
fracciones eluidas. Como controles internos, se pasaron también por la columna el
tampén de elucién (glicina-HCI) y una muestra con una cantidad equivalente de nisina
pura en el tampén de glicina-HCL
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IV.1. PURIFICACION DE LA NISINA A

Con el objeto de disponer del inmunégeno necesario para inmunizar a los animales
y elaborar los conjugados para los inmunocensayos, inicialmente se procedié a la
purificacién de la nisina A, mediante el método previamente descrito por Rodriguez et al.
(1995) y Cintas et al. (1995), descrito en la seccién I11.2.3. de esta memoria.

De esta manera, a partir de un cultivo de 16 horas de L. lactis BB24, productor de
nisina A, en un litro de caldo MRS, se obtuvo el sobrenadante libre de células y la
precipitacién de las protefnas con sulfato amonico, que una vez concentradas en un
volumen de 20 ml, se sometieron a continuacién a la purificacién de nisina por
cromatografia de intercambio catiénico, interaccién hidrofébica y fase reversa, esta titima
integrada en un sistema automatizado de FPLC. El seguimiento de la purificacién se
realizé determinando la actividad antimicrobiana de las fracciones resultantes de cada
cromatografia, mediante el ensayo de inhibicién en placas microtituladoras (seccién
M11.2.2.2.).

Cuando la fraccién eluida de la columna de interaccién hidrofébica, se inyect$ en la
columna de fase reversa PepRPC HR 5/5 C7/Ci3, la nisina A eluyé a una concentracién
de propanol del 35%, 1o que se detecté por la actividad antimicrobiana asociada a un pico
de proteina. Al volver a cromatografiar la fraccién activa por la misma columna, se
obtuvo un dnico pico de absorbancia con actividad inhibidora, que eluy6 a una
concentracién de propanol del 32% (figuras IV.l.ay b).

Utilizando la metodologia citada, se realizaron un total de nueve purificaciones,
cada una de ellas a partir de un litro de cultivo. La concentracién final de nisina A en las
muestras purificadas, se determind utilizando el pardmetro de su coeficiente de extincién
molar a 220 nm (21,2). El valor medio de nisina A obtenido de las nueve purificaciones,
fue de 0,11520,05 mg por litro de cultivo (0,115 pg por ml), obteniendo un total de
1,039 mg de nisina A pura. Este procedimiento de purificacion, permitié la obtencién de
nisina A con un alto grado de pureza y con una recuperacién considerable de su actividad
antimicrobiana inicial. Sin embargo, la cantidad de nisina obtenida resulté claramente
insuficiente para nuestras necesidades, por lo que en la preparacién de los conjugados y
en otras experiencias donde fue necesaria la utilizacién de nisina, se emple6 un preparado
comercial de nisina A de 30.000 UI/mg y una pureza superior al 90%.
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Figura 1V.1. Cromatografia de fase reversa en un equipo automatizado de

FPLC. La figura (a) muestra el cromatograma del eluato procedente de la
cromatografia de interaccién hidrofébica. Las fracciones con actividad
antimicrobiana se cromatografiaron de nuevo utilizando los mismos
pardmetros (figura b).
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IV.2, PREPARACION DE LOS CONJUGADOS PARA LAS
INMUNIZACIONES Y LOS ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS

2.1. Conijugacién de la nisina A _con la toxina colérica

En el conjugado nisA-TC, la toxina colérica actia como molécula portadora del
hapteno y como adyuvante en la inmunizacién. Para la conjugacién de la toxina colérica
con la nisina A, se emple6 el método del glutaraldehido, realizando 1a conjugacién en una
proporcién molar de 50:1 (nisina A:toxina colérica) (seccién 111.2.4.1.). Tras detener la
reaccién con borohidruro sddico, el producto de la conjugacién se dializ6 en una
membrana de 12.000 D de tamaiio de poro, durante 48 h frente al tampén PBS, con el fin
de eliminar la nisina A no reaccionante. El volumen obtenido de la didlisis fue de 3,9 ml y
la concentracién de conjugado resultante, estimada en funcién de la cantidad inicial de
molécula portadora (0,5 mg), fue de 0,13 mg/ml. Finalmente, el conjugado se diluyé con
PBS hasta una concentracién final de 0,05 mg/ml, con el fin de inmunizar a cada animal
con 200 pl (10 pg) de este conjugado. A continuacién, se esterilizé por filtracién y se
distribuy6 en viales de vidrio estériles en tantas alfcuotas como dosis necesarias, que se
mantuvieron en refrigeracién a 4 °C.

2.2. g » . l I 2 ! I l L] - !;I Il

La nisina A también se conjugé a la hemocianina del molusco Megathura crenulata
(KLH) como molécula portadora. Para la conjugacién de la KLH con la nisina A, se
empled el método del glutaraldehido descrito para el conjugado nisA-TC (seccién
I11.2.4.2.). En este caso, la conjugacién se realizé en una proporcion en peso de 1/2
{(nisina A:KLH), y una vez dializado el conjugado, de la misma manera que ¢l conjugado
nisA-TC, el volumen final fue de 7,7 ml y la concentracién final, estimada en funcién de
la cantidad inicial de KLH (4 mg), fue de 0,52 mg/ml. Finalmente, el conjugado se diluy6
hasta la concentracion deseada para la inmunizacién (0,17 mg/ml), con el fin de
administrar 25 g de conjugado por animal y dosis (150 pl) y se distribuy6 en viales de
vidrio estériles en tantas alicuotas como dosis necesarias. Las alfcuotas se mantuvieron en
congelacién a -20 °C.

2.3. Conjugaciéon de 1a nisina A con la ovoalbdmina

El conjugado de nisina A-ovolabimina (nisA-OA), se prepar6 y utilizé para tapizar
las placas en las técnicas del ELISA indirecto y ELISA competitivo indirecto. La
conjugacion también se realiz6 por el método del glutaraldehido, de la manera descrita en
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la seccion T11.2.9.2.1. Una vez detenida la reaccién de conjugacién con borohidruro
sédico, la nisina libre se eliminé por didlisis durante 48 h frente al tamp6n PBS, con una
membrana de un tamafio de corte de 12.000 D. A continuaci6n, se determiné el volumen
final del conjugado (14,4 ml), estimando su concentracién en base al contenido inicial de
molécula portadora (7,5 mg de ovoalbiimina), resultando ser de 0,52 mg/ml. El
conjugado obtenido se distrubuyd en viales con 1 mg de conjugado cada uno, se liofilizé
y se mantuvo en congelacién a -20 °C.

2.4. Conjugacién de la nisina A con la peroxidasa de rabano (HRP)

El conjugado nisA-HRP se utilizé en los inmuncensayos del tipo competitivo
directo. La nisina A se conjugé a la peroxidasa de rdbano (HRP) por el método del
periodato en una proporcién en peso de 1:3 (nisina A:peroxidasa), segin el procedimiento
descrito en la seccién I[11.2.9.2.2. Tras detener la reaccién de conjugacién con
borohidruro sédico, el conjugado se dializ6 frente a NaCl 0,85% durante 72 h, El
volumen resultante tras la didlisis fue de 5 ml, Considerando la cantidad inicial de
peroxidasa (10 mg), se estimé la concentracién del conjugado en 2 mg/ml y se diluyé
hasta conseguir una concentracién final de 1 mg/ml. Finalmente, se distribuyé en
alicuotas de 1 ml que se liofilizaron y mantuvieron en congelacién a -20 °C.

IV.3. PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A
LA NISINA A EN EL SUERO DE LOS RATONES INMUNIZADOS

.

3.1. Pr 1 : inmunizacién con el con isA-T

Cuatro ratones se inmunizaron por via i.p. con cuatro dosis de 10 pg de conjugado
cada una. A los 15 dfas de iniciada la inmunizacién y tras la segunda dosis del
inmunégeno, los titulos de los inmunosueros de los ratones, determinados por un ELISA
indirecto, fueron de entre 1,600 y 3.200, incrementandose ligeramente, hasta 6.400, en

las siguientes inmunizaciones.

3.1.1. Evaluacion de la especificidad de los anticuerpos generados

La presencia de anticuerpos especificos anti-nisina A en el inmunosuero de los
ratones se determiné mediante un ELISA-CI, aunque su afinidad relativa fue baja y no
aumentd tras la tercera y cuarta inmunizaciones. Este inmunoensayo permitié la deteccion
de la nisina A a concentraciones de entre 1 y 5 pg/ml, mientras que la concentracion de
nisina libre requerida para inhibir en un 50% su unién al anticuerpo superé los 40 pug/ml.
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La figura [V.2. muestra la evolucién de la especificidad y sensibilidad de los
inmunosueros de los ratones durante su inmunizacién. Los inmunosueros se utilizaron a
una dilucién 1/100, mientras que el conjugado comercial anti-inmunoglobulinas de rat6n
obtenido de cabra, se emple6 a una dilucién 1/500. La sensibilidad del ensayo no mejoré
cuando los inmunosueros se analizaron con un ELISA-CD (resultados no mostrados).

3.2. Protocolo 2: inmunizacién con e] conjugado nisA-KLH

Cuatro ratones se inmunizaron por via i.p. y otros cuatro por via s.c., recibiendo
cada uno tres dosis de 25 g de conjugado cada una. Después de recibir dos dosis del
inmundgeno (a los 21 dias del inicio de la inmunizacién), se determinaron, mediante un
ELISA indirecto, los titulos de los inmunosueros de los ratones, que fueron de entre
3.200 a 6.400, incrementdndose hasta 12.800-25.600 al inyectarles la tercera dosis del
inmunégeno. Los titulos de los animales inmunizados por via i.p., fueron superiores a
los de los inmunizados por via s.c. Dichos titulos no disminuyeron en las sangrias
posteriores, realizadas a los dos y tres meses de la Gltima inmunizacién (91 y 120 dfas
desde el inicio de las inmunizaciones).

3.2.1. Evaluacion de la especificidad e inmunoreactividad de los
anticuerpos generados

Cuando los inmunosueros de ambos grupos de animales se¢ analizaron mediante la
técnica de ELISA-CI, no se observd un descenso de la absorbancia de los pocillos al
incrementar la concentracién del antigeno, es decir, la nisina libre no inhibi6 la interaccién
de los anticuerpos con la nisina del tapizado, por lo que no pudo demostrarse la presencia
de anticuerpos especificos frente a la nisina A. Los resultados no mejoraron con
diluciones de los anticuerpos desde la 1/100 hasta la 1/10.000 ni con una mayor dilucién
del conjugado de anti-inmunoglobulina de ratén marcado con laperoxidasa de rdbano. Sin
embargo, cuando los inmunosueros se sometieron a un ELISA-CD, se detectaron
anticuerpos especificos frente a la nisina A, de una clevada afinidad relativa. La
especificidad de los anticuerpos aument$ gradualmente desde la primera hasta la tercera
sangria (realizada a los dos meses de la {ltima inmunizacién) para luego disminuir en la
cuarta sangria (un mes mdas tarde), a pesar de que el titulo de los inmunosueros se
mantuvo constante.

El limite de deteccién del ELISA-CD, fue de 0,1 g nisina/ml y la concentracién de
nisina A libre necesaria para inhibir en un 50% su unién al anticuerpo oscil§ entre 0,5 y 5
Hg/ml, tanto en los ratones inmunizados por via s.c. como por viai.p. Las figuras IV.3 y
IV.4. muestran la evolucion de la especificidad y sensibilidad de los inmunosueros de los
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ratones durante su inmunizacion. Los inmunosueros procedentes de la inmunizacién i.p.
se emplearon a una dilucién 1/2.500, mientras que los obtenidos via s.c. se utilizaron a la
1/1.000; el conjugado de nisina A unido a la peroxidasa se empled a una dilucién 1/500.
En la primera y segunda sangrias, los anticuerpos obtenidos por via i.p. fueron més
sensibles que los obtenidos via s.c.; sin embargo, en la tercera sangria la sensibilidad de
¢stos ultimos aumentd considerablemente, superando la de los anticuerpos obtenidos por
inmunizacién i.p. -

Asimismo, cuando la nisina A se incorpor6 en el caldo MRS, no se produjeron
reacciones inespecificas indeseadas con los componentes del medio, incrementdndose,
ademds, la sensibilidad de la técnica, detectando concentraciones de nisina de hasta 5 ng
/ml. De la misma manera, la concentracién de nisina libre necesaria para inhibir en un
50% la uni6n del conjugado al anticuerpo fue de 0,25 pg/ml, como se muestra en la
figura IV.S.

Tras un andlisis minucioso de los resultados previamente citados, se seleccionaron
por su mayor sensibilidad los inmunosueros obtenidos de la tercera sangria de los
animales inmunizados via s.c. y con ellos se realizaron las experiencias que se indican a
continuacién. Los inmunosueros s¢ emplearon siempre en un formato de ELISA-CD y a
una dilucién 1/1.000, mientras que el conjugado de nisina A unido a la peroxidasa de
ribano, se utiliz6 siempre a la dilucién 1/500.

Los inmunosueros citados, se emplearon para determinar la capacidad de los
anticuerpos especificos generados de reconocer la nisina de los sobrenadantes de bacterias
lacticas productoras, asi como su inmunoreactividad frente a sobrenadantes de
microorganismos productores de otras bacteriocinas. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla IV.1., en la que se observa que los anticuerpos reaccionaron
intensamente con los sobrenadantes de L. lactis BB24 y G18, ambas cepas productoras
de nisina A y con el sobrenadante de L. lactis CNRZ150, cepa productora de nisina Z.
Sin embargo, los anticuerpos no mostraron reaccién con el sobrenadante de la cepa L
lactis MG1614, libre de pldsmidos y no productora de nisina, que se emple$ como
control negativo, ni con los sobrenadantes de las cepas de Pediocccus acidilactici LSO
(productor de pediocina L50), de Lactobacillus sake 148 (productor de lactocina S), ni de
Pediococcus acidilactici 347 (productor de pediocina PA-1), en los que se determiné una
reactividad cruzada del 0, 8,1 y 8,2%, respectivamente..
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Figura IV.2.

Resultados del ELISA-CI de los sueros de los ratones
inmunizados via i.p. con ¢l conjugado nisA-TC. Primera sangria
(@), segunda sangria (O) y tercera sangria (A ). Cada punto de la gréfica
es el valor medio de los triplicados de cada determinacién.
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Figura 1V.3. Resultados del ELISA-CD de los sueros de los ratones

inmunizados via s.c. con el conjugado nisA-KLH. Primera
sangria (@), segunda sangria (Q), tercera sangria (A) y cuarta sangria (A).
Cada punto de la grdfica es el valor medio de los triplicados de cada

determinacion.
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Resultados del ELISA-CD de los sueros de los ratones

inmunizados via i.p.

con el conjugado nisA-KLH. Primera

sangria (@), scgunda sangrfa (O), tercera sangria (A) y cuarta sangria (A).
Cada punto de la gréifica es el valor medio de los triplicados de cada

determinacion.

155



Resultados

100

80

c 60
S
2
=
=
=

R 40

20

0

Figura I'V.5.

-
1 1 1 J
1 2 3 4 5
Log nisina A (ng/ml)
Detecion de la nisina A en PBS (O) y en el caldo MRS (@)

mediante un ELISA-CD realizado con el suero de uno de los
animales (SC-B) inmunizado con el conjugado nisA-KLH. Cada
punto de la gréfica representa el valor medio de los triplicados de cada

determinacidn.

156



Resultados

Tabla IV.1.: Inmunidad cruzada de los inmunosueros obtenidos de la
inmunizacion s.c. de los ratones con el conjugado nisA-
KLH, frente a los sobrenadantes de diversas cepas
productoras de bacteriocinas, utilizando un formato de

ELISA-CD

Microorganismo?2 Densidad optica a 405b:C Reactividad
cruzadad

Lactococus lactis BB24 (nisina A) 0,350+0,01 100
Lactococcus lactis G18 (nisina A) 0,33140,02 100
Lactococus lactis CNRZ150 (nisina Z) 0,34340,02 100
Lactococcus lactis MG1614 1,510+0,02 0
(no productor)
Lacrobacillus sake 148 (lactocina S) 1,26510,05 8,2
Pediococcus acidilactici 347 1,267+0,03 8,1
(pediocina PA-1)
Pediococcus acidilactici L350 1,384+40,02 0
(pediocina L50)

aBacteriocina producida entre paréntesis. PD.0.405 del control = 1,347. €Los resultados

son el valor medio de las muestras analizadas por triplicado. dReactividad cruzada
definida como [(inhibicién producida por el sobrenadante analizado / inhibicion producida
por el sobrenadante de L. lactis BB24) x 100].

Los anticuerpos descritos también reconocieron a la nisina A del preparado
comercial Nisaplin® (Applin & Barret Ltd.). Para ello, la concentracién de nisina pura del
preparado, se estim6 como se indica en la seccién 111.2.5.4., Ia muestra apropiada se
diluyé en PBS y las concentraciones analizadas fueron de 156 a 25.000 ng/ml. La curva
resultante con los valores obtenidos se¢ muestra en la figura IV.6.

Finalmente, se comparé la sensibilidad del ensayo inmunoenzimdtico utilizado
(ELISA-CD) con el método tradicional de deteccién de la nisina por el test de difusién en
agar (ADT). Para ello, se emplearon concentraciones de nisina A de 0 a 500 ng/ml en el
caldo MRS que se ensayaron con las dos metodologfas. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura IV.7., en la que se observa que con el ELISA-CD existe inhibicién
desde los 5 ng/ml (7,6%), mientras que en el test de difusién en agar (ADT), los halos de
inhibicién se observaron a partir de los 10 ng/ml (3,24 mm2).
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Figura 1V.6. Deteccion de la nisina A en el preparado comercial de
Nisaplin®, mediante un ELISA-CD con el suero obtenido del
raton SC-B inmunizado con el conjugado nisA-KLH. Cada
punto de la grifica representa el valor medio de los triplicados de cada

determinacion.
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Figura IV.7. Deteccion de la nisina A en el caldo MRS, mediante un ELISA-
CD (@) y en el test de difusion en agar (ADT) ( O ). Los puntos
representan el valor medio de los triplicados de cada determinaci6n.
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IV.4. PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A
LA NISINA A EN EL LIQUIDO ASCITICO DE LOS RATONES
INMUNIZADOS

Cuatro ratones se inmunizaron con €l conjugado nisA-KLH y con los Adyuvantes
Completo e Incompleto de Freund (grupo I) y otros cuatro con el conjugado sin
Adyuvante (grupo II). Los animales recibieron tres dosis de 25 g por via intraperitoneal.

A la semana de recibir la segunda dosis del inmunégeno, los titulos séricos de los
animales del grupo I eran de 12.800 y los del grupo II oscilaban entre 6.400 y 12.800,
pero la existencia de anticuerpos especificos en los sueros fue casi imperceptible en
ambos grupos. No obstante, el suero de los animales volvid a analizarse a las tres
semanas de inocular las c€lulas de mieloma, habiendo recibido una dosis mds del
inmunégeno. Aunque los titulos séricos fueron similares, todos los inmunosueros de los
animales del grupo I posefan anticuerpos especificos, que s¢ pusieron de manifiesto con
un ELISA-CD (figura IV.8.). Los sueros se utilizaron a la dilucién 1/100 y el conjugado
de nisina unida a la peroxidasa a la de 1/500. En el suero de los animales del grupo II, la
presencia de anticuerpos especificos fue casi insignificante.

En el grupo I, dos de los cuatro ratones desarrollaron ascitis (ratones LA y I.B) y
los volimenes de liquido ascitico obtenidos fueron de 7,2 ml y 11 ml, respectivamente;
en el grupo II todos los ratones desarrollaron ascitis, con una produccién de 1,5, 7.5, 9,5
y 7.5 ml, respectivamente. Los anticuerpos del liquido ascitico de los ratones 1.A. y 1.
B., se purificaron parcialmente por su precipitacién con sulfato amoénico.

La concentracién de proteina de los anticuerpos parcialmente purificados del liquido
ascitico, se estimé empleando un método colorimétrico con azul brillante de Coomassie
(-25, reactivo especifico de las protefnas y utilizando la seroalbimina bovina fraccidn 5,
como patrén interno. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Anticuerpos ntracién de proteina (mg/ml
Ratén LA. 1,674
Ratén LB. 1,401
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Figura IV.8. Resultados del ELISA-CD de los sueros de los cuatro ratones
del grupo I, inmunizados con el conjugado nisA-KLH para
obtener los anticuerpos del liquido ascitico. Ratén L. A. (@), ratén
I.B. (0), ratéon I.C. (A) y rat6n 1.D. (A ). Cada punto de la gréfica es el
valor medio de los triplicados de cada determinacidn,
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4.2. Caracterizacion jsotipica de los anticuerpos

La caracterizacion isotipica de los anticuerpos policlonales parcialmente purificados
del liquido ascitico de los ratones A y B, demostrd la presencia de todas las clases y
subclases de inmunogloblinas, como cabfa esperar de su naturaleza policlonal. No
obstante, en el ratén LA predominaron las IgG1, seguido de las IgA y, a continuacin,
las IgM. En el ratén 1.B., los resultados fueron similares aunque la concentracién de
IgG2 fue mayor.

4.3.E. Jj€C 13 € f :."
generados ¢n el ligyido ascitico

Un ELISA-CD determiné la presencia de anticuerpos especificos en el liquido
ascitico de los ratones I.A. y LB. Las figuras [V.9. y IV.10., muestran 1a deteccién de la
nisina A y la nisina Z empleando los anticuerpos parcialmente purificados del liquido
ascitico de los ratones I.A y LB, a una dilucién 1/100. Las concentraciones de nisina A y
nisina Z libres, necesarias para inhibir en un 50% la unién del conjugado al anticuerpo
fueron de 1,9 pg/ml y de 3 pg/ml, respectivamente, mientras el limite de deteccion oscilé
entre 0,05 y 0,1 pg/ml. La sensibilidad del inmunoensayo se incrementé a 0,01 pg/ml,
cuando la nisina A se vehicul6 en el medio MRS. Aunque todos los animales del grupo II
desarrollaron ascitis, la presencia de anticuerpos especificos en el liquido ascitico fue casi

insignificante.

También se determind la capacidad de dichos anticuerpos de detectar la nisina de los
sobrenadantes de las cepas productoras, asi como su reactividad con los sobrenadantes de
microorganismos productores de otras bacteriocinas. Para ello, se emplearon los
anticuerpos purificados del liquido ascitico del raton I.B., a una dilucién 1/100, en un
formato de ELISA-CD. Como se observa en la tabla IV.2,, los resultados fueron muy
similares a los obtenidos con los anticuerpos policlonales del suero de los ratones, ya que
los anticuerpos reconocieron intensamenic la nisina A de los sobrenadantes de las cepas
productoras de L. lactis BB24 y G18, asi como a la nisina Z del sobrenadante de L. lactis
CNRZ150, sin ninguna diferencia significativa. Sin embargo, no reaccionaron con el
sobrenadante de la cepa de L lacris MG1614, libre de pldsmidos y no productora de
nisina. Tampoco se observé una reaccién significativa, con los sobrenadantes de las
cepas de Lactobacillus sake 148 (productor de lactocina S), Pediococcus acidilactici 347
(productor de pediocina PA-1) y de Pediocccus acidilactici L50 (productor de pediocina
L50).
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Figura IV.9. Curvas estindar de identificaciéon y cuantificacion de la nisina
A vehiculada en PBS (@) y MRS (M) y de la nisina Z en PBS
(©0) y MRS (O), realizadas mediante un ELISA-CD con los
anticuerpos purificados del liguido ascitico del ratén I.A. Cada
punto de la grifica representa el valor medio de los triplicados de cada
determinacién.
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Figura IV.10. Curvas estandar de identificacion y cuantificacion de la nisina
A vehiculada en PBS (@) y MRS (B ) y de la nisina Z en PBS
(0) y MRS (0), realizadas mediante un ELISA-CD con los
anticuerpos purificados del liquido ascitico del ratéon LB. Cada
punto de la gréifica representa el valor medio de los triplicados de cada
determinacion.
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Tabla [IV.2.:

Inmunidad cruzada de los anticuerpos policlonales
purificados del liquido ascitico del raton LB., frente a los
sobrenadantes de diversas cepas productoras de
bacteriocinas, utilizando un formato de ELISA-CD

Microorganismod Densidad optica a 405b,¢ Reactividad
cruzadad

Lactococus lactis BB24 (nisina A) 1,364+0,02 100

Lactococcus lactis G18 (nisina A) 1,295+0,03 100

Lactococus lactis CNRZ150 (nisina Z) 1,33510,04 100

Lactococcus lactis MG1614 2,33540,008 0

{no productor)

Lactobacillus sake 148 (lactocina S) 2,364%(,01 0

Pediococcus acidilactici 347 2,337£0,007 0

(pediocina PA-1)

Pediococcus acidilactici 1.50 2,27540,02 1.9

(pediocina L.50)

ABacteriocina producida entre paréntesis. bD.0.405 del control = 2,293, €Los resultados

son el valor medio de las muestras analizadas por triplicado. 9Reactividad cruzada
definida como [{inhibicién producida por el sobrenadante analizado / inhibicién producida
por el sobrenadante de L. lactis BB24) x 100].
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IV. 5. OBTENCION Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONO-.
CLONALES FRENTE A LA NISINA A

5.1. [nmunizacion de los ratones

En la obtencién de anticuerpos monoclonales frente a la nisina A, se emplearon
cuatro ratones hembras de 6-8 semanas de edad de la estirpe BALB/c. La inmunizacién de
los animales se realizé administrando cuatro dosis subcutdneas de 25 g de nisA-KLH, a
intervalos de 2 semanas. Tras la tercera dosis del inmunégeno, todos los animales
presentaron titulos séricos de entre 12.800 y 25.600, con anticuerpos especificos frente a
la nisina A. Los valores de inhibicién (media y rango) de la unién del conjugado nisA-
HRP a los anticuerpos, al afiadir las concentraciones de nisina A de 0,1, 1 y 10 pug/mi,
fueron de 13% (9-16), 41% (28-57) y 72% (58-83), respectivamente,

Cuatro dfas antes de la fusién, los ratones con la mejor respuesta inmunoldgica
recibieron la dltima dosis del inmundgeno sin adyuvante, por via intraperitoneal. Las
figuras IV.11. y IV.12., muestran la respuesta de los inmunosueros de los dos animales
seleccionados, antes de la fusién de sus linfocitos con las células de mieloma.

5.2. Fusion celular v seleccidon de los hibridomas

Se realizaron dos fusiones celulares con los dos animales que presentaron la mejor
respuesta sérica frente a la nisina A. En ambos casos, las células del bazo se fusionaron
con c€lulas de mieloma de ratén de la lfnea P3X63-AgR.653, en una proporcién de 7,5:1
{linfocitos esplénicos:células de mieloma). A las 24 horas de la fusién, comenzé la
selecci6n de los hibridomas con el medio HAT. A la semana ya se observaron los
hibridomas al microscopio. En la primera fusién, la eficacia de la misma (porcentaje de
pocillos con hibridomas respecto al nimero total de pocillos sembrados) fue del 99,8%,
mientras que, en la segunda, fue del 50%.

Alos 11 dfas de la fusi6n, momento en ¢l que los hibridomas se observaron a
simple vista, se comenzaron a analizar sus sobrenadantes. El ensayo empleado fue un
ELISA-CD del tipo 11, realizado de la manera descrita en la seccién I11.2.9.4.2. Como
control positivo, se empleé el suero del animal seleccionado para la fusién, obtenido en el
momento de su sacrificio. Se analizaron los sobrenadantes de todos los pocillos con un
crecimiento celular positivo. En la primera fusién, de 420 pocillos sembrados, sélo uno
de ellos, el correspondiente al hibridoma 5G8, presentd en ¢l sobrenadante anticuerpos
capaces de reconocer a la nisina A; en la segunda fusién, de 480 pocillos analizados, se
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Figura IV.11. Respuesta sérica en ¢l momento del sacrificio del ratén
empleado en la primera fusion para obtener anticuerpos
monoclonales frente a la nisina A. El suero se analiz6 mediante un
ELISA-CD. Cada punto de la gréfica corresponde al valor medio de los
triplicados de cada determinacidn.
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Figura 1V.12. Respuesta sérica em el momento del sacrificio del ratén
empleado en la segunda fusion para obtener anticuerpos
monoclonales frente a la nisina A. El suero se analizé mediante un
ELISA-CD. Cada punto de la grdfica corresponde al valor medio de los
triplicados de cada determinacion.
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obtuvo también un dnico positivo, el correpondiente al hibridoma 2D10.

5.3. Clopacion de los hjbridomas de interés

El hibridoma 5G8, de la primera fusién, perdi6 su viabilidad durante la clonacién;
el hibridoma 2D 10, procedente de la segunda fusi6n celular, se cloné por el método de la
dilucién limite en placas, a una concentracién celular de 0.5 a 1 célula/pocillo.

Transcurridos diez dfas de la clonacién, se analiz6 el sobrenadante de los pocillos
donde se observé crecimiento celular, para seleccionar los clones que seguian
produciendo anticuerpos especificos. Todos los pocillos con crecimiento fueron
analizados y todos ellos mostraron anticuerpos especificos frente a la nisina A. De los
clones obtenidos, se seleccionaron aquellos cuyas caracteristicas de crecimiento eran las
mejores y posefan valores de inhibicién mds altos, aunque los valores de todos ellos
fueron muy similares. De esta manera, se seleccionaron los clones AB2, ADS, AD10,
BF2, BF6 y BFI10. Todos ellos s¢ expandieron, mediante subcultivos celulares
sucesivos, de placas de 96 pocillos a placas de 48, 24 y 6 pocillos y a frascos de cultivo
de 25 y 75 c¢m?2, hasta alcanzar la densidad celular adecuada para congelarlos, Su
conservacién se realiz6 por congelaci6n a -80 °C y en nitrégeno liquido.

Posteriormente, se procedié a la produccién en gran escala de los anticuerpos
monoclonales de los clones seleccionados. Esta se realiz in vitro por expansién de los
clones productores en el medio de cultivo completo en frascos de 75 cm? y en el caso del
clon AD10, también in vive en el liguido ascitico de ratones BALB/c (seccién
111.2.7.6.). A continuacién, los anticuerpos producidos se purificaron parcialmente
mediante su precipitacién con sulfato aménico.

La concentracién de proteina de los anticuerpos monoclonales purificados, se
determiné empleando un kit comercial con azul brillante de Coomassie G-25, como
reactivo colorimétrico especifico de las protefnas y la seroalbiimina bovina, fraccién 5,
como patrén interno. Los resultados obtenidos indican que la concentracién de
anticuerpos en el liquido ascitico del ratén inmunizado con el clon ADI10, fue casi 20
veces superior que la de su produccién in virro.

168



Resultados

Anticuerpo Concentraciéon de proteina (mg/ml)
Sobrenadantes

Hibridoma 5G8 0,641
Hibridoma 2D10 0,922

Clon AB2 0,413

Clon ADS8 0,829

Clon ADIO 0,531

Clon BF2 0,670

Clon BF6 0,868

Clon BF10 0,696

Clon ADIO 13,30

5.5. Caracterizacion isotipica de los anticuerpos monoclopales

La clase y subclase de los anticuerpos monoclonales resultantes se determind

utilizando un inmunosuero comercial de conejo frente a las inmunoglobulinas
1gG1,1gG2a, [gG2b, IgG3, IgM e IgA de ratén, mediante un ELISA indirecto. Tanto los
hibridomas 5G8 y 2D10, como los diferentes clones derivados del hibridoma 2D10,
produjeron anticuerpos del tipo 1gG1.

En primer lugar, se determin6 la capacidad de los anticuerpos monoclonales
obtenidos, de reconocer la nisina A y la nisina Z purificadas a homogeneidad y la de los
sobrenadantes de los cultivos productores, asi como su reactividad frente a los
sobrenadantes de microorganismos productores de otras bacteriocinas. Las bacteriocinas
evaluadas fueron la lactocina S, pediocina PA-1 y pediocina L50. En todos los casos, se
empled un formato de ELISA-CD, del tipo I1.

Los anticuerpos parcialmente purificados del hibridoma 5G8 se emplearon en un
ELISA-CD del tipo IT a ]a dilucién 1/2.000 y como se observa en la figura IV.13., su
reactividad frente a la nisina Z fue similar a la de la nisina A. El limite de deteccidn fue de
0,01 pg/ml de nisina A y la concentracién de antigeno necesaria para obtener un 50% de
inhibicién de la unidn entre el conjugado y los anticuerpos, fue de entre 1 2 2,5 pg/ml. La
sensibilidad del ensayo aument6 hasta 1 ng/ml cuando la nisina se vehiculé en MRS vy, en
este caso, se necesitaron de 0,1 a 0,25 pg/ml de nisina para obtener un 50% de
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inhibicién. Empleando un ELISA-CD del tipo I, se obtuvieron resultados similares,
aunque en este caso se necesitd una dilucidn de los anticuerpos purificados 6 veces mayor
(dilucién 1/300).

También se compard la sensibilidad del ensayo inmunoenzimdtico desarrollado con
estos anticuerpos, con los datos obtenidos previamente con los anticuerpos policlonales
séricos y con la prueba de difusién en agar (ADT) (figura IV.7.). Para ello, se emplearon
igualmente concentraciones de nisina de 0 a 500 ng/ml en MRS ensayando en un ELISA-
CD II los anticuerpos monoclonales del hibridoma 5G8, con una dilucién de 1/2.000.
Los resultados obtenidos se muestran en la figura IV.14, donde se observa que con los
anticuerpos monoclonales se incrementa la sensibilidad del ensayo inmunoenzimético,
logrando valores de inhibicién de 8,9 y 11,6% para concentraciones de nisinade 1 y 5
ng/ml, respectivamente, mientras que para los anticuerpos policlonales dichos valores
fueron de 4 y 7,6%, para las mismas concentraciones. En el test de difusién en agar, los
halos de inhibici6n se observaron a partir de los 10 ng de nisina/ml (3,24 mm?).

Al analizar los sobrenadantes de las distintas cepas productoras de bacteriocinas con
los anticuerpos del hibridoma 5G8 (tabla IV.3.), se observ6é que dichos anticuerpos
reconocian de manera similar la nisina A de las cepas de L. lactis BB24 y G18 y la nisina
Z delacepa L. lactis CNRZ150. Los anticuerpos no mostraron reacciones cruzadas con
el control negativo de L. lactis MG1614, no productor de nisina, aunque se detecté una
pequefia reactividad (del 11 y del 18% respectivamente) con los sobrenadantes de P.
acidilactici 347 (productor de pediocina PA-1) y P. acidilactici L50 (productor de
pediocina L50).
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Figurq IV.13. Especificidad de los anticuerpos monoclonales producidos por
el hibridoma 5G8, frente a la nisina A vehiculada en PBS (@)
y en MRS (W) y frente a la nisina Z en PBS (0) y MRS (0O),
determinada por un ELISA-CD II. Cada punto corresponde al valor
medio de los triplicados de cada determinacién.
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Figura 1V.14. Deteccién de la nisina A en el caldo MRS, mediante un
ELISA-CD con el suero policlonal (@), con los anticuerpos
monoclonales del hibridoma 5G8 (A) y mediante el test de
difusion en agar (ADT) (©O). Los puntos representan ¢l valor medio
de los triplicados de cada determinacion.
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Tabla 1V.3. Inmunidad cruzada de los anticuerpos monoclonales del
hibridoma S5G8, frente a los sobrenadantes de diversas
cepas productoras de bacteriocinas, utilizando un formato

de ELISA-CD

Microorganismo? Densidad optica a 405b:c Reactividad
cruzadad

Lactococus lactis BB24 (nisina A) 0,505+0,04 100
Lactococcus lactis G18 (nisina A) 0,57610,07 94,75
Lactococus lactis CNRZ150 (nisina Z) 0,529+0,02 98,38
Lactococcus lactis MG1614 1,903140,08 0
(no productor)
Lactobacillus sake 148 (lactocina S) 1,843+0,08 1,53
Pediacoccus acidilactici 347 1,71040,02 11,33
(pediocina PA-1)
Pediococcus acidilactici L50 1,613+0,10 18,47
{pediocina L5}

aBacteriocina producida entre paréntesis. PD.0.495 del control = 1,864. €Los resultados

son el valor medio de las muestras analizadas por triplicado. 9Reactividad cruzada
definida como [(inhibicién producida por el sobrenadante analizado / inhibicién producida
por el sobrenadante de L. lactis BB24) x 100].

Asimismo, todos los clones seleccionados derivados del hibridoma 2D10,
reconocieron a la nisina A de manera similar al emplear sus anticuerpos purificados a la
dilucién 1/1.060 en un ELISA CD-II (figura IV.15.). Al evaluar la especificidad de los
anticuerpos monoclonales de los 10 clones frente a la nisina Z, se observé que todos ellos
reconocian a esta variante, pero ¢n menor grado que a la nisina A, como se deduce de los
resultados de la tabla IV.4. El limite de deteccién del ELISA-CD tipo 1I fue de 0,01 pg
nisina/ml en los mejores clones y la concentracién de nisina pura necesaria para producir
un 50% de inhibicién de la unién del conjugado con el anticuerpo, estuvo en el rango de
0,9 a 1,45 pg/mi (con una media de 1,18 pg/ml) para la nisina A y de 3 a 5,1 (con una
media de 3,75) para la nisina Z.

173



Resultados

100
80
g T
=
<
£
|
N4 P
20
o0 \- i 1 ] ]
1 2 3 4 5
Log nisina A (ng/ml)

Figura 1V.15. Especificidad frente a la nisina A de los anticuerpos
monoclonales de los clones derivados del hibridoma 2D10,
determinada por un ELISA-CD II. Clones AB2 (@), AD8 (0),
AD10 (m), BF2 (O), BF6 (a) y BF10 ( o). Cada punto corresponde al
valor medio de los triplicados de cada determinacién.
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Tabla IV.4. Especificidad de los anticuerpos monoclonales derivados del
hibridoma 2D10 frente a la nisina A y a la nisina Z, mediante un
formato de ELISA-CD

Clon % Inhibicion
50 ng/ml 500 ng/ml 5000 ng/ml

nisina A nisina Z nisina A nisina Z nisina A nisina Z
AB2 4.0 2,5 26,9 8.0 77.5 43,8
AD8 7,6 1,8 37,6 14,8 79.8 61,1
ADI10 7.9 3,2 33,5 11,3 69,6 45,7
BF2 5.4 0,1 31,1 10,9 74,8 46,2
BF6 6.8 2,5 330 12,8 77,8 46,2
BF10 7,7 3,7 38,9 14,0 78,1 60,1

También se determind la reactividad de una mezcla homogénea de los anticuerpos
producidos por los diferentes clones seleccionados, frente a los sobrenadantes de distintas
cepas productoras de bacteriocinas. Como se observa en los resultados de la tabla IV.5.,
los anticuerpos utilizados reconocieron tanto a las cepas productoras de nisina A como a
las de nisina Z sin ninguna diferencia significativa y no mostraron una reaccién cruzada
con el sobrenadante de la cepa de L. lactis MG1614, no productora de nisina. La
reactividad con los sobrenadantes de las otras cepas, fue de 7,7%, 3,7% y 3,1% para la
lactocina S, pediocina PA-1 y pediocina L50, respectivamente.
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Tabla IV.5. Inmunidad cruzada de los anticuerpos monoclonales de los
clones seleccionados frente a los sobrenadantes de diversas
cepas productoras de bacteriocinas, utilizando un formato de

ELISA-CD

Microorganismo? Densidad optica a 405b.¢ Reactividad
cruzadad

Lactococus lactis BB24 (nisina A) 0,398 100
Lactococcus lactis G18 (nisina A) 0,471 89,7
Lactococcus lactis 5876 (nisina A) 0,451 92.5
Lactococcus lactis ATCC11454 0,545 79,0
(nisina A)
Lactococus lactis CNRZ150 (nisina Z) 0,480 88,4
Lactococcus lactis MG1614 1,105 0
(no productor)
Lactobacillus sake 148 (lactocina S) 1,040 7.8
Pediococcus acidilactici 347 1,068 3,7
(pediocina PA-1)
Pediococcus acidilactici LS50 1,072 3,2
(pediocina L50)

aBacteriocina producida entre paréntesis. bD Q405 del control = 1,094. €Los resultados

son el valor medio de las muestras analizadas por triplicado. 9Reactividad cruzada
definida como [(inhibicién producida por el sobrenadante analizado / inhibicién producida
por el sobrenadante de L.lactis BB24) x 100].
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IV.6. IDENTIFICACION DE LOS DETERMINANTES ANTIGENICOS
RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS POLICLONALES Y
MONOCLONALES OBTENIDOS

En la identificacién de los epitopos reconocidos por los distintos anticuerpos
policlonales y monoclonales obtenidos, se utilizé un ELISA-CD en el que las muestras a
analizar compitieron con la nisina A conjugada a la peroxidasa por su unién al anticuerpo.
Las muestras analizadas fueron los sobrenadantes de microorganismos modificados
genéticamente, productores de variantes de 1a nisina (tabla II1.2.), sus variantes genéticas
purificadas y otros fragmentos obtenidos por degradacién o rotura enzimdtica, asf como el
lantibiético subtilina (tabla I11.4.). Los sobrenadantes se analizaron con el anticuerpo
monoclonal del hibridoma 5G8, mientras que las correspondientes variantes purificadas y
el resto de los compuestos citados se analizaron con los anticuerpos monoclonales de los
hibridomas 5G8 y AD10 y con los policlonales del liquido ascitico del ratén I.B. En el
caso de los anticuerpos monoclonales se empleé un ELISA-CD tipo II, mientras que con
los policlonales se utiliz6é un ELISA-CD tipo 1. Las diluciones de anticuerpos empleadas
fueron de 1/2.000 para el anticuerpo monoclonal purificado del hibridoma SG8, de
1/1.000 para el clon AD10 y de 1/200 para los anticuerpos policlonales purificados del
liquido ascitico.

Los resultados obtenidos con los sobrenadantes de los microorganismos
modificados genéticamente y analizados con el anticuerpo monoclonal del hibridoma
5G8, se muestran en la tabla IV.6. De ellos, conviene considerar lo siguiente:

(a). Como cabia esperar, las cepas MG1614 (control negativo), F17487 y FI17990, no
productoras de nisina, no son reconocidas por el anticuerpo.

(b). La sustitucion de la DHA del primer anillo (posicién 5) por una Ala (cepa FI8G70),
origina una inhibicién menor de la unién del conjugado de nisA-HRP al anticuerpo,
mientras que la modificacién de la DHA de la posicién 33 (cepa FI8198), apenas
afecta a dicha inhibicion. La sustitucién de ambas a Ia vez (cepa FI8199), origina una
desaparicidn casi total de su reconocimiento por el anticuerpo.

(c). La inducci6n de la cepa FI8438 con nisina, determina la produccién de la prenisina
(nisina madura unida al lider) que es reconocida por el anticuerpo monoclonal del
hibirdoma 5G8. La cepa FI8532 no es reconocida como productora de nisina A,
aunque en este caso no se indujo con nisina para favorecer su produccion.
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Tabla IV.6. Reactividad del anticuerpo monoclonal del hibridoma 5G8

frente a los sobrenadantes de cepas modificadas genéticamente

productoras de variantes de la nisina A, utilizando un formato

de ELISA-CD.

Microorganismo® Densidad Optica Reactividad cruzadad
a 405 nmbe

L. lactis FI5876 (nisina A) 0,3714+0,03 100
L. lactis MG1614 (np) 1,30010,01 0
L. lactis FI7847 (np) 1,042+0,02 2,9
L. lactis F17990 (np) 1,11240,03 0
L. lactis FI8070 (DHA 5 A) 0,87910,006 26,5
L. lactis FI8198 (DHA 33 A) 0,46810.01 86,0
L. lactis FI8199 (DHA 5,33 A) 1,03510,02 3,9
L. lacris F13438 (np AnisP) 1,078+0.02 0
L. lactis F18438 inducido® (prenisina) 0,37910,01 08,9
L. lactis FI8532 (n.p. AnisP, AnisC) 1,083%0,005 0

aVariante producida entre paréntesis; np, no productor. PD.0O.495 del blanco =
1,06210,01. “Los resultados son el valor medio de las muestras analizadas por triplicado.
dReactividad cruzada definida como [(inhibicién producida por el sobrenadante analizado

{ inhibicién producida por el sobrenadante de L. actis FIS876) x 100]. ®Es necesario
inducir la secreci6n de la variante genética con 100 ng/ml de nisina.

Asimismo, los resultados obtenidos con las variantes genéticas purificadas, con
otros fragmentos obtenidos por degradacién o rotura enzimdtica y con el lantibidtico
subtilina, analizados con los anticuerpos monoclonales del hibridoma 5G8 y del clon
AD10 y por los anticuerpos policlonales del liquido ascitico del ratdn LB, se muestran en
la tabla IV.7.
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Tabla 1V.7. Reactividad de los anticuerpos policlonales y monoclonales generados frente a diversos fragmentos y
variantes genéticas de nisina A purificados, determinada mediante un ELISA-CD.,

Fragmento o varianie Hibridoma 5G& Clon AD10 Policlonal A5
Densidad 6pticaa  Reactividad Densidad Optica a Reactividad Densidad 6pticaa  Reaciividad
405 nma.b cruzada® 405 nmd cruzada® 405 nme cruzadac
Nisina 1-20 0,261+£0,004 100 1,063640,09 30,4 1,748+0,004 48,6
Nisina 1-31 0,390,006 100 0,49810,03 95,3 1,41910,03 71,6
Nisina 1-32 n.a. n.a. 0,461+0,03 99,8 1,040x0,007 98.1
Nisina DHA 5 A 0,7010,007 62,7 0,626+0,08 70,7 1,92310,05 36,5
Nisina DHA 33 A 0,44610,009 93,2 0,57610,06 71,5 1,030+0,02 93,8
Nisina DHA 5,33 A 1,04310,03 21,6 0,891:1+0,09 34,8 2,22610,07 15,3
Nisina 1-12 0,29410,02 80,8 1,14810,08 16,9 2,03240,04 29,0
Nisina K 12 L 0,3721+0,001 71,7 0,57340,08 77,9 1,04910,03 97,2
Nisina H27 K 0,304+0,005 79,4 0,69810,02 60,9 1,202+0,04 87,0
Nisina 1-32 DesS5Ala 0,839+0,04 4,9 0,5021+0,04 94,9 2,22610,02 15,3
Secuencia lider 0,86310,03 1,5 n.a. n.a. n.a. n.a.
Subtilina 0,1870,009 95,7 1,063+0,06 27,1 2,16610,02 19,6

2 D.0.495 del blanco = 1,22340,02 para los seis primeros; 0,874+0,005 para los restantes. n.a. no analizado. Los resultados son el valor
medio de las muestras analizadas por triplicado. Reactividad cruzada definida como [(inhibicién producida por el compuesto analizado /
inhibicién producida por 1a misma concentracién de nisina A) x 1001.9D.0.4p5 del blanco= 1,288+0,08. ¢€D.0.405 del blanco= 2,446£0,06.
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De los resultados de esta tabla para el anticuerpo monoclonal del hibridoma 5G8,

conviene destacar lo siguiente:

(a).

El fragmento 1-12, que consta sélamente de los anillos A y B, sigue siendo
reconocido por el anticuerpo; el 1-20, que consta de los anillos A, B y C, también es
reconocido. La ausencia de los anillos D y E en el fragmento 1-20, no afecta a Ia
interaccién antigeno-anticuerpo.

{b). La variante purificada DHA 5 A, manifiesta un cierto descenso en su reconocimiento

por el anticuerpo, aunque no tan marcado como el observado con el sobrenadante de
su cepa productora; la variante DHA 33 A, apenas afecta al reconocimiento, mientras
que la DHA 5,33 A, determina un descenso significativo de su reconocimiento por el
anticuerpo, de manera andloga a lo que ocurrfa con los sobrenadantes de las cepas
productoras.

(c). Las modificaciones puntuales de las variantes K12L y H27K, afectan en cierto grado

(d).

(e).

a su reconocimiento, mientras la destruccion del anillo A en la variante DesSAla,
originada por degradacién molecular, determina una pérdida casi total de su
reconocimiento por ¢l anticuerpo monoclonal del hibridoma 5G8.

La subtilina, cuyos anillos A, B y C son pricticamente iguales a los de la nisina,
excepto los residuos de las posiciones 4 (Glu en vez de [le), 12 (Val en lugar de Lys)
y 19 (Aba en vez de Ala), es reconocida por el anticuerpo monoclonal del hibridoma
5G8, casi como si fuera la nisina A.

La secuencia lider apenas muestra reactividad cruzada, de lo que se deduce que el

reconocimiento observado en el sobrenadante de la cepa FI8438 inducida, se debe a
la parte activa de la prebacteriocina.

Respecto de los resultados de la tabla IV.7., obtenidos con ¢l anticuerpo

monoclonal del clon AD10, conviene destacar que:

(a).

A diferencia de lo ocurrido con el anticuerpo monoclonal del hibridoma 5G8, el
fragmento 1-12, que consta de los anillos A y B, apenas es reconocido por el
anticuerpo monoclonal del clon AD10, mientras que el fragmento 1-20, que incluye
ademds el anillo C, es reconocido un poco mejor. Los fragmentos 1-31 y 1-32, se
reconocen de manera andloga a la molécula completa, lo que sugiere que 10s Gltimos
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tres aminodcidos de la nisina A, no se incluyen en el epitopo que reconoce el
anticuerpo monoclonal ADI10.

(b). Las variantes DHASA y DHA33A, manifiestan un cierto descenso en su
reconocimiento por el anticuerpo monocional AD1(0. La desaparicién de los dos
resfduos de DHA en la variante DHAS,33A, determina una disminucién considerable
de su interaccién con el anticuerpo.

(c). Las modificaciones puntuales de las variantes K12L y H27K, afectan a su interaccién
con el anticuerpo, en mayor medida la del residuo 27 en donde Ia Lys sustituye a la
His. Asimismo,a diferencia de lo que ocurre con el anticuerpo monoclonal 5G8, la
rotura del anillo A en ¢! producto de degradacidn DesSAla, no modifica el
reconocimiento antigeno-anticuerpo.

(d). Por ¢l contrario, la subtilina, cuyas principales diferencias con la molécula de nisina
radican en la mitad posterior de la molécula, reacciona en mucha menor medida con el
anticuerpo monoclonal del clon AD10.

Respecto a los resultados de la tabla IV.7. obtenidos con los anticuerpos
policlonales del liquido ascitico del ratén IB., se observa que:

(a). Si bien los anticuerpos policlonales reconocen en cierta medida a todos los
fragmentos, aquellos correspondientes a la primera mitad de la molécula (fragmentos
1-12 y 1-20), son reconocidos en menor grado.

(b). La modificacién del residuo de DHA en posicién 5, afecta al reconocimiento de la
molécula en mayor medida que la de la posicién 33, mientras que la modificacién en
ambas posiciones {nisina DHAS,33A), disminuye mucho su reactividad.

(¢). La rotura del anillo A en el producto de degradacién nisina 1-32 Des5Ala, también
determina una disminucién considerable de su reconocimiento por los anticuerpos
policlonales utilizados, mientras que la subtilina muestra una pequefia reactividad
cruzada respecto de la nisina A.
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IV.7. APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS ANTINISINA A
DESARROLLADOS

Para ello, un cultivo de L. lactis BB24 de un indeulo inicial de 1 x 103 ufc/ml, se
desarrollé en caldo MRS durante 72 horas a 32 ° C y cada dos horas se determinaron, por
duplicado, las unidades formadoras de colonias (ufc) mediante su recuento en placa, su
actividad antimicrobiana mediante un ensayo de difusién en agar y la cantidad de nisina
producida mediante un ELISA-CD I, empleando los anticuerpos policlonales obtenidos
del iiquido ascitico del ratén LB. a la dilucién 1/100. Los resultados obtenidos, se
muestran en la figura I'V.16.

En la figura citada, observamos que con el ELISA-CD se comienza a detectar
niveles significativos de nisina a partir de las 6 horas, mientras que con el test de difusioén
en agar, los halos de inhibicién se observan a partir de las 8 horas. La méxima
produccién de bacteriocina se detect6 en ambos tests entre las 14 y 16 horas, coincidiendo
con el comienzo de la fase estacionaria. A partir de este momento, la concentracién de
nisina detectada decreci6 ligeramente.

7.2. Deteccién vy cyantificacién de la nising A en _un _gueso de untar,
empleando_el anticuerpe monoclonal AD10

Para evaluar la capacidad del anticuerpo monoclonal del clon AD10 de detectar la
nisina A en los alimentos, se afiadieron concentraciones de 0, 250, 1.250 y 5.000 ng/g de
nisina A pura a muestras de un queso de untar comercial y tras su extraccion, se
determing su concentracién mediante un ELISA-CD 1L

La extraccion de nisina de las muestras se repitid durante tres dias y cada dia se
prepararon y extrajeron triplicados de cada concentracion, con €l objeto de calcular el
coeficiente de variacién inter- e intraensayo. La recuperacion se estimé por un ELISA-
CD, al extrapolar las absorbancias de las muestras en una curva patrén, obtenida
afiadiendo concentraciones de nisina A pura de 10 a 5.000 ng/ml a un extracto de queso
libre de nisina, obtenido por el mismo procedimiento. Los puntos de la curva patrén se
ajustaron a una curva de regresién mediante un programa informético de tratamiento de
datos incorporado al lector de placas. Como se¢ observa en la figura IV.17., no se
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Figura 1V.16. Curva de crecimiento de Lactococcus lactis BB24 en caldo
MRS y produccion de la nisina A, detectada por ADT (@) ¥y
mediante un ELISA.CD ( O ), empleando los anticuerpos
policlonales obtenidos del liquido ascitico del raton 1.B.
Unidades formadoras de colonias (@ ).
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observaron diferencias significativas al emplear como vehiculo en la curva patrén el
extracto libre de queso, obteniéndose una respuesta en el ELISA similar a la obtenida
cuando la nisina se vehicula en el tampén PBS. Asimismo, los resultados de la extraccién
se muestran en la tabla IV.8., en la que se observa que los valores medios de
recuperacién de la nisina fueron de 130, 120 y 98%, respectivamente, para las
concentraciones de 250, 1.250 y 5.000 ng nisina/g. La recuperacién media fue del 116%,
el coeficiente de variacién intraensayo medio fue del 13,3% y el interensayo del 14,1%.

SOF

% Inhibicion

0 1 1 1 'l
-1 ¢ 1 2 3 4 5

Log nisina A (ng/mi)

Figura IV.17. Curvas estandar de la nisina A vehiculada en PBS (O ) y en un
extracto de queso { ® ), obtenidas mediante un ELISA-CD.
Cada punto de la grifica representa el valor medio de los triplicado de cada
determinacién. Los valores miximos de absorbancia fueron de 2,0 para la
nisina en PBS y de 1,9 para la nisina en el extracto de queso.
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Tabla 1V.8. Recuperaciéon de nisina A de muestras de queso de untar, determinada mediante un ELISA-CD

Nisina afiadida % medio de

(ng/g) muestra? recuperacion (ng/g)P % recuperacion recuperacion® Ccvd CV interensayo®
250 A 266143 106 16,2

250 B 341139 137 130 11,5 13,5
250 C 370+113 148 30,4

1250 A 1274443 102 3,4

1250 B 1697436 136 120 2,2 11,6
1250 C 15281178 122 11,6

5000 A 429414548 86 12,8

5000 B 6096x1166 122 98 19,1 17,1
5000 C 43311565 87 13,0

4Cada concentracion se prepar6 por triplicado en cada uno de los dfas (A-C) del ensayo. YPRecuperacién media de los triplicados de cada dfa.
‘Media del porcentaje de recuperaci6n de los tres dfas para cada concentracién. 9Coeficiente de variacién intraensayo. €Coeficiente de
variacidn interensayo.



Resultados

El anticuerpo monoclonal especifico frente a la nisina A, obtenido de liquido
ascitico y producido por el clon ADI10, también se empled en la construccion de una
columna que permitiese la purificacién de la nisina A en un sélo paso, por cromatograffa
de inmunoafinidad.

Una vez construida la columna de la manera descrita en la seccién I11.2.10.3.1., se
determiné el grado de unién de los anticuerpos a la columna comparando la absorbancia a
280 nm de la solucién del ligando antes y después de la reaccién de conjugacion, previa
eliminacién de la hidroxisuccinimida liberada durante la conjugacién, que también
absorbe luz a esta longitud de onda. De esta manera, se calculé que el 16,5% de los
anticuerpos no se conjugaron, 0, lo que es 10 mismo, que el 83,5% de los anticuerpos
utilizados quedaron unidos a la columna. Ya que la cantidad total de anticuerpos
reaccionantes fue de 10 mg, fueron 8,3 mg los que se conjugaron a la matriz de [a
columna.

Inicialmente se comprobé el funcionamiento de la columna, inyectando
concentraciones conocidas de nisina pura en el tamp6n PBS y determinando su capacidad
de retencion. Para ello, se pasaron muestras de 1 mlcon 0, 1.000 y 13.000 ng de nisina
pura y s¢ analizé la actividad antimicrobiana de todas las fracciones procedentes de la
purificacién (inyeccién, lavado y elucién) mediante un test de difusién en agar,
empleando como microorganismo indicador a Pediococcus acidilactici 347. Como se
observa en la figura IV.18., la actividad antimicrobiana se detecté solamente en las
fracciones de elucion, sin que hubiera pérdidas de nisina durante la inyeccién o ¢l lavado
de la columna.

Una vez comprobado el funcionamiento de la columna, s¢ procedié a determinar su
capacidad de purificar la nisina A del sobrenadante del microorganismo productor
Lactococcus lactis BB24. Para ello, 10 ml de sobrenadante del microorganismo
productor, libre de células, filtrado y neutralizado, se inyectaron en la columna,
recogiendo las fracciones resultantes de la inyeccién, lavado y elucién para medir su
absorbancia a 280, 254 y 220 nm, su actividad antimicrobiana mediante un ensayo en
placas microtituladoras y para determinar la concentracién de nisina mediante un ELISA
CD II. El proceso de purificacién se repitié varias veces y los resultados més
significativos se muestran en la figura IV.19,, en la que se observa, tanto en la actividad
antimicrobiana, como en la cuantificacién de nisina, que la mayor parte de la bacteriocina
permanece retenida en la columna y se recupera en las primeras fracciones de la elucién.
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La mdxima actividad antimicrobiana y concentracién de nisina, coincidieron con un pico
de elucién de mé4xima absorbancia a 220 nm. No obstante, también se detect6 una ligera
pérdida de nisina en las fracciones correspondientes a la aplicacién de la muestra y en las
primeras fracciones del lavado.
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Figura 1V.18. Actividad antimicrobiana de las fracciones resultantes de la
cromatografia de inmunoafinidad al aplicar concentraciones de
1000 (D) y 10.000 ( @) ng de nisina/ml. Tras la inyeccién (I), la
columna se lavé con 3 mi de PBS ( L1 a L3) y la nisina retenida se eluyé
con 4 ml del tampdn de elucién (E1 a E4).
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Figura IV.19. Purificacion de la nisina A de un sobrenadante de L. lactis

BB24, mediante cromatografia de inmuncafinidad. Absorbancia
de las fracciones a 220 (O) y a 280 (). Actividad antimicrobiana (U.B.)
(O) determinada por un ensayo en placas microtituladoras. Concentracién
de nisina A (4A), determinada por un ELISA-CD en la que cada punto de la
gréfica es el valor medio de los triplicados de cada determinacion.
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Resultados

Con los resultados obtenidos de varias purificaciones, se construyé una tabla de
purificacién (tabla IV.9.), en la que el rendimiento de la purificacién, respecto a la
cantidad de nisina pura recuperada y determinada por un ELISA-CD, fue del 85,31
12,6%, con un incremento de la actividad especifica de 10 veces, respecto de la de nisina
del sobrenadante del microorganismo productor. La cantidad media de nisina purificada,
determinada por un ELISA-CD fue de 32.475 % 1.214 ng por 10 ml de cultivo (3,24 ug
por ml de cultivo purificado) o de 32.547% 1.887 ng por 10 ml de cultivo, segin el
coeficiente de extincién molar.

‘La pureza de la nisina obtenida por cromatografia de inmunoafinidad, se determiné
inyectindola en la misma columna de fase reversa integrada en un sistema de FPLC,
empleada en el procedimiento de purificacién de la nisina descrito en la seccion I11.2.3.
Como controles internos, se inyectaron también en la columna el mismo volumen del
tamp6n de elucién (glicina-HCI) y una muestra con una cantidad equivalente de nisina
pura estdndar (34.000 ng), en el mismo tampdn. La elucién se monitorizé registrando la
absorbancia de todas las fracciones a 254 nm. De los resultados obtenidos, se observa
que tanto la muestra purificada por cromatografia de inmunoafinidad, como el control de
nisina, mostraron un pico méximo de absorbancia coincidente con un gradiente de
isopropanol del 36% y con un pico dnico de actividad antimicrobiana (figura IV.20).
Ademds, el pico de la muestra coincidié tanto en situacién como en tamafio, con el pico de
la nisina control. Los picos de absorbancia adicionales, resultaron proceder de la
absorbancia inespecifica producida por el tampén de glicina-HCI empleado en la elucién,
no detectdndose ningun otro pico de absorbancia adicional.
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Tabla 1V.9. Purificacién de la nisina del sobrenadante de Lactococcus lactis BB24 por cromatografia de inmunoafinidad®.

Incremento de la o
Fraccion Volumen AxoTotal®  Actividad total © actividad Nisina total f Rendimiento
(ml) (BU) especfficad especffica® (ng) (%)
Muestra (sobrenadante) 10 12,5240,12 | 12.228%1.487 1 39.15247.212 100
Inyeccién 10 12,3140,06 8461249 0,072+0,028 9.799+2.137 24,8710,87
Lavado 25 7,6712,18 740x185 0,100,008 4.769£580 12,88+3,85
Elucién 20 (0,69+0,04 6.913+1.209  9.974+1.212 10,21+0,095 32.475+1.214  85,28+12,58

a1 os datos son la media de los resultados de dos purificaciones distintas.

b Ao total es 1a absorbancia a 220nm multiplicada por el volumen en mililitros.
¢La actividad antimicrobiana total (UB) es el reciproco de 1a dilucién que inhibe en un 50% el crecimiento de P. acidilactici 347, multiplicado por el

volumen en mililitros.

dLa actividad antimicrobiana especifica es la actividad antimicrobiana total (UB) dividida por la Az total.
¢ El incremento en la actividad especifica es la actividad antimicrobiana especifica de cada fraccién dividida por la del sobrenadante.
fDeterminada por ELISA-CD. Cada valor es la suma de los valores medios de las diferentes fracciones analizadas por triplicado en un ensayo.
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Figura 1V.20. Determinacion de la pureza de la nisina obtenida por
cromatografia de inmunoafinidad tras su cromatografia en
fase reversa en un equipo automatizade de FPLC. Muestra (~—)
y controles: tampén de elucién (---) y nisina control (--).
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V. DISCUSION







Discusicn

V.1. PURIFICACION DE LA NISINA A

La precipitacién con sulfato aménico, seguida de Ia utilizacién sucesiva de diversas
cromatografias, se ha empleado con éxito en la purificacién a homogeneidad de muchas
bacteriocinas (Muriana y Luchansky, 1994; Cintas et al., 1995). Esta metodologia s¢ ha
utilizado también en nuestro laboratorio en la purificacién de la nisina A de la cepa deL.
lactis BB24 de origen cdmico (Rodriguez et al., 1995). En este trabajo, la nisina A se
purificé a homogeneidad para utilizarla como el inmunégeno en la inmunizacién de los
animales y en la preparacion de los conjugados para los inmunoensayos. Sin embargo,
aunque su purificacién de los sobrenadantes de la cepa productora permitié la obtencién
de una nisina con un aito grado de pureza y una recuperacién considerable de su actividad
antimicrobiana inicial (figura IV.1.), tras realizar nueve purificaciones, la cantidad total de
nisina obtenida (1,039 mg) fue claramente insuficiente para cubrir nuestras necesidades,
por 1o que, finalmente, empleamos una muestra comercial de nisina pura con un grado de
pureza superior al 90%.

V.2 PREPARACION DE LOS CONJUGADOS PARA LAS
INMUNIZACIONES Y LOS ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS
(ELISA}

La inmunogenicidad se define como la capacidad de una molécula de inducir una
respuesta inmune, lo que depende de su estructura quimica y de su capacidad de ser
reconocida por el organismo como una sustancia extrafia. El tamafio molecular minimo de
un inmundgeno oscila entre 3.000 y 5.000 D, las sustancias que poseen un tamafio
inferior se denominan haptenos, es decir, sustancias capaces de unirse a un anticuerpo
pero incapaces, por sf mismas, de desencadenar una respuesta inmune. Para facilitar su
inmunogenicidad, los haptenos se conjugan a otras sustancias denominadas moléculas
portadoras o vehiculadoras, con propiedades inmundgenas. Fue Landsteiner (1945),
quien demostrd la posibilidad de producir anticuerpos frente a moléculas de pequefio
tamafio molecular al unirlas covalentemente a una proteina inmunégena.

El tamafio molecular de la nisina A (3.353 D) determiné que la considerasemos
como un hapteno, es decir, una molécula que, poseyendo determinantes antigénicos, por
sf sola no es capaz de desencadenar una respuesta inmune. Hasta la realizacién de este
trabajo, los estudios sobre la inmunogenicidad y el desarrollo de anticuerpos frente a las
bacteriocinas eran escasos. Falahee er al., (1990) obtuvieron anticuerpos policlonales de
oveja frente a la nisina A, mediante 1a conjugacién de la nisina pura a la ovoalbiimina
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(OA) por el método del glutaraldehido. También se han obtenido anticuerpos policlonales
en conejos empleando como inmundgeno la nisina libre, sin conjugar (Stringer et al.,
1995), aunque los anticuerpos obtenidos, empleados como reactivos en un producto
cdmico fermentado, no detectaron la nisina libre y sSlamente reaccionaron con las cepas
de L. lactis productoras de dicha bacteriocina.

Bhunia y colaboradores (1990), evaluaron las propiedades inmundgenas de la
pediocina AcH (PA-1) en ratones inoculados con la bacteriocina sin conjugar més un
adyuvante oleoso y con la bacteriocina ¢onjugada a la seroalbimina bovina (BSA) y con
el mismo adyuvante. También se determiné su inmunogenicidad en conejos inoculados
con la bacteriocina sin conjugar més el Adyuvante Completo e Incompleto de Freund. En
ninguno de los casos se obtuvieron anticuerpos séricos especificos frente a dicha
bacteriocina. No obstante, un poco mds tarde, el mismo investigador obtuvo anticuerpos
policlonales y monoclonales frente a la pediocina RS2 que también reaccionaron frente a
la pediocina PA-1 (Bhunia, 1994). Para ello una muestra parcialmente purificada de la
bacteriocina se sometié a electroforesis en un gel de poliacrilamida y, posteriormente, el
fragmento de gel con la pediocina purificada se utilizé como inmunégeno; las propiedades
adyuvantes del gel de poliacrilamida se describieron por primera vez por Weintraub y
Raymond (1963). Un homogeneizado del fragmento del gel con la pediocina purificada se
empled como inmundgeno en la inoculacién de los ratones, junto con el Adyuvante de
Freund y el compuesto poli(A) poli(U) como adyuvantes, siendo necesarias 12 semanas
para alcanzar una respuesta sérica adecuada. También se intenté la obtencién de
anticuerpos frente a esta bacteriocina, empleando como portadores células inactivadas por
el calor de Lactobacillus plantarum, a cuya superficie se adherfan las moléculas de
bacteriocina, pero esta aproximacion no resultd exitosa.

En nuestro trabajo, la nisina A se conjugé a dos moléculas portadoras diferentes,
para evaluar la eficacia de cada uno de los conjugados en la induccién de la produccién de
anticuerpos especificos. Estos compuestos fueron la toxina colérica (TC) y la
hemocianina del molusco Megathura crenulata, denominada KLH (del inglés, keyhole
limpet haemocianin ).

La toxina colérica, una protefna enterotoxigénica producida por Vibrio cholerae , ha
demostrado poseer propiedades adyuvantes administrada oral o sistémicamente con otros
antigenos (Liang er al., 1989; Lycke y Holmgrem, 1986, 1987). Ademds, su tamafio
molecular (unos 85 kDa) permite su empleo como molécula portadora, lo que se facilita
por la presencia en la molécula de un nimero equivalente de lisinas disponibles para la
conjugacién, parecido al de otras moléculas portadoras como la seroalbumina bovina
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(BSA). De este modo, se ha empleado con éxito anteriormente en la obtencidn de
anticuerpos policlonales frente a diversos haptenos (Silbart ez al., 1989; Azcona-Olivera et
al., 1992; Abouzied et ¢l., 1993; Chu er al., 1995). Aunque el mecanismo por el que
ejerce su actividad adyuvante no se conoce con precisién, se sabe que estimula la
presentacién del antigeno y la produccién de interieukina 1 (Bromander et al., 1991).
Ademds de sus propiedades adyuvantes, la rapidez del proceso de inmunizacién y la
induccidn de una respuesta rdpida y eficaz con dosis pequefias de inmundgeno y de la
toxina colérica (Azcona-Olivera et al., 1992; Abouzied et al., 1993) aconsejaron que dicha
molécula se seleccionara como molécula portadora de la nisina A, puesto que la cantidad
de antigeno disponible era limitada.

La hemocianina KLH del molusco Megathura crenulata, €s uno de los compuestos
mds empleados como molécula portadora. Esta molécula se caracteriza por inducir una
fuerte respuesta inmune, debido a ser una molécula extrafia para el organismo animal y
poseer un elevado tamafio molecular (4,5 x 105-1,3 x 107 D), ademds de poseer un gran
nimero de lisinas disponibles para su conjugacién por sus grupos amino. Su gran
tamafio, sin embargo, limita su solubilidad y posee determinantes antigénicos que pueden
enmascarar a los del hapteno.

La albimina sérica bovina (BSA) es una proteina de menor tamaiio, moderadamente
inmundgena, con una buena solubilidad, varias lisina disponibles y barata, que se ha
empleado también en muchas ocasiones como molécula portadora. Sin embargo, cuando
se empled como molécula portadora en la obtencion de anticuerpos frente a la pediocina
AcH (o PA-1), no se consiguié la obtencién de anticuerpos séricos especificos (Bhunia ez
al., 1990). En otras experiencias con otros haptenos, los resultados con esta molécula
portadora han sido también negativos (Azcona-Olivera et al., 1992; Abouzied et al.,
1993).

La nisina A también se conjugé a la ovoalbimina (OA) y a la peroxidasa de rdbano
(HRP) como reactivos necesarios en los ensayos inmunoenziméticos (ELISA); asi, el
conjugado nisA-OA se¢ utiliz6 para tapizar las placas en el ELISA indirecto y en el ELISA
competitivo indirecto y el conjugado nisA-HRP se utilizé6 como reactivo en el ELISA
competitivo directo. La ovoalbimina constituye el 75% de la proteina de la clara del
huevo, contiene 20 lisinas y se emplea con frecuencia en la conjugacién de los haptenos
para favorecer su adhesién a las placas de poliestireno empleadas en los ensayos
inmunoenzimdticos, puesto que los péptidos por sf mismos no se adhieren bien a la
superficie de los pocillos de las placas microtituladoras. La nisina A también se conjugé a
la peroxidasa de rdbano por el método del periodato (Nakane y Kawoi, 1974) para
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utilizarla en el desarrollo de un inmunoensayo del tipo competitivo directo.

La preparacion de conjugados apropiados es vital en la obtencién de anticuerpos
con la especificidad y afinidad deseadas y en el desarrollo de los métodos
inmunoenziméticos (ELISA) apropiados. La reacci6n de conjugacién no debe modificar la
inmunogenicidad del hapteno, es decir, su o sus determinantes antigénicos no deben estar
implicados en la reaccién con la molécula portadora. Ademds, con el fin de obtener unos
anticuerpos especificos y afines, tampoco deben implicarse en la conjugacién los grupos
responsables de la diferenciacién de esta molécula con moléculas relacionadas. Por otro
lado, en el caso de los inmunoensayos competitivos, para evitar que los anticuerpos
resultantes reaccionen con el puente de unién y con el fin de asegurar una competicién
eficiente y ecudnime entre el hapteno libre y el conjugado a la peroxidasa de rdbano, el
método de conjugacién del hapteno con la HRP debe ser distinto al empleado para su
conjugacién a las moléculas portadoras utilizadas en la inmunizacién de los animales.

Los grupos reactivos que participan en las reacciones de conjugacién son los
radicales ionizables de algunos amino4cidos. En solucién acuosa, las proteinas poseen los
radicales hidréfobos de los aminodcidos (radicales alquilo) hacia el interior de la molécula
y, por lo tanto, estos grupos no suelen ser reaccionantes. Por el contrario, son los
radicales hidréfilos del exterior de la proteina y, por lo tanto, expuestos al medio acuoso,
los disponibles para participar en las reaccciones de conjugacién. Los grupos hidrofilicos
de las proteinas quimicamente activos son esencialmente ocho: (1) el grupo amino del
extremo N-terminal de la molécula y los grupos e-amino de las lisinas, (2) el grupo
sulfidrilo de las cistefnas, (3) el radical tioéter de las metioninas, (4) el grupo carboxilo
del extremo C-terminal de la proteina y el grupo B y y-carboxilo de los dcidos aspdrtico y
glutdmico, respectivamente, (5) el radical fenol de la tirosina, (6) el grupo imidazol de la
histidina, (7) el grupo guanidilo de la arginina y (8) el grupo indol del triptéfano.

De los radicales citados, los cinco primeros son los mds reactivos y, de entre ellos,
los grupos €-amino de las lisinas son 10s méds abundantes y accesibles. Son, ademds,
buenos radicales nucleofilicos y reaccionan ficilmente con una gran variedad de radicales
para formar uniones estables. Los grupos «-amino del extremo N-terminal de las
proteinas son también bastante reactivos. Dado que ambos radicales amino se encuentran
en la mayoria de las moléculas peptidicas y debido a su facilidad para reacccionar, los
métodos de conjugacién mds empleados se basan en la utilizacion de estos grupos.

Para permitir la reaccién entre los grupos amino del hapteno y de la molécula
portadora, se utilizé como molécula ligante el glutaraldehido, empledndolo en la reaccion
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de conjugacién segiin el método descrito por Avraemas y Temynck (1969). El
glutaraldehido reacciona bifuncionalmente con los grupos amino de las dos moléculas,
originando a una unién covalente muy estable. No obstante, dicho método tiene como
inconvenientes que el puente de unién formado puede actar como epitopo y que pueden
originarse uniones de los haptenos entre si y de las moléculas portadoras entre si, asi
como del hapteno con la molécula portadora a través de varios grupos amino
(acoplamiento), lo que puede impedir una correcta exposici6n del hapteno y dificultar que
se generen anticuerpos frente a €l. Para evitarlo, la reaccién de conjugacién se restringe
afiadiendo una cantidad limitante de glutaraldehido. La reaccién de conjugacién se realiza
a 4 °C puesto que la conjugacién es mds rdpida a temperaturas bajas, en un medio
tamponado y afiadiendo el agente ligante gota a gota lentamente, para incrementar la
selectividad de la reaccién y disminuir Ia hidrélisis de! glutaraldehido. Una vez terminada
la reaccién de conjugacion, se realiza una purificacién parcial del conjugado, eliminando
las moléculas de pequefio tamaiio que no hubieran reacccionado, mediante su didlisis
frente a un tampo6n de PBS.

En la conjugacion de la nisina A con la peroxidasa de rdbano, la reaccién se realizé
siguiendo el método del periodato (Nakane y Kawoi, 1974). Para ello, la peroxidasa se
activé inicialmente con el periodato sédico, que oxida los carbohidratos de la molécula
dando lugar a grupos aldehido, los cuales reaccionan con los grupos amino del hapteno
para dar lugar a la formacién de bases de Schiff. Posteriormente, el conjugado resultante
se estabilizé tras su reduccién con borohidruro sédico.

En la inmunizaci6n con €l conjugado de la nisina A con la KLH, se¢ emple6, para
potenciar la respuesta inmune, el Adyuvante Completo e Incompleto de Freund. Dichos
compuestos favorecen el desarrollo de la reaccién inflamatoria, producen un incremento
de la respuesta inmune y retardan el catabolismo del antigeno. La proporcién
adyuvante:antigeno fue de 2:1, puesto que una emulsién de agua en aceite es més eficaz
que una de aceite en agua.
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V.3. PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A
LA NISINA A EN EL SUERO DE LOS RATONES INMUNIZADOS
Y DESARROLLO DE LOS METODOS INMUNOENZIMATICOS
(ELISA) ADECUADOS

Puesto que inicialmente se deseaba evaluar la posible inmunogenicidad de los
diversos conjugados sintetizados y se disponia de una cantidad limitada de antigeno, se
seleccionaron los ratones como los animales de experimentacién en la obtencién de los
correspondientes anticuerpos policlonales, al ser animales de fdcil manejo y bajo coste
econdmico.

Los ratones se inmunizaron con dos conjugados distintos: con el conjugado de
nisA-TC se inmuniz6 un grupo de 4 ratones por via i.p., mientras que con el conjugado
de nisA-KLH se inmunizaron 4 ratones por via i.p. y otros cuatro por via s.c. Aunque en
todos los casos, los animales mostraron un incremento de la respuesta inmune a lo largo
de las inmunizaciones, se observaron diferencias en el grado de inmunizacién alcanzado,
asf como en la especificidad y en la afinidad de los anticuerpos resultantes. De los
resultados obtenidos y expuestos en el capitulo de Resultados de esta memoria, se deduce
que mientras que los animales inmunizados con el primer conjugado alcanzaron titulos de
hasta 6.400, necesitando una dilucién del suero de 17100 para detectar los anticuerpos
especificos mediante un ELISA competitivo (directo ¢ indirecto), los inmunizados con
nisA-KLH alcanzaron titulos de hasta 25.600 y los sueros se diluyeron a 1/1.000 y
1/2.500 en los ensayos competitivos directos. Estos datos indican que la respuesta
inmune fue més fuerte y eficaz con este segundo conjugado. Por otro lado, en la
inmunizacién de los animales con nisA-TC (figura IV.2.) la afinidad relativa y la
sensibilidad de los anticuerpos fue baja, siendo necesarios mds de 40 pg de nisina/ml para
producir un 50% de inhibicién tanto en un ELISA-CI como en un ELISA-CD, mientras
que en la inmunizacién con la nisA-KLH en un ELISA-CD (figuras IV.3. y IV.4)),
fueron necesarias entre 0,5 y 5 pug de nisina/ml para producir un 50% de inhibici6n.

Las diferencias observadas en el grado de inmunizacion de los animales y en la
afinidad y la sensibilidad de los anticuerpos obtenidos, utilizando ambos conjugados,
podrian deberse, en primer lugar a que la dosis de inmunégeno con el conjugado de nisA-
TC (10 pg de conjugado por animal y dosis) fue menor que con el conjugado de nisA-
KLH (25 pg por animal y dosis), al poder inmunégeno de la propia proteina portadora o
al mecanismo de la repuesta inmune y de la presentacion del inmundgeno, desarrolladas
para cada uno de los conjugados. Resultados similares se han observado en experiencias
con otros haptenos; asi Usleberg et al. (1994), describieron un incremento en la
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sensibilidad de dos 6rdenes de magnitud en la obtencién de anticuerpos policlonales
frente a la fumonisina B1, empleando un conjugado con KLH en comparacién con los
anticuerpos previamente obtenidos con un conjugado de la micotoxina con la toxina
colérica {Azcona-Olivera ¢t al., 1992).

En los animales inmunizados con nisA-KLH (figuras IV.3. y IV.4.), la respuesta
inmune fue similar tanto en la inmunizacidn s.c. como en la i.p., si bien el segundo grupo
de ratones desarroll§ titulos séricos ligeramente mds altos, empledndose la dilucién
1/2.500 en los inmunoensayos competitivos, mientras que los primeros se emplearon a
una dilucién 1/1.000. En la primera y segunda sangrfas, los anticuerpos obtenidos via
i.p. fueron més sensibles que los obtenidos via s.c., sin embargo en la tercera sangria, (a
los 91 dfas del inicio de la inmunizacién) la sensibilidad de los segundos aument6
considerablemente, superando la de los primeros. Este efecto se debe, probablemente, a
que la inmunizacién subcutdnea ocasiona un efecto mds lento pero més prolongado en el
tiempo.

El desarrolio de un inmunoensayo de un formato apropiado que permita la deteccién
e identificacién de los anticuerpos especificos frente a la nisina A, también ha constituido
un punto critico en el desarrollo de este trabajo. El método del ELISA competitivo fue
desarrollado inicialmente por Yalow y colaboradores (Berson er al., 1956; Yalow y
Berson, 1959, 1960) y se emplea en la deteccién y cuantificacién de moléculas de
pequeifio tamaiio, que no pueden detectarse mediante un ensayo de tipo sandwich, dado
que éste es 5610 posible para antigenos lo suficientemente grandes para unirse a la vez con
dos moléculas de anticuerpos sin que existan problemas de interferencia estérica.
Ademds, los ensayos competitivos requieren una concentracién de anticuerpos muy
inferior. La concentracién de antigeno de la muestra se cuantifica mediante una
competicién entre el antigeno marcado o adsorbido a los pocillos de la placa y el antigeno
libre no marcado. Finalmente, la cantidad de antigeno o anticuerpo marcado unido a la
fase sélida, se cuantifica de manera que la sefial resultante es inversamente proporcional a
la concentracién de antigeno de la muestra problema.

Mientras que en el caso del conjugado nisA-TC, los anticuerpos especfficos frente a
la nisina A se detectaron tanto en un formato de ELISA-CI como en un ELISA-CD sin
diferencias significativas en la sensibilidad de los inmunoensayos, en €l caso de la
inmunizacién con nisA-KLH los anticuerpos especificos frente a la nisina solamente se
detectaron con un ELISA-CD. En el ELISA-CI desarrollado con estos anticuerpos
(resultados no mostrados), no se observd un descenso de la absorbancia al incrementar la
concentracion del antigeno, es decir, el antigeno libre no disminuy6 la interaccién de los
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anticuerpos con el antigeno conjugado. Los resultados tampoco mejoraron analizando
diversas diluciones de los anticuerpos, desde la 1/100 hasta la 1/10.000, ni al ensayar una
mayor dilucién del conjugado anti-inmunoglobulina de ratén marcado. En este caso, la no
de deteccién de los anticuerpos especificos por un ELISA-CI podria deberse a (1) el suero
procedente de la inmunizacion de los animales con nisA-KLH podria poseer anticuerpos
de elevada afinidad que reconocerian el puente de unién de la nisina con la molécula
portadora, formado por el glutaraldehido, e interferir de este modo en la competicién entre
la nisina libre y el conjugado nisA-OA por la unién al anticuerpo y (2), la concentracién
de antigeno empleada para tapizar la placa no fue la adecuada: en este tipo de esayos, el
anticuerpo tiene mayor tendencia a unirse al antigeno adsorbido a la placa, puesto que éste
se encuentra en altas concentraciones locales, lo que incrementa la avidez del anticuerpo y
favorece la formacién de uniones bivalentes, mientras que esta interaccién bivalente se
desarrolla mds diffcilmente con el antfgeno en solucién; por ello, quizds una menor
concentracién de nisiA-OA en las placas podria haber favorecido 1a accién inhibidora de la
nisina libre.

De los resultados obtenidos se deduce que es conveniente una seleccién cormecta de
la protefna portadora, del procedimiento de cojugacién y del formato de inmunoensayo
ante cada situacién experimental y segiin las peculiaridades de cada bacteriocina.

Con los anticuerpos procedentes de la inmunizacién de los ratones con nisA-KLH,
el método del ELISA-CD se revel6 como el més eficaz y sensible de deteccibn de 1a nisina
A. La sensibilidad de este inmunoensayo depende de: (1) la concentracién de anticuerpos
inmovilizados en la fase sélida, (2) de la avidez de dichos anticuerpos hacia el antigeno y
(3) de la actividad especffica del antigeno conjugado a un enzima (Harlow y Lane, 1988).
La optimizacién de este ensayo requicre la seleccién de la concentracién apropiada del
anticuerpo y del antigeno conjugado, realizando diversas diluciones de ambos y
comprobando la reactividad de las diversas combinaciones en ausencia del antigeno libre,
as{ como con concentraciones del antigeno correspondientes a los valores de la curva
patrén. Las concentraciones elegidas deben ser aquellas que originan los cambios
mayores y mds reproducibles en la respuesta o sefial, al incrementar la concetracion del
antigeno. Los tiempos de incubacién y la temperatura del ensayo también deben
optimizarse., En nuestro caso, los mejores resultados se¢ obtvieron empleando una
dilucién de anticuerpos de 1/1.000 para los procedentes de la inmunizacién s.c. y una de
1/2.500 para los resultantes de la inmunizacién i.p.. junto con una dilucién 1/500 del
conjugado nisA-HRP. El rango de concetraciones para el que se obtiene una precision
aceptable es mds limitado en este tipo de inmunoensayos que en los de tipo sandwich. Sin
embargo, el rango aceptable de precisi6n y, por lo tanto, los limites en la sensibilidad del
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inmunoensayo, pueden modificarse empieando mayores o menores concentraciones del
antigeno o modificando las concentraciones de anticuerpo y antfgeno conjugado
empleadas.

Falahee et al. (1990) también obtuvieron anticuerpos policlonales frente a la nisina
A, inmunizando una oveja con un conjugado de la nisina A a la ovoalbimina. A pesar de
tratarse de un hapteno, el formato de imunoesayo desarrollado con estos anticuerpos fue
un ELISA tipo sandwich, en el que el limite de deteccidn fue de 0,019 U.L/ml, nivel de
deteccién ligeramente superior al limite detectado con el ELISA-CD desarrollado en este
trabajo (de 5 a 10 ng/ml o de 0,15 a 0,30 U.L.). No obstante, ademds del formato del
inmunoensayo empleado, existen otras diferencias entre el método desarroilado por
Falahee y el descrito en este trabajo. En primer lugar, para obtener sus anticuerpos,
Falahee empledé un proceso largo de inmunizacion (9 meses), en contraste con el aqui
descrito, que permite la obtencién de anticuerpos especificos en menos de 8 semanas. En
segundo lugar, en el primer método fue necesario recuperar de los inmunosueros los
anticuerpos especificos frente a la nisina A, mediante una columna cromatogrifica de
afinidad, con la matriz conjugada a la nisina A, mientras que en nuestro caso €ste paso no
es necesario, puesto que el inmunoesayo desarroliado permite la seleccion de los
anticuerpos especificos, detectando aquellos que compiten por la unién al hapteno. Por
Gltimo, el consumo de nisina A pura fue muy inferior en nuestro trabajo, puesto que no
fue necesario construir la columna de afinidad y porque los requerimientos para inmunizar
a los ratones (de 10 a 25 pg por ratén y dosis), son inferiores a los requeridos para
grandes animales (de 0,5 a 1 mg por dosis). El consumo de anticuerpos también es
inferior en el ELISA-CD en comparacién con el ELISA tipo sandwich. Estas diferencias
indican que el método descrito en este trabajo, probablemente sea mds factible y
econdémico que el empleado por Falahee en la obtencién de anticuerpos policlonales y en
el desarrollo de técnicas inmunoenziméticas (ELISA) frente a otras bacteriocinas.

Mientras que las curvas resultantes de la deteccién la nisina A en el preparado
comercial de Nisaplin® y en PBS fueron similares, Ia curva obtenida en MRS mostré un
desplazamiento hacia la derecha, lo que indica que para las mismas concentraciones de
nisina, el grado de inhibicién fue mayor y, por tanto, mayor la sensibilidad del
inmunoensayo (figuras IV.5. y IV.6.). Teniendo en cuenta que la solubilidad de la nisina
depende en gran medida del pH, siendo méxima a pH 4cido y disminuyendo a medida
que el pH aumenta, la diferencia entre las curvas patrén de la nisina A vehiculada en PBS
y MRS podria deberse a un efecto del pH, puesto que el menor pH del MRS (6,2)
favoreceria la solubilidad de la nisina frente al del PBS (pH 7.4). El pH podria incluso
determinar una mejor interaccién entre el antigeno y los anticuerpos, afectando también a
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la sensibilidad del inmunoensayo. Por otra parte, la presencia de Tween 80 en el medio
MRS también puede influir, puesto que esta sustancia surfactante reduce la adhesién de
las bacteriocinas a los materiales pldsticos, favoreciendo su disponibilidad para competir
en el ELISA-CD (Huot er al., 1996).

Los anticuerpos policlonales obtenidos de la inmunizacién s.c. de los ratones con el
conjugado nisA-KLH, no solamente detectaron la nisina presente en distintos vehiculos y
en el Nisaplin® sino también la de los sobrenadantes de las cepas productoras, sin apenas
interferencia de otros componentes del medio, como lo demuestra el hecho de que no
exista reactividad cruzada con el sobrenadante de la cepa de L. lactis MG 1614 no
productora de nisina (tabla IV.1.). Los anticuerpos obtenidos, por lo tanto, son también
dtiles en la identificacién rdpida y sensible de cepas de L. lactis productoras de nisina,
aunque no diferencian entre las dos variante de nisina, la A y la Z, lo que podia esperarse
puesto que ambas variantes difieren sélo en un aminodcido de su secuencia (el de la
posicién 27). No obstante, también se observé una pequeiia reactividad cruzada con
algunos sobrenadantes de cepas productoras de otras bacteriocinas (L. sake y P.
acidilactici), pero el grado de inhibicién en caso de la presencia de nisina en los
sobrenadantes es considerablemente superior.

El método ELISA-CD de deteccién de la nisina, resulté ser ligeramente mds
sensible que el método tradicional de deteccién de dicha bacteriocina por la prueba de
difusién en agar, permitiendo la deteccion de la nisina desde concentraciones de 5 ng/ml
(figura IV.7.). No obstante, lo mds destacable es la especificidad considerablemente
superior del ensayo inmunoenzimdtico frente al microbiolégico, en el que los halos de
inhibicién resultantes pueden deberse a la presencia en las muestras de otros factores
antimicrobianos.
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V.4, PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A
LA NISINA A EN EL LIQUIDO ASCITICO DE LOS RATONES
INMUNIZADOS

Considerando que el volumen sanguineo de los ratones es pequefio y, por tanto, la
cantidad de anticuerpos policlonales en el suero limitada, para obtener una mayor cantidad
de anticuerpos se procedié a su produccién en el liquido ascitico de los ratones
inmunizados. Este procedimiento fue descrito iniciaimente por Kurpisz y colaboradores,
en 1988.

Para ello, se emplearon dos grupos de animales, el primero se inmunizé con el
conjugado administrado con el Adyuvante de Freund y el otro sin Adyuvante. La
evaluacién de los sueros durante la inmunizacién de los ratones reveld la presencia de
anticuerpos especificos solamente en el suero de los animales inmunizados con el
conjugado mds el Adyuvante (figura IV.8.). Asimismo sélo se detectaron anticuerpos
especificos en el liquido ascitico de los animales de este grupo, lo que indica la
importancia del Adyuvante en el desarrollo de una respuesta inmune eficaz. Si bien
Kurpisz et al. (1988) no emplearon el Adyuvante de Freund en sus experiencias por
considerar que este compuesto podfa alterar la respuesta inmune y originar la aparicién de
anticuerpos no deseados (fundamentalmente frente a componentes antigénicos de la pared
de las micobacterias), en su lugar emplearon el antfgeno vehiculado en un gel de
poliacrilamida. En nuestro trabajo, el ensayo inmunoenzimdtico empleado (ELISA-CD)
permiti6 la seleccién de los anticuerpos especificos frente a 1a nisina A y no se detectaron
interferencias con otros anticuerpos posiblemente presentes en el liquido ascitico.

El volumen de liquido ascftico obtenido con este método (una media de 7,4 ml), es
considerablemente superior a la cantidad total de suero que se obtiene de un ratén (entre
0,5 y | ml). Generalmente, la concentracién de anticuerpos policlonales obtenidos en
liquido ascftico no son mayores a los alcanzados en el suero (entre 2 y 10 mg/ml)
(Goding, 1993), pero este método tiene Ia ventaja de que el volumen es mayor. Sin
embargo, en este trabajo, la concentracion de anticuerpos en el liquido ascitico fue inferior
a la del suero, necesitando una dilucién 1/100 de los anticuerpos en ¢l inmunoensayo,
mientras que con el suero se podian emplear diluciones de 1/1.000 y 1/2.500. Los
anticuerpos resultantes analizados mediante un ELISA-CD (figuras IV.9. y IV.10.)
mostraron una sensibilidad similar a la de los anticuerpos séricos, con un limite de
deteccién de entre 0,05 y 0,1 pug/mi, siendo necesarios 1,9 ptg/ml de nisina A para inhibir
en un 50% la unién del conjugado al anticuerpo. Dichos anticuerpos también detectaron la
nisina de los sobrenadantes de las cepas productoras de nisina, tanto la A como la Z, sin
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reaccidn cruzada con el sobrenadante de L. lactis MG1614, microorganismo no productor
de nisina. Tampoco se detecté una reactividad cruzada significativa con el sobrenadante
de microorganismos productores de otras bacteriocinas, lo que indica que estos
anticuerpos son eficaces en el reconocimiento rdpido y especifico de cepas productoras de
nisina (tabla IV.2.).

V.5. OBTENCION Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES FRENTE A LA NISINA A

La concentracion de anticuerpos policlonales en el suero de los ratones es limitada,
lo que se super6 en parte desarrollando la alternativa previamente descrita, que permitié la
obtenci6n, en menos de 8 semanas, de una cantidad mayor de anticuerpos al inducir su
producién en el liquido ascitico de los ratones inmunizados. No obstante, existen todavia
limitaciones para ¢l empleo de forma rutinaria de los immunoensayos desarrollados,
derivadas del cardcter policlonal de los anticuerpos utilizados: las cantidades de
anticuerpos disponibles son siempre limitadas y las caracterfsticas de los mismos
(sensibilidad y especificidad), varfan de unos a otros inmunosueros.

Por ello, con el fin de disponer de una fuente ilimitada de anticuerpos de
caracteristicas uniformes y de naturaleza clonal y que, por lo tanto, reconocieran una sola
regién (epitopo) de la molécula de nisina, se procedié a la obtencién de anticuerpos
monoclonales. Para conseguirlo, los ratones se inmunizaron con ¢l conjugado nisA-KLH
por via s.c,, puesto que era €l que mejores resultados habfa dado en las experiencias
anteriores. Los linfocitos del bazo de los ratones con la mejor respuesta inmunolégica
(figuras IV.11. y IV.12.}, se fusionaron con las células de mieloma de rat6n de la linea
celular P3X63-Ag8.653 en una proporcién de 7,5:1 (linfocitos:células de micloma). En la
primera fusién, la eficacia de la misma (porcentaje de pocillos con hibridomas respecto al
nimero total de pocillos sembrados) fue del 99,8%. A los 11 dias de la fusi6n, se
comenzd a analizar el sobrenadante de los pocillos que mostraban crecimiento celular.

Puesto que en los ratones inmunizados con el conjugado nisA-KLH, los
anticuerpos especificos del suero s6lo se detectaron mediante un ELISA-CD, para analizar
los sobrenadantes de los hibridomas resultantes de la fusién, fue necesario disefiar un
nuevo inmunoensayo que nos permitiera hacerlo de una manera m4s rdpida, sin esperar
las 16 horas necesarias durante el primer paso del ELISA-CD, en el que los pocillos de
las placas de ELISA se tapizan con los anticuerpos especificos. De este modo, se disefié
el ELISA-CD tipo I en el que los pocilios de las placas se tapizaban previamente con un
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anticuerpo especifico comercial frente a la fraccién Fe de las [gG de ratén, de manera que
al afiadir el sobrenadante de los hibridomas a analizar, el inmunoensayo se realizaba en
unas dos horas y media. Ademads, con este tipo de inmunoensayo se realizé una seleccién
previa de los hibridomas de manera que s6lo se detectaron aquellos productores de IgG.

De los hibridomas resultantes de la primera fusién, solamente uno fue productor de
anticuerpos especificos frente a la nisina A, sin embargo perdié su viabilidad durante la
clonacién, por lo que se realizé una segunda fusién con el bazo de otro de los animales
Que mostraba una buena respuesta inmune. La eficacia de esta segunda fusién fue del
50%, analizdndose los sobrenadantes de todos los pocillos con un crecimiento positivo y
detectando, de nuevo, un tGnico hibridoma productor de anticuerpos especificos frente a la
nisina A,

Los anticuerpos monoclonales se caracterizan porque s6lo reconocen una regién
antigénica (0 epitopo) de la molécula. Al considerar a la nisina A como un hapteno, que
por tanto consta de un nimero limitado de epitopos (probablemente uno o dos), cabe
esperar un nimero restringido de hibridomas positivos, puesto que cada clon solamente
reconoce un epftopo y existirdn otros muchos hibridomas productores de anticuerpos que
reconocen a otros componentes de la mezcla inmunégena, como son la proteina portadora
(que, por su gran tamafio, dispone de miiltiples epitopos), el puente de unién con el
hapteno y el adyuvante. En estudios precedentes realizados por Bhunia, para obtener
anticuerpos monoclonales frente a la pediocina RS2, fueron necesarias dos fusiones
celulares para obtener dos hibridomas productores de anticuerpos, uno secretor de 1gG1 y
otro de [gM (Bhunia, 1994). En nuestro caso, Ia obtencién de hibridomas también se
limit6 por la seleccién primaria realizada durante el andlisis de los sobrenadantes, puesto
que mediante el ensayo inmunoenzimatico desarrollado, sélo se detectaron los hibridomas
positivos productores de IgG.

Se considera que un hibridoma estd clonado y estabilizado cuando, al menos, el
95% de los pocillos son positivos en el ensayo de seleccién. El hibridoma resultante de la
segunda fusién (2D10) se consider6 clonado con éxito, puesto que todos los pocillos con
crecimiento celular mostraron anticuerpos especificos frente a Ia nisina A. De los clones
obtenidos, se seleccionaron seis (AB2, ADS, AD10, BF2, BF6 y BF10), que mostraban
las mejores caracteristicas de crecimiento y los mejores valores de inhibicién. Estos
clones se expandieron gradualmente y, tan pronto como fue posible, se congelaron y
conservaroen en nitrégeno liguido.

Con los clones scleccionados se procedié a la produccién de anticuerpos
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monoclonales en gran escala, mediante su cultivo in vitro vy, en el caso del clon AD10,
también in viveo induciendo la formacién de liquido ascitico en ratones BALB/c. Cuando
los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales se inyectan en la cavidad
peritoneal de 1os ratones sensibilizados, el peritoneo sirve como fuente de alimentacién y
el hibridoma se desarrolla y produce los anticuerpos, que se¢ acumulan en el liquido
ascitico. Este método permite obtener una concentracién superior de anticucrpos a la
obtenida en los sobrenadantes de los cultivos celulares, 20 veces superior en nuestro
caso, aunque posee la desventaja de mostrar una mayor contaminacién con otros
componentes del liquido ascitico, como lipidos, otros anticuerpos, etc. Por el contrario, la
produccién de anticuerpos mediante el crecimiento de los hibridomas in vitro, origina
concentraciones inferiores de anticuerpos con una menor contaminacién, aunque también
existen proteinas del suero fetal bovino y el coste de produccién por mg de anticuerpo es
mayor. En ambos casos, los anticuerpos monoclonales resultantes se purificaron por
precipitacién con sulfato amoénico, lo que protege a las inmunoglobulinas de su
desnaturalizacién, inhibe el crecimiento microbiano y reduce las interacciones
inespecificas de los anticuerpos.

La caracterizacién isotfpica de los anticuerpos monoclonales demostré que todos los
clones producian anticuerpos del tipo 1gG y de la subclase IgG1, este tipo era de esperar
por la seleccién primaria determinada por el inmunoensayo empleado en la identificacién
de los hibridomas y clones productores.

Los anticuerpos secretados por el hibridoma 5G8, obtenido de 1a primera fusion, se
emplearon tanto en un ELISA-CD del tipo I como del tipo II, resultando el segundo de
una sensibilidad considerablemente superior, puesto que para obtener los mismos
resultados que en el ELISA-CD I, se necesité una concentracién 6 veces superior (1/300)
a la empleada en el ELISA-CD II (1/2.000). Por el contrario, los anticuerpos de los
clones procedentes de la segunda fusién s6lo pudieron emplearse en un ELISA-CD 1], a
una dilucién 1/1.000. Con estos anticuerpos, no se consigui6 desarrollar un ELISA-CD
del tipo I, probablemente debido a requerir concentraciones de anticuerpos superiores a
las ensayadas (diluciones 1/100 y 1/200) o a que el tapizado inicial de los anticuerpos en
los pocillos de las placas impedia su reaccién con la nisina debido a un efecto estérico,
siendo necesario un brazo especiador (el anticuerpo de captura que tapiza la placa) para
permitir la interaccién entre el antigeno y su correspondiente anticuerpo.

La sensibilidad de los anticuerpos procedentes de las dos fusiones fue similar, ya

que con los anticuerpos del primer hibridoma (figura IV.13.) se consiguié un limite de
deteccién de 0,01 pg de nisina /ml y se necesitaron de 1 a 2,5 pg de nisina/ml para
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obtener un 50% de inhibicién de la unién entre el conjugado y los anticuerpos, mientras
que los anticuerpos obtenidos de la segunda fusién, mostraron un limite de deteccion de
0,01 pg de nisina/ml y la cantidad de nisina necesaria para obtener un 50% de inhibici6n
fue de 0,9 a 145 pg/ml (figura IV.15). En ambos casos, la sensibilidad del
inmunoensayo se increment$ al vehicular la nisina en MRS, probablemente por los
mismos motivos que los indicados previamente para los anticuerpos policlonales. El
ensayo inmunoenzimdtico utilizado resulté mds sensible para detectar la nisina en MRS
que el desarrollado con los anticuerpos policlonales y, por lo tanto, también mds sensible
que la prueba de difusi6n en agar (figura IV.14).

Teniendo en cuenta la homologfa estructural entre la nisina A y la nisina Z (s6lo se
diferencian en el aminodcido de la posicién 27), era de esperar que los anticuerpos
monoclonales manifestasen reactividad cruzada con la nisina Z. E! anticuerpo monoclonai
5G8 reconoce de manera similar a las dos variantes (figura IV.13.), mientras que, por el
contrario, los anticuerpos obtenidos de la segunda fusién, reconocieron en menor grado a
la nisina Z (un 21,5% de inhibicién menos para 500 ng/ml de nisina) (tabla IV.4.).
Dichos resultados hicieron sospechar que los anticuerpos de las dos fusiones reconocian
epitopos distintos, estando el aminodcido de la posicién 27, probablemente implicado en
el determinante antigénico reconocido por los clones derivados del hibridoma 2D 10.

Los anticuerpos monoclonales resultantes también se analizaron frente a los
sobrenadantes de las distintas cepas productoras de nisina y de otras bacteriocinas (tablas
IV.3. y IV.5.). Como sucedia con los anticuerpos policlonales, no se observaron
reacciones cruzadas con ¢l sobrenadante de L. lactis MG1614, no productor de nisina.
Tampoco se apreciaron diferencias significativas entre los sobrenadantes de las cepas
productoras de nisina A y Z, al analizarlos tanto con el anticuerpo monoclonal 5G8 como
con los derivados de 2D10. No obstante, se detect una cierta reactividad cruzada con los
sobrenadantes de los microorganismos productores de otras bacteriocinas (pediocinas
PA-1 y L350 y lactocina 8) y dado que no existe ninguna homologia estructural entre estas
bacteriocinas y la nisina A, dichos resultados probablemente derivan de una reaccién
inmunoldgica inespecifica.

Hasta la realizacién de este trabajo, los tnicos anticuerpos monoclonales obtenidos
frente a una bacteriocina eran los de Bhunia (1994). En este caso, las células de mieloma
empleadas en la fusién celular fueron de la linea P3/Ns1/1-Agd-1 (NS1), descrita por
Kohler y colaboradores en 1976, como una variante de la linea celular original (MOPC-
21), empleada por Kdler y Milstein (1976) en las primeras experiencias de fusién celular.
La linea celular MOPC-21, tenia €l inconveniente de secretar inmunoglobulinas, de
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manera que muchos de los hibridomas resultantes producfan moléculas de IgG cuyas
cadenas ligeras y/o pesadas procedian de las células de mieloma y, por ello, no se unfan al
antigeno de interés. Las células de la linea NS1, no secretan cadenas pesadas pero si
cadenas ligeras, de manera que parte de los hibridomas producirdn anticuerpos con las
cadenas ligeras de la célula de mieloma original y, por lo tanto, con lugares de unién no
funcionales, aunque en menor medida que en el caso de la linea celular MOPC-21. En
consecuencia, se han desarroltado otras lineas celulares no secretoras de anticuerpos, pero
que dan lugar a la formacién de hibridomas secretores un vez que se fusionan con los
linfocitos esplénicos. De ellas, la lfnea celular X63-Ag8.653 es la mds recomendable por
su alta eficacia de fusién y clonacién y su rdpido crecimiento.

Tras inmunizar a los animales con la bacteriocina vehiculada en un gel de
poliacrilamida, Bhunia (1994) realiz6 dos fusiones celulares, de las que se obtuvieron dos
hibridomas positivos, uno de ellos productor de IgG1 y otro de IgM, este dltimo capaz de
reconocer tanto a la pediocina RS2 como a la AcH (PA-1). El ensayo inmunoenzimético
empleado tanto en el andlisis de los hibridomas como en las experiencias posteriores, fue
un Western blotting (transferencia electroforética y reconocimiento inmunolégico), que
permiti6 identificar la presencia de estas bacteriocinas en los sobrenadantes de los
microorganismos productores, pero no su cuantificacién. El andlisis de los sobrenadantes
obtenidos tras 27 horas de incubacién de los cultivos, originé una inica banda de
transferencia correspondiente a la pediocina RS2 y AcH, respectivamente, aunque en los
cultivos més jévenes, de 20 horas, se reconocieron inmunolégicamente otras bandas sin
actividad antimicrobiana, que se correspondian, segin el propio investigador, a las
prepediocinas. De la misma manera se analizaron los sobrenadantes de microorganimos
productores de otras bacteriocinas (sakacina A, leuconocina LCM1, nisina A y pediocina
A), detectando solamente una débil reaccion inespecifica con el sobrenadante del
microorganismo productor de la sakacina A. Con el desarroilo de un método de colony
inmunoblotting (deteccién de colonias por transferencia y reconocimiento inmunolégico),
también se detectaron directamente los microorganismos productores de las pediocinas
RS2 y AcH. En las experiencias de dot inmunoblotting, los anticuerpos monoclonales
utilizados mostraron un limite de deteccién de 9 pg/ml para la pediocina RS2 y de 10
ug/ml para la pediocina AcH. Aunque el investigador cita en su articulo que tambi€n se
desarrollaron ensayos inmunoldgicos del tipo ELISA con los anticuerpos obtenidos, los
resultados de dichos ensayos no se han mostrado ni en esta publicacién ni en ninguna otra

posterior.
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V.6. IDENTIFICACION DE LOS DETERMINANTES ANTIGENICOS
RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS GENERADOS

En la identificacién de los determinantes antigénicos (epitopos) de la molécula de
nisina, reconocidos por los anticuerpos policlonales del liquido ascitico del ratén I.B. y
por los anticuerpos monoclonales del hibridoma 5G8 y del clon AD10, se emplearon los
sobrenadantes de microorganismos modificados por reemplazamiento génice para
producir variantes de nisina (tabla IIL.2.), sus variantes purificadas, as{ como diversos
fragmentos de la nisina A obtenidos por degradaci6n o rotura enzimética y ¢l lantibiStico
subtilina (tabla II1.4.). Todas las muestras se analizaron empleando un ELISA-CD tipo |
con los anticuerpos policlonales y del tipo II con los monoclonales.

En el caso del anticuerpo monoclonal del hibridoma 5G8, destacamos los resultados
obtenidos con las variantes que afectan a los residuos de DHA de la moléculas de nisina
(tablas IV.6. y IV.7.). De estos resultados, se deduce que, mientras que la sustitucién del
residuo de DHA de la posicién 33 por una alanina, apenas afecta al reconocimiento de la
nisina, la misma sustitucién en el resfduo 5, constituyente del primer anillo, determina un
descenso considerable de la reaccién antigeno-anticuerpo, cuyos resultados se observan
tanto en el sobrenadante de los microorganimos productores como en las variantes
purificadas, aunque en este segundo caso la diferencia es menor. Asfmismo, el anticuerpo
monoclonal 5G8 reconoci6 intensamente los fragmentos procedentes de 1a primera mitad
de la molécula (fragmentos 1-12 y 1-20) en un 89 y un 100%, respectivamente, todo ello
indica que el determinante antigénico reconocido por este anticuerpo se localiza en la
primera mitad de la molécula. La subtilina, otro lantibibtico cuyos 20} primeros
aminodcidos (correspondientes a los anillos A, B y C de la molécula) son pricticamente
iguales a los de la nisina, excepto el de la posicién 4 (Glu en vez de Ile), el de la posicién
12 (Val en lugar de Lys) y el de la posicién 19 (Aba en vez de Ala), también es
reconocida por este anticuerpo. La rotura del anillo A, en el producto de degradacién
Des5Ala, determiné una pérdida casi completa de la reacci6én antigeno anticuerpo, lo que
refleja, junto con los resultados anteriores, que este anillo forma parte del determinante
antigénico de la molécula de nisina reconocido por el anticuerpo monoclonal 5G8.

Respecto a los resultados obtenidos con el anticuerpo monoclonal AD10 (tabla
IV.7.), los framentos 1-12 (que consta de los anillos A y B) y 1-20 (que incluye, ademds,
el anillo C), manifiestan solamente una reactividad cruzada del 17 y 30%,
respectivamente, de 1o que se deduce que la otra mitad de la molécula, es importante en la
interaccién antigeno-anticuerpo. Ademds, la rotura del anillo A en el producto de
degradacién DesS5Ala, que fue determinante para que el anticuerpo 5G8 perdiera su
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reactividad, en este caso apenas afect6 al resultado del ensayo, lo que sugiere que este
primer anillo no forma parte del epitopo que reconoce el anticuerpo AD10. Con este
anticuerpo observamos anteriormente que el reconocimiento de la nisina Z pura era
inferior al de la nisina A, estas moléculas sélo se diferencian en el aminoicido de la
posicién 27; de una manera angloga, la sustitucién de este aminodcido por una lisina,
origina también un decenso de la reactividad cruzada. El lantibidtico subtilina también
manifest6 una reactividad cruzada de s6lo el 27% y aunque existe una cierta analogfa entre
la nisina y la subtilina en esta parte de la molécula (la configuracién de los anillos D y E es
similar), existen diferencias entre los amino4cidos 24, 27,29, y 31.

De los resultados obtenidos se deduce que el determinante antigénico del anticuerpo
monoclonal AD10 se sitia en la segunda mitad de la molécula, concretamente entre los
residuos 23 (puesto que el 22 es una lisina que reaccioné en la conjugacién con la
molécula portadora) y el 31 (los tres aminodcidos finales no son indispensables, puesto
que la molécula de nisina 1-31 se reconoce pricticamente como si fuera la molecula
nativa). Por otro lado, la sustitucién de los residuos de DHA por Ala en las posiciones 5
(variante DHA 5 A) y 33 (DHA 33 A), originan un cierto descenso en su reconocimiento,
con una reactividad cruzada del 71 y 77% respectivamente, sin embargo, la alteracién de
ambos residuos de forma conjunta determind, como ocurrié en el caso del anticuerpo
5G8, un descenso considerable de la reactividad cruzada (de un 35%).

De lo que antecede se deduce que los anticuerpos monoclonales obtenidos de dos
fusiones distintas, reconocen determinantes antigénicos diferentes de la molécula de
nisina. Concretamente, el anticuerpo monoclonal 5G8 reconoce fundamentalmente la
primera mitad de la molécula, siendo importante la presencia integra del anillo A, mientras
que el anticuerpo monoclonal AD10 reconoce la segunda mitad de la molécula,
concretamente el epftopo estarfa localizado en los anillos D y E. Es fécil deducir que los
anillos son estructuras inmundgenas importantes en la molécula de nisina, lo que se ha
visto favorecido por el método de conjugacién empleado, puesto que las lisinas
disponibles para reaccionar con la molécula portadora se localizan en la posicién 12 (entre
el anillo B y el C), 22 (entre el anillo C y D) y 43 (en el extremo final de la molécula). El
extremo N-terminal de la molécula también se conjugé con la molécula portadora por su
radical amino libre, todo ello determiné la presencia de tres posibles dominios
inmundégenos, uno constituido por los anillos A y B, otro por ¢l anillo C y otro por el
anillo D y E, confirmados por un anticuerpo monoclonal que reconoce el primer dominio
citado y otro, que reconoce el tltimo.

En el caso de los anticuerpo policlonales del liquido ascitico del rat6n I.B., cabe
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esperar la existencia de anticuerpos que reconozcan todos los dominios inmunogénicos de
esta molécula. Por ello, observamos (tablalV.7.) que la alteracién del primer anillo, por
modificacién de la DHA en DHAS o por su rotura en Des5Ala, disminuye el
reconocimiento de la molécula de nisina en mds de un 60%, pero por su parte, la segunda
mitad de la molécula también es importante puesto que en el fragmento 1-20 la reactividad
cruzada disminuye aproximadamente un 50%, lo que constimye un descenso incluso
mayor que en el fragmento 1-12 (reactividad de un 30%).

En todos los casos, la modificacién conjunta de los dos residuos DHA por Ala,
originé un descenso en la reactividad inmunolégica muy superior al que provoca la
modificacién de cada residuo por separado. Esto podria deberse a que la pérdida de los
dos residuos de DHA origina una modificacién en la conformacién estructural de la
molécula, que determina la pérdida de su reconocimiento por los anticuerpos. Estos
resultados podrian estar relacionados con el hecho de que la variante de nisina con ambos
residuos modificados, manifiesta un descenso considerable de su actividad
antimicrobiana, lo que no se observa en las varantes que presentaban s6lo uno de los
resfduos modificados (Dodd et al., 1996).

Los anticuerpos policlonales desarrollados por Falahee et al. (1990) no detectaron la
nisina cuando ésta se inactivé por el método de Fowler ez al. (1975), de lo que se dedujo
que los epitopos reconocidos por aquellos anticuerpos estaban relacionados con las
estructuras responsables de su actividad antimicrobiana.
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V.7. APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS ANTINISINA A
DESARROLLADOS

Con los anticuerpos policlonales obtenidos del liquido ascitico del rat6n 1.B. y con

un ELISA-CD del tipo 1, se realizé el seguimiento de la produccién de nisina por L. lactis
BB24, al tempo que se determinaban las unidades formadoras de colonias y la actividad
antimicrobiana de los sobrenadantes por la prueba de difusién en agar. Los resultados del
ELISA de los sobrenadantes en los diferentes momentos del crecimiento microbiano, se
extrapolaron a una curva patrén de la nisina A en MRS, para determinar la cantidad de
nisina producida. La curva patrén se ajusté empleando un soporte informético mediante
un modelo de regresién desarrollado por Healy (1972), que fue el que mejor se ajustaba
al formato de la curva. Este tipo de regresién se emplea frecuentemente en los ensayos
imunoenzim4ticos, y ofrece resultados mds precisos y menos susceptibles de variaciones,
que otros métodos descritos anteriormente (Deshpande, 1996).

De los resultados obtenidos (figura IV.16), se deduce que el ELISA-CD comenz6 a
detectar la produccién de nisina a las 6 horas de crecimiento, mientras que con la prueba
de difusién en agar los halos de inhibicién empezaron a observarse a las 8 horas, lo que
ratifica ]a mayor sensibilidad del inmunoensayo respecto del método microbiolégico.
Asimismo, segin los resultados del inmunoensayo, la mayor producién de nisina se
observa entre el final de la fase de crecimiento exponencial y el inicio de la fase
estacionaria, entre las 14 y las 16 horas del crecimiento. Los datos obtenidos concuerdan
con las afirmaciones de De Vuyst y Vandamme (1993), segin los cuales la tasa méaxima
de produccién de nisina se alcanza al final de la fase de crecimiento exponencial,
mostrando la cinética propia de un metabolito primario asociado al crecimiento celular y,
por lo tanto, relacionada con la masa celular total. Otras bacteriocinas también se
producen durante o al final de la fase de crecimiento exponencial (Piard y Desmazeaud,
1992). Por otro lado, teniendo en cuenta que para que la nisina madure previamente
deben sintetizarse las enzimas responsables de la maduracién del péptido, es l6gico que
deban transcurrir unas horas desde el inicio del crecimiento hasta la deteccién del
compuesto maduro, asi Buchman et al. (1988) observaron un retraso de unas horas desde
la transcripci6n del gen estructural hasta la aparicién de la nisina madura. En la fase de
crecimiento estacionario, 10s niveles de nisina disminuyen a pesar de que-los-niveles-de
inmunidad y de transcripcién de la nisina son todavia altos, probablemente debido a la
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liberaci6n de enzimas proteoliticos no especificos durante la lisis celular (De Vuyst y
Vandamme, 1992).

Por otra parte, Ra et al. (1996) han indicado que la nisina se produce desde los
estadios iniciales del crecimiento a un nivel similar al de fases subsiguientes. Sin
embargo, al inicio no se detectarfa su actividad antimicrobiana en el sobrenadante debido a
que la nisina secretada se adsorbe a la superficie de las células y se libera al medio hacia la
mitad de la fase exponencial, cuando el pH del medio decae por debajo de 5,5. Esta nisina
adsorbida a las células tampoco se habrfa detectado en nuestro inmunoensayo, puesto que

las muestras analizadas procedfan de los sobrenadantes libres de células.

Para evaluar la capacidad del anticuerpo monoclonal AD10 de detectar y cuantificar
la nisina A potencialmente presente en los alimentos, se afiadieron concentraciones
conocidas de la bacteriocina purificada a muestras de un queso de untar comercial y, tras
su extraccién, se determind su recuperacién mediante un ensayo de ELISA-CD 11

El método de extraccién de la nisina de las muestras de alimento fue el descrito por
Tramer y Fowler (1975). Tras someter la muestra a ebullicién en HC1 0,02 N durante 10
minutos, para liberar la nisina de su uni6n a determinados componentes del alimento, se
eliminé la materia sélida por centrifugacién y se determiné la concentracién de nisina
extraida mediante el ensayo de ELISA. En Ia misma placa de ELISA, se ensayaron
cantidades conocidas de nisina en un extracto de queso, obtenido por el procedimiento
citado previamente. Los resultados de estas muestras patrén, se ajustaron a una curva de
regresién con la ayuda de un soporte informdtico. No se observaron interferencias al
emplear el extracto de queso como vehiculo de la nisina en la curva patrén (figura IV.17).
De los resultados de ia tabla IV.8., se observa que la recuperacién media de la nisina de
las muestras empleando el ensayo del ELISA-CD II, fue de un 116%, con unos
coeficientes medios intra ¢ interensayo de 13,3 y 14,1%, respectivamente. Posibles
fuentes de variabilidad, no debidas al propio inmunoensayo, podrian deberse a la
adsorcién de la nisina en las muestras y al méiodo de extraccién. El método
inmunoenzimético desarrollado por Falahee et al. (1990), mostré un limite de deteccion
de la nisina de 1,9 x 10-2 Ul y al analizar la recuperacién de la nisina de muestras de
queso de una forma similar a la desarrollada e este estudio, se obtuvo una recuperacion
media del 85%, con unos coeficientes de variacién intra- ¢ interesayo de 5.3 y 10,9%,
respectivamente. Los valores de recuperacién de Ia nisina obtenidos en nuestro trabajo,
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asi como los coeficientes de variaci6n intra- ¢ interensayo, son ligeramente superiores a
los obtenidos por Falahee con un ELISA tipo sandwich, pero similares a los descritos
para otros analitos empleando ensayos de ELISA competitivos (Azcona-Olivera et al.,
1990, 1992).

Los métodos empleados actualmente en la deteccién de la nisina, se han descrito
previamente en la introduccién de este trabajo. De todos ellos, el método estdndar de
determinacién rutinaria de la nisina en los alimentos es el descrito por Tramer y Fowler
(Fowler et al., 1975), en el que, tras la extracci6n de la nisina de la muestra, se realiza un
test de difusidn en agar con la incorporacién de un 1% de Tween 20 para favorecer la
difusién de la bacteriocina y aumentar la sensibilidad del ensayo, utilizando Micrococcus
luteus como microorganismo indicador. Las ventajas de los métodos inmunoenzimdticos
frente al ensayo microbiano ya se han indicado anteriormente, concluyendo que el ensayo
del ELISA-CD es ligeramente mds sensible y su especificidad ¢s mucho mayor, puesto
que la actividad antimicrobiana que se observa, puede deberse a otros metabolitos de las
bacterias l4cticas con actividad antimicrobiana como el 4cido acético, lctico propidnico,
etanol, diacetilo, y el per6xido de hidrégeno; por otro lado, ¢l ensayo inmunoenzimético
es mds rdpido y permite su automatizacién y el andlisis simultdneo de un gran ndmero de
muestras.

Otro método alternativo descrito para detectar y cuantificar la presencia de nisina en
los alimentos (en este caso cerveza) fue el diseiiado por Waites y Ogden (1987), basado
en la observacién de que la lisis de las células bacterianas por la nisina origina un
incremento del ATP del medio, cuantificable por bioluminiscencia. De esta manera, se
establecié una relacién reproducible entre la concentracién de ATP medido y la de nisina,
detectando la nisina en un rango de entre 0 y 120 UV/ml, con un error de menos del 5%.
Aunque este método es mds rdpido que la prueba de difusién en agar, supone un alto
coste inicial por los reactivos y el instrumental de medicién de la luminiscencia del ATP.

Los limites maximos de nisina permitidos en los alimentos, varian segin los paises
(algunos, incluso, no han definido limites en su empleo) y en 1a mayoria de los casos se
encuentran en el rango de las partes por millén (de 2 a 100 mg/kg de alimento). El ensayo
del ELISA-CD 1I desarrollado con el anticuerpo monoclonal AD10, puede ser de gran
utilidad en la estimacién rdpida de la nisina en los alimentos, dado que su limite de
deteccién es de 10 ng de nisina/ml.

216



Discusién

7.3. Purificacién de la nisina por cromatografia de inmunoafinidad

La purificacién de las bacteriocinas a homogeneidad es necesaria para determinar
sus caracteristicas bioquimicas, secuencia aminoacidica, mecanismo de accién y estudiar
sus posibles aplicaciones. Hasta la fecha se han empleado diversas técnicas (o
combinacién de ellas) con el objeto de obtener bacteriocinas puras ¢ parcialmente
purificadas. El métode de purificacién empleado también depende del fin que se le quiera
dar al producto final, de modo que para la caracterizacién de las bacteriocinas y su
secuenciacién aminoacidica, se requiere un producto muy puro aunque €l rendimiento de
la purificacién sea bajo, mientras que para su aplicacién como conservante en los
alimentos, se preferirdn unos rendimientos altos aunque ello suponga una reduccién
parcial de la pureza del producto.

Puesto que las bacteriocinas se liberan al medio extracelular, el primer paso de su
purificacién suele ser su concentracién mediante la precipitacion de las proteinas.totales
del sobrenadante con sulfato aménico, lo que es fécil de realizar y poco traumdtica para
las proteinas. Posteriormente, la purificacién de las bacteriocinas prosigue con la
utilizacién sucesiva de diversos métodos cromatogrificos, como los de filtracién en gel,
intercambio catiénico, interaccién hidrofébica y fase reversa (Muriana y Luchansky
1993). En nuestro laboratorio, este procedimiento se ha adaptado y puesto a punto para la
purificacidn de diversas bacteriocinas, entre las que destacan la pediocina LS50 y 1a nisina
A (Cintas et al., 1995; Rodriguez et al., 1995). En nuestro trabajo, la purificacién de la
nisina mediante su precipitacién con sulfato amoénico, cromatograffa de intercambio
catiénico, interaccin hidrofébica y fase reversa en un equipo automatizado de FPLC, se
utilizé en un principio para obtener suficiente bacteriocina para proceder a la inmunizacién
de los animales y para el desarrollo y puesta apunto de los métodos inmunoenzimaticos
(ELISA) adecuados. Sin embargo, a pesar de obtener un compuesto muy puro, los
rendimientos de la purificacion fueron insuficientes para nuestras necesidades (de nueve
purificaciones, se obtuvo un total de 1 mg de nisina pura), por lo que fue necesario la
utilizacién de nisina A purificada comercial.

Asf pues, debido a la escasa eficacia del método de purificacién de la nisina
previamente descrito y una vez dispusimos de los anticuerpos monoclonales frente a la
nisina A, se planteé el objetivo de desarrollar un método de cromatografia de
inmunoafinidad que permitiese purificar este compuesto de una manera mds sencilla,
ripida y eficaz, que los métodos empleados hasta la fecha. La cromatografia de
inmunoafinidad es un método de purificacién basado en la especificidad de la unién de un
antigeno y su correspondiente anticuerpo. Este método se ha empleado con éxito en la
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purificacién de muchas protefnas, aunque nunca se habia empleado anteriormente para
purificar bacteriocinas, probablemente debido a la dificultad para obtener anticuerpos
frente a las mismas.

En la eleccién de la matriz. para construir la columna de afinidad, debe tenerse en
cuenta que ésta carezca de adsorcién inespecifica, no posea grupos cargados y sea capaz
de unirse al anticuerpo sin que éste pierda su actividad biol6gica. La agarosa activada con
cianuro de bromo es la matriz m4s utilizada con este propésito y se encuentra disponible
comercialmente (CNBr-activated Sepharose 4B, Pharmacia). Sin embargo, esta matriz no
fue dtil en nuestro trabajo, puesto que tras la costruccién de la columa de afinidad, las
muestras de nisina inyectadas no quedaron retenidas en la columna (resultados no
mostrados). Como no se determiné la eficacia de la uni6n de los anticuerpos a la
columna, una posible explicacién podria ser que los anticuerpos no se hubiesen unido a la
resina, sin embargo esta matriz s un producto comercial especialmente preparado para su
unién a los anticuerpos y el proceso de conjugacién se realiza siempre de una forma
sencilla y rutinaria. Otra posible explicacin serfa la de un efecto estérico que impida la
interaccién entre el antigeno y el anticuerpo, de una manera andloga a lo que ocurria en el
ensayo del ELISA-CD L

Dada la ineficacia de la columna previamente descrita y considerando la segunda
explicacién indicada, se selecciond otra matriz que disponia de un brazo espaciador, para
favorecer la interaccién entre el antigeno y el anticuerpo. En la actualidad se dispone de
matrices comerciales en las que la agarosa se ha unido a un brazo espaciador con un éster
de N-hidroxisuccinimida en su extremo terminal. Los ésteres de succinimida son muy
susceptibles al ataque nucleofilico de los grupos ¢-amino de la lisina, dando lugar al
desplazamiento de la N-hidroxisucinimida y a la formacién de una unién estable del tipo
amida entre el ligando (anticuerpo) y el brazo espaciador. Para evaluar la eficiencia de la
unién es necesario eliminar previamente la N-succinimida liberada mediante una
cromatografia de filtracién en gel, puesto que ésta absorbe fuertemente la luz ultravioleta a
280 nm. En nuestro trabajo, la eficacia de la unién de los anticuerpos a la matriz resulté
ser de, aproximadamente, un 83%.

A continuacién, s¢ comprobd el funcionamiento de la columna inyectando
concentraciones conocidas de nisina A pura en PBS y determinando su capacidad de
retencién. El tampén de elucién empleado fue el de glicina-HCI, que origina un decenso
del pH a 2,2-2,8 determinando un cambio en la conformacién del anticuerpo y el antigeno
y dando lugar a la liberacién de éste tltimo. Como se observa en la figura IV.18., no se
detectaron pérdidas de nisina durante la inyeccién y el lavado y toda la actividad
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antimicrobiana se detecté en las fracciones de elucién.

Posteriormente, se procedi6 a purificar la nisina A producida por el microorganismo
productor Lactococcus lactis BB24, a partir de dos muestras de sobrenadante de 10 ml
cada una. El seguimiento del proceso se realizé midiendo la absorbancia de las fracciones
a 280, 254 y 220 nm, evaluando la actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas
mediante un ensayo en placas microtituladoras y determinando la concentracién de nisina
mediante un ELISA-CD I1. Tras la inyeccién, la columna se lavé hasta que no se detect6
absorbancia a 280 y 254 nm en el ¢luato, para proceder, a continuaciodn, a la elucién de la
nisina. La mayor parte de la bacteriocina se retuvo en la columna y se eluy6é en las
primeras fracciones de la elucién. El pico miximo de actividad antimicrobiana y de
concentracidn de nisina, coincidié con un pico de absorbancia a 220 nm. Los resultados
de la purificacion se muestran en la figura IV. 19 y en la tabla IV.9., en las que se
observa una ligera pérdida de bacteriocina durante la inyeccion y las primeras fases del
lavado. Este hecho es dificil de explicar, ya que no es probable que se deba a la saturacién
de la columna con la muestra, puesto que entonces la perdida de nisina se detectarfa una
vez se ha alcanzado el punto de saturacién y no queda mdés ligando disponible para
reaccionar, sin embargo la pérdida de nisina se observé desde el inicio de la inyeccion de
la muestra. Aunque el flujo de elucién fue lo suficieniemente lento (0,5 ml/min) para
permitir la interaccién del antigeno y el anticuerpo, puede que una disminucién del mismo
hubiera dado lugar a una mayor retencién de la muestra; por otro lado, otros componentes
del sobrenadante podrian haber interferido en la uni6n. Otra explicacion seria que la nisina
no retenida en la columna mostrase una conformacién diferente que no fue reconocida por
los anticuerpos empleados.

La cantidad de nisina pura recuperada por cromatograffa de inmunoafinidad y
determinada por el ELISA-CD II, fue de 32.475 *+ 1.214 ng por 10 ml de cultivo, valor
muy similar al resultante de determinar la absorbancia de la muestra a 220 nm y calcular Ia
concentracidn de nisina por su coeficiente de extincion molar (32.547 % 1.887),
resultando la cuantificacién por el ELISA mds especifica y sensible.

La pureza del producto obtenido se determiné utilizando una columna de fase
reversa conectada a un equipo automatizado de FPLC, empleada anteriormente en la
purificacién de este péptido. De los resultados de la elucidn (figura IV.20), se observd un
Gnico pico proteico con actividad antimicrobiana que coincidi6 en tamafio y localizacién
con el de la nisina utilizada como control. Owos picos de absorbancia adicionales,
resultaron ser interferencias debidas al tamp6n de glicina empleado en la elucién. En el
pico proteico de la nisina purificada se detectdé un pequefio hombro con actividad
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antrimicrobiana, que podrfa deberse a la tendencia de este compuesto a formar agregados
o polimeros 0 a la presencia de productos de degradacién que aparecen frecuentemente
durante la conservacion de la nisina y que también poseen actividad antimicrobiana.

El rendimiento de la purificacién de la nisina por cromatografia de inmunoafinidad
(3,24 pug/ml de cultivo), resulté ser 30 veces superior al método de purificacién
empleando diversos métodos cromatogrificos (0,115 pg/ml de cultivo), requiriendo
cantidades inferiores de muestra (10 ml frente a un litro), con el consiguiente ahorro de
material y reactivos que ello supone (tabla IV.9.).

Actualmente existe un gran interés en el desarrollo de métodos rdpidos y sencillos
de purificacién de las bacteriocinas. El método de cromatografia de inmunoafinidad,
desarrollado por primera vez en este trabajo, permite la purificacién de la nisina de los
medios complejos empleados para cultivar estos microorganismos, sin que se produzca la
adsorcién inespecifica de otros compuestos no deseados. El procedimiento es simple,
riapido, especifico, reproducible, econémico y permite la purificacién de esta bacteriocina
en un sblo paso. Estas caracteristicas pueden permitir el desarrollo a mayor escala de un
sistema de purificacién de la nisina en las cantidades necesarias para su utilizacién en los
alimentos y como agente terapéutico. La disponibilidad de preparaciones de nisina muy
puras y la potenciacién de su actividad con compuestos quelantes, pueden favorecer el
empleo de este compuesto como agente terapéutico en los tratamientos de ulceras
pépticas, infecciones dermatolégicas, infecciones bucales y mastitis, asi como en el
tratamiento de maltiples infecciones sistémicas del hombre y de los animales, resistentes a
los antibi6ticos convencionales.
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Conclusiones

Primera. Para obtener anticuerpos especificos frente a la nisina A, se conjugé esta
bacteriocina con dos moléculas portadoras; el conjugado con hemocianina KLH originé
una respuesta inmune m4s potente y especifica que el de nisina A con toxina colérica. La
respuesta fue mejor en los animales inmunizados subcutineamente que en los
inmunizados por via intraperitoneal. Los inmunosueros mds potentes y especificos se
obtuvieron a los 91 dfas de iniciada la inmunizacidn, esto es, 60 dias después de aplicar a
los animales la tercera dosis del inmundgeno.

Segunda. La especificidad de los anticuerpos producidos inmunizando ratones con
nisina A conjugada a la toxina colérica, pudo determinarse tanto con un ELISA
competitivo indirecto como con otro directo; la de los originados con el conjugado de
KLH, solamente se detecté con un ELISA competitivo directo. No obstante, la afinidad
relativa y la sensibilidad de los anticuerpos eran mayores con el segundo conjugado que
con el primero. El limite de deteccién de nisina A en tampén PBS utilizando anticuerpos
de conjugado KLH y un ELISA competitivo directo, fue de 100 ng/ml; la sensibilidad
Ilegé a 5 ng/ml con nisina A vehiculada en medio MRS.

Tercera. Los anticuerpos policlonales originados inmunizando los ratones con nisina A
conjugada a hemocianina KLLH también detectaron la nisina en el producto comercial
Nisaplin® y en el sobrenadante de cultivos de Lactococcus lactis productores de nisina; el
ensayo del ELISA competitivo directo fue algo mds sensible que el método tradicional de
difusién en agar.

Cuarta. Los anticuerpos policlonales del liquido ascitico de ratones inmunizados con
nisina A conjugada a la hemocianina KLH, tenfan una sensibilidad similar a la de los
anticuerpos séricos, con un limite de deteccién entre 50 y 100 ng/ml. También detectaban
la nisina de los sobrenadantes de los cultivos de cepas productoras de esta bacteriocina sin
mostrar una reactividad cruzada significativa con los sobrenadantes de cultivos de
microorganismos productores de otras bacteriocinas.

Quinta. Cuando se fusionaron los linfocitos del bazo de dos animales inmunizados con
el conjugado de nisina A y hemocianina KLH, con células de mieloma de la linea celular
P3X63-Ag8.653, se obtuvieron dos hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales especificos frente a la nisina A, al primero se le denominé 5G8 y al
segundo 2D 10. Con ambos anticuerpos se ha desarrollado un ELISA competitivo directo
de tipo II cuyo limite de deteccién de nisina A en tampén PBS es de 10 ng/ml, su
sensibilidad aumenta con la nisina A vehiculada en medio MRS.
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Sexta. El anticuerpo monoclonal 5G8 reconoce un determinante antigénico localizado
entre los residuos 1 y 12 de la molécula de nisina (anillos A y B), siendo el anillo A vital
para el reconocimiento, El anticuerpo monoclonal AD10 reacciona, preferentemente, con
la segunda mitad de la molécula de nisina, entre los residuos 23 y 31 (anillos D y E), el
aminoécido de la posicién 27 es importante para dicho reconocimiento.

Séptima. El ELISA competitivo directo, utilizando tanto anticuerpos policlonales como
monoclonales, sirve para detectar con eficacia la nisina de los sobrenadantes de los
cultivos de sus microorganismos productores, por lo que puede emplearse como método
rdpido, sensible y eficiente en la identificacidn de los microorganismos productores de
nisina, tanto en cepas salvajes como en las modificadas genéticamente.

Octava. El ensayo del ELISA competitivo directo, utilizando anticuerpos monoclonales
frente a la nisina A, ha permitido la deteccidn y cuantificacién de esta bacteriocina en una
muestra comercial de queso fundido, por lo que podrfa utilizarse con el mismo fin en
otros alimentos, dado que es un método rdpido, sencillo y fiable para el andlisis
simultdneo de muchas muestras. Es algo mds sensible y mucho mds especifico que el
método tradicional de deteccion y cuantificacién de nisina con la prueba de difusién en
agar.

Novena. La cromatograffa de inmunoafinidad desarrollada por primera vez en este
trabajo, permite concentrar y purificar a homogeneidad la nisina del sobrenadante de un
medio de cultivo complejo, sin que s¢ produzca la adsorcién inespecifica de otros
compuestos no deseados. El procedimiento es simple, rdpido, especffico, reproducible,
econémico y més eficaz que cualquier otro método de purificacién de nisina descrito hasta
la fecha.
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Trabajo Futuro

En el trabajo presentado en esta memoria, se ha decrito la obtencién de anticuerpos
policlonales y monoclonales especificos frente a la nisina A y su utilizacién en el
desarrollo y puesta a punto de ensayos inmunoenzimdticos (ELISA), que permitan su
deteccién y cuantificaci6n en el sobrenadante de cultives productores y en los alimentos.
Uno de los anticuerpos obtenidos, también ha demostrado su utilidad en la concentracién
y purificacién a homogeneidad de la nisina A en un sélo paso por cromatografia de
inmunoafinidad.

De los resultados obtenidos, se deduce que el escalado de la técnica cromatogréfica
de inmunoafinidad utilizada en la purificacién de la nisina a homogeneidad, podria
permitir la obtencién de mayores concentraciones de esta bacteriocina, lo que permitiria
disponer de suficiente cantidad de nisina pura para utilizarla en diversos sustratos
alimenticios y evaluar su actividad antimicrobiana y conservadora, tanto utilizdndola sola
como en combinacién con otros sistemas de conservacién de los alimentos, como la
utilizacién de atmésferas controladas y modificadas, presiones elevadas (ultrahigh
hydrostatic pressure) y campos eléctricos pulsantes (pulsed electric field), asi como la
potenciacién de su accién con agentes quelantes.

Asimismo, los anticuerpos policlonales y monoclonales generados en este trabajo,
podrian utilizarse tanto en la deteccién y cuantificacién de la nisina en los alimentos, asi
como para determinar su localizacién en productos fermentados, como los embutidos
crudos curados. Por otro lado, los anticuerpos descritos también pueden constituir una
herramienta eficaz en la detecci6én y cuantificacién de la nisina, en las cepas productoras
modificadas genéticamente. Las técnicas recientes de ingenieria genética, se utilizan tanto
para modificar la expresién de los genes que permiten una mayor produccién de nisina,
como para permitir la obtencién de derivados con modificaciones en su secuencia
aminoacidica, con el objeto de mejorar sus caracteristicas fisico-quimicas e incrementar su
actividad antimicrobiana. Los anticuerpos obtenidos, también podrian utilizarse en
estudios de regulacién de la sintesis y del mecanismo de accién de la nisina.

Finalmente, considerando la utilidad de las bacteriocinas como conservadores de los
alimentos, es probable que, en un futuro préximo, se permita el empleo de otras
bacteriocinas en los alimentos. De esta manera, de nuevo seria util disponer de técnicas
inmunoldgicas que permitiesen la identificacién y cuantificacién de estos compuestos en
los alimentos, asi como su purificacibn a homogeneidad en un sélo paso por
cromatografia de inmunoafinidad. Como uno de los factores limitantes en la obtencién de
anticuerpos frente a las bacteriocinas, radica en la dificultad de obtener concentraciones
suficientes de bacteriocinas purificadas a homogeneidad, proponemos la utilizacién de las
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nuevas técnicas de inmunizacién genética, que permiten la obtencién de anticuerpos frente
a cualquier proteina o péptido expresado en los animales de experimentacién, sin
necesidad de purificar previamente dicho compuesto.

Las técnicas de inmunizaci6n genética, consisten en depositar intradérmicamente o
en el tejido muscular de los animales de experimentacién, un vector de ADN eucarionte
con el marco abierto de lectura de la protefna o péptido a expresar y las sefiales de control
apropiadas, lo que permite la transcripcién, traduccién, procesado y excrecidén de las
protefnas de interés de las células infectadas por el vector. Este sistema induce una
respuesta inmune sorprendentemente elevada, que incluye una respuesta tanto humoral
como celular, sin la necesidad de adyuvantes y empleando solamente el vector apropiado
de ADN. Este método, ademds de constituir una alternativa potencialmente eficaz ante los
actuales sistemas de proteccidn inmunolégica (vacunas) empleados en el hombre y en los
animales, también podrfa emplearse en la inmunizacion de animales de experimentacion
con el fin de obtener anticuerpos especificos frente a determinadas sustancias, como las
bacteriocinas. La secuencia génica del compuesto a expresar por el vector, podria
deducirse de su secuencia aminoacidica o de experiencias previas de secuenciacion
génica, por lo que la insercién de dicha secuencia en el vector apropiado, seria
relativamente sencilla. Este método tiene ademds la ventaja de que la obtencién de ADN es
relativamente barata y que los genes pueden manipularse con el fin de producir moléculas
inmunégenas con las caracteristicas deseadas, adem4s de clonar y modificar los genes en
los pldsmidos de expresién, lo que permitiria la obtencién de nuevos derivados que
podrian analizarse en un corto espacto de tempo.
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